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Resumen

Antecedentes y objetivo

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), y otras enfermedades cardiometabdlicas como obesidad,
enfermedades cardiovasculares (ECV) o las dislipemias, entre otras, son la principal causa de morbi-
mortalidad en todo el mundo. En la etiologia de estas enfermedades intervienen multiples factores y
aunque los mecanismos fisiopatoldgicos de la DM2 no se conocen completamente, se sabe que las
personas con sobrepeso u obesidad y exceso de grasa corporal, sedentarias, y con habitos dietéticos
poco saludables, como consumo elevado de contenido caldrico, carbohidratos (HC) refinados y
bebidas azucaradas, entre otros, presentan una alta probabilidad de desarrollar DM2 y otras
enfermedades cardiometabdlicas. Ademads, las bebidas azucaradas, que incluyen refrescos
carbonatados y no carbonatados, bebidas a base de frutas y bebidas deportivas, son la mayor fuente
de azUcar agregada a la dieta y proporcionan un exceso de calorias con baja calidad nutricional.
Debido al aumento exponencial de la incidencia de estas patologias crénicas en los ultimos afios, y el
impacto de la dieta sobre su desarrollo, los nuevos enfoques terapéuticos se dirigen a la modificacion
de estos factores dietéticos poco saludables, incidiendo en la calidad de los HC e indice glucémico
(IG) o consumo de fibra dietética, y la promocién de mejores patrones dietéticos. Los cambios en la
calidad de los HC y una adherencia adecuada a estos patrones saludables, ha demostrado la
reduccion de la incidencia de la DM2.

El consumo elevado y constante de alcohol resulta perjudicial el manejo terapéutico de la DM2. Sin
embargo, diferentes estudios epidemiolégicos relacionan la ingesta moderada de alcohol con efectos
beneficiosos a nivel cardiovascular e incluso un menor riesgo de padecer DM2. Este hecho
Unicamente ha sido atribuido al consumo de bebidas fermentadas, como vino o cerveza. La cerveza
sin alcohol aporta componentes bioactivos beneficiosos, pero elimina el contenido de alcohol,
aunque su IG continta siendo relativamente alto, por lo que su consumo esta restringido en
personas con DM2.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo es explorar el efecto posprandial de una cerveza
sin alcohol con composicién modificada en los HC, que incluye la fermentacidn casi completa de los
mismos y la adicion de isomaltulosa y una maltodextrina resistente (CIM), y que previamente, en un
estudio desarrollado por nuestro equipo, demostréd beneficios en la homeostasis de la glucemia en
personas con prediabetes o diabetes y sobrepeso u obesidad, tras su consumo durante 10 semanas.
Este trabajo pretende dilucidar los posibles mecanismos responsables del mencionado beneficio, con
la hipdtesis de que la cerveza con composicién modificada en HC inducirda un menor IG que una
cerveza sin alcohol con composicion estandar (CE). Ademas, el consumo combinado de esta cerveza

modificada, CIM, junto con 50 gramos de HC procedentes de pan blanco, generard una mejor
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respuesta metabdlica posprandial, incluyendo una mayor sintesis de incretinas y una mayor
inhibicién de la saciedad, en comparacidn con la ingesta de una CE o agua.

Métodos

Para la consecucion del objetivo general del estudio, se realizaron dos estudios controlados, con un
disefio doble ciego, aleatorios y cruzados. Un primer estudio, de 4 semanas de duracion, se
incluyeron 10 voluntarios sanos, que recibieron en ayunas 25 g de HC provenientes de: a) cerveza sin
alcohol con composiciéon estandar (CE), b) cerveza sin alcohol con fermentacidn casi completa de los
HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/ 100 mL)
(CIM), c) cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de los HC y enriquecida con
maltodextrina resistente (2,0 g/100 mL) (CM), y d) bebida a base de glucosa (25 g de glucosa). En el
segundo estudio, de 5 semanas de duracién, se incluyeron 20 voluntarios sanos, que recibieron en
ayunas: a) 50 g de HC de pan blanco mds agua; b) 50 g de HC de pan blanco pan junto con 14,3 g de
HC provenientes de una CIM; c) 50 g de HC de pan blanco pan junto con 14,3 g de HC provenientes
de una CM; c) 50 g de HC de pan blanco pan combinados con 14,3 g de HC provenientes de una CE;
e) 50 g de HC de pan blanco mas 14,3 g de pan blanco. Se obtuvieron muestras de sangre previas a
cada ingestion y cada 15 min durante 2 h. En estas muestras se determinaron las concentraciones de
glucosa, insulina, hormonas incretinas, triglicéridos y acidos grasos no esterificados (AGNE). Los
valores de colesterol total, HDL y LDL, asi como las concentraciones de grelina, leptina, glucagon,
polipéptido pancredtico y polipéptido Y se determinaron en las muestras basales, a los 60 y a los 120
minutos en el estudio 2.

Resultados

Las caracteristicas clinicas, antropométricas, asi como la evolucién dietética, se mantuvieron
constantes en todos los sujetos a lo largo de los dos estudios. El aumento de glucosa, insulina y GIP
generado tras el consumo de CIM y CM fue significativamente menor que tras el consumo de la CE. El
consumo de pan blanco en combinacién con la CIM y la CM indujo un menor aumento en los niveles
de glucosa que el consumo de pan blanco en combinacién con agua y pan blanco con CE (p=0,006 y
p<0,001, respectivamente). Ninguna de las intervenciones evaluadas alteré las concentraciones
séricas de las hormonas relacionadas con saciedad o los valores lipidicos posprandiales.

Conclusiones

El consumo de una cerveza sin alcohol con una fermentacién casi completa de los HC y enriquecida
en maltodextrina e isomaltulosa es capaz de atenuar y mejorar la respuesta posprandial a la ingesta
de HC en la comida. Estos hallazgos avalarian la hipdtesis de que esta mejora en la respuesta
posprandial constituiria uno de los mecanismos responsables de que el consumo de este tipo de
cerveza sin alcohol en las comidas, durante 10 semanas, contribuyd a la mejora de la resistencia

periférica a la insulina en personas con prediabetes o DM2 y sobrepeso u obesidad.
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Diabetes Mellitus Introduccion

1.1. FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabdlicos heterogéneos caracterizados por
hiperglucemia crdnica y alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos (HC), grasas y proteinas
debido a defectos en la secrecién de insulina, la acciéon de la insulina o ambas (1). A largo plazo, la
hiperglucemia crénica esta asociada a un mayor riesgo de desarrollar complicaciones graves por el dafio
y disfuncién que ocasiona en los diferentes érganos como son la retinopatia y nefropatia, entre otras,

ademas de acelerar el proceso aterosclerdtico y aumentar el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares

(2).

La Asociacion Americana de Diabetes, American Diabetes Association (ADA), ha determinado
que la DM es una enfermedad que implica un altisimo riesgo cardiovascular (RCV).
Independientemente del tipo de DM, aunque la etiologia sea diferente, el rasgo comun y principal es
la hiperglucemia a través de la cual se diagnostica la enfermedad y es la causa de gran parte de las
complicaciones que afectaran a la calidad de vida y morbimortalidad a largo plazo. La aparicién de las
manifestaciones clinicas, la gravedad y rapidez de instauracidon de las complicaciones, asi como la
necesidad de tratamiento farmacoldgico y/o insulina, dependera de cada individuo y de las causas
subyacentes (1, 3). Los procesos fisiopatoldgicos que estan involucrados en el desarrollo y aparicidn de
la DM son varios: destruccidon autoinmune o afectacion de la integridad de las células beta-pancreaticas
(células B) por diferentes mecanismos involucrados y defecto en la secrecidn de insulina o resistencia
ala accién de la insulina. La base de las alteraciones que provoca la DM es la disfuncién que se produce
sobre el metabolismo de los HC y las grasas principalmente, y en menor medida sobre las proteinas,
como resultado de la disfuncidn de la accidn de la insulina sobre los tejidos diana, bien por la secrecién
inadecuada por parte del pancreas y/o respuestas tisulares disminuidas en uno o mas puntos en las
vias moleculares y hormonales donde actua la insulina. El deterioro de la secrecion de insulina y los
defectos en la accion suelen presentarse con frecuencia en el mismo paciente, y a menudo no hay causa

clara que lo explique, pero se sabe que la hiperglucemia es la Unica causa presente en todos ellos.
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1.2. CLASIFICACION Y TIPOS DE DIABETES

La ADA en 2021, clasifican la DM en 4 categorias generales con la siguiente clasificacion: 1) Diabetes
Mellitus tipo 1: causada por la destruccidon autoinmune de la células B, y que conduce a la deficiencia
absoluta de insulina; 2) Diabetes Mellitus tipo 2: debido a una pérdida progresiva de la secrecidn
adecuada de insulina por las células B, frecuentemente en un contexto de resistencia a la insulina; 3)
Diabetes gestacional, y 4) Otros tipos especificos de diabetes por otras causas: diabetes monogénica
(MODY) o diabetes neonatal, por defectos genéticos en la accidn de la insulina, por enfermedades del
pancreas exocrino, endocrinopatias, por farmacos o agentes quimicos, infeccién, etc. La diabetes tipo
1(DM1)y la diabetes tipo 2 (DM2) son los tipos de DM con mayor incidencia respecto al resto de causas
de DM, tanto en la presentacidn clinica como en la progresién de la enfermedad (1). La aparicidn de
ambas enfermedades puede darse en cualquier momento de la vida, descartando la idea clasicamente
aceptada de que DM1, debuta solo en nifios y adolescentes, mientras que la DM2 es diagnosticada

siempre en adultos (4).

1.2.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1

La diabetes mellitus tipo 1 engloba dos subtipos:

1.2.1.1. Diabetes autoinmune o tipo A.
La DM1, denominada cldsicamente “diabetes insulinodependiente” o “diabetes de inicio juvenil”,
representa el 5-10 % de los casos de DM vy se caracteriza por la destruccién autoinmune de las células
B. Esta destruccién celular, hace necesario la incorporacion de insulina exdgena para evitar
complicaciones e incluso la muerte en estos individuos. La DM1 es una enfermedad autoinmunitaria
protagonizada por la presencia de anticuerpos propios que producen la destruccion de los islotes de
Langerhans. Dentro de estos anticuerpos se incluyen el acido glutdmico descarboxilasa (GAD65), anti-
islote pancreatico, anti-insulina, anti-tirosinas fosfatasa (IA-2 e IA-2b), por lo que su presencia permite
obtener diagndstico antes de que haya una manifestacién clinica de la enfermedad. De este modo, la
presencia de estos elementos inmunoldgicos pone en marcha el proceso de autoinmunidad en el que
se sintetizan elementos implicados en la sefializacion celular, dando lugar a otro proceso inmunitario
citotéxico que culmina con la destruccién de las células B. La predisposicidn a este tipo de DM puede
venir determinada por causas genéticas, como mutaciones en el gen del complejo de

histocompatibilidad humano o los genes DQA, DQB y DRB, ademas de la existencia de causas



Diabetes Mellitus Introduccion

ambientales que pueden ayudar a desencadenar la enfermedad (5, 6). Con frecuencia estos pacientes
debutan de forma aguda con cetodcidosis, aunque la manifestacién clinica dependera de la velocidad
de destruccion de las células B y la influencia de factores ambientales como la dieta, un estilo de vida
no saludable, infecciones o téxicos, entre otros. La mayor incidencia de la DM1 se produce en la infancia
y adolescencia, siendo este momento del ciclo vital la etapa mas frecuente, aunque el debut de esta

enfermedad puede darse a cualquier edad (4).

1.2.1.2. Diabetes idiopatica o tipo 1B
Los pacientes con DM1B o idiopatica presentan una insulinopenia endégena crdnica y son individuos
propensos a sufrir cetodcidosis. Sin embargo, a dia de hoy no se conoce con exactitud cuales son los
mecanismos de autoinmunidad de células B que provocan una cetodcidosis. Este tipo DM1B es mas
frecuente en pacientes de origen africano y asiatico con elevada penetrancia, sin asociacion causal del
gen del complejo de histocompatibilidad humano, pero es necesaria mds investigacion para determinar

la causa de la destruccién de las células 8 (1).

1.2.2. PREDIABETES Y DIABETES MELLITUS TIPO 2

1.2.2.1. Prediabetes
El término clinico prediabetes es utilizado el diagndstico de aquellas personas cuyos niveles de glucosa
no cumplen los criterios diagndsticos de DM, pero son demasiado elevados para ser considerados
normales. En la actualidad, se considera prediabético aquel individuo con valores de glucosa en ayunas
superiores a 100 e inferiores a 125 mg/dL y/o hemoglobina glicosilada (HbAlc) superior a 5,6 e inferior
a 6,5% (1). Desde el 2002 el término prediabetes volvid a ser utilizado por la ADA para englobar las
categorias de tolerancia alterada de glucosa (TAG) y glucosa basal alterada en ayunas (GBA), incluyendo
el antecedente de haber sido diagnosticado de diabetes mellitus gestacional. La TAG y GBA son
afecciones donde los niveles altos de glucosa en sangre exceden los limites normales, pero se
encuentran por debajo del umbral de diagndstico de DM. La TAG y GBA son importantes por tres
motivos: en primer lugar, implican un riesgo para el desarrollo en el futuro de la DM2 (7); en segundo
lugar, parecen tener un alto riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (ECV); y por ultimo, si se
detecta a tiempo permite que se adopten intervenciones para prevenir la aparicién definitiva de DM2.
La prediabetes no debe verse como una entidad clinica en si misma, sino mas bien como un estado de

mayor riesgo de aparicion DM2 y ECV (1).
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1.2.2.2. Diabetes Mellitus tipo 2

La DM2, denominada cldsicamente como diabetes no insulino dependiente, representa el 90-95% de
todas las DM. El riesgo de desarrollo de DM2 aumenta conforme aumenta la edad, y el pico de
incidencia ocurre a partir de los 35-40 aios, en individuos sedentarios, con obesidad o mujeres con
diabetes gestacional, siendo incluso la incidencia mayor en ciertos grupos étnicos como son los
amerindios, afrocaribefios y sudasiaticos. Es importante remarcar que la DM2 tiene una fuerte
predisposicion genética, incluso mayor que en la DM1, cuyo componente poligénico no es

completamente conocido (8).

Existen diferentes causas que ocasionan DM2. En primer lugar es importante destacar que en la DM2
no se produce la destruccidon autoinmune de las células B, como si sucede en la DM1, aunque si que
existe afectacion de la integridad de las células B y posible muerte celular. Esta afectacién de la
integridad de las células que conforman los islotes pancreaticos provoca que disfuncion en los
mecanismos de las células B, provocando una deficiencia de secrecidn de insulina relativa. Esta
deficiencia en la secrecion de la insulina suele combinarse con una resistencia periférica a la insulina
(RI), debido principalmente a la obesidad y sobrepeso, condiciones muy frecuentes en estos pacientes.
La obesidad, y muy especialmente la grasa depositada a nivel visceral, es uno de los factores causales
de un estado de disfuncion metabdlica generando glucolipotoxicidad, inflamacién crénica y Rl sobre
los tejidos (9). En consecuencia, las células B se ven sometidas a una toxicidad que altera la homeostasis
del metabolismo glucidico y lipidico, como causa de la excesiva ingesta de nutrientes y deposito de
grasa ectdpica que producen unos habitos dietéticos no saludables. Este estrés metabdlico e
inflamacién crénica tiene como resultado final la pérdida de la masa de los islotes pancreaticos y, por
lo tanto, perdida de células B (10). La Rl mejora con la reduccién de peso y/o el tratamiento

farmacolégico de la hiperglucemia, pero rara vez se restablece a la normalidad (1).

La DM2 se acompafia de otros factores de riesgo cardiovascular (FRCV), siendo el sobrepeso y la
obesidad los principales. Ademas, esta obesidad presenta un patrén de depdsito de grasa abdominal,
con mayor porcentaje de grasa visceral, junto con hipertensidn y dislipidemia. La aparicion sinérgica de
estas condiciones de todas se conoce como sindrome metabdlico. En estos individuos, ademas, pueden
confluir con otros FRCV clasicos junto a ese estado inflamatorio y metabdlico donde se produce
neoglucogénesis hepdatica y produccion endégena de mediadores bioquimicos proinflamatorios que

provocan una importante resistencia a la accién de la insulina (8).

La forma de presentacion de la DM2 suele ser mucho mas disfrazada que la DM1, donde muchas
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ocasiones se realiza el diagndstico tras observar hiperglucemia en analiticas de rutina durante varios
afos de seguimiento, sin que el individuo manifieste una clinica patognémica. En ocasiones, el individuo
puede tener clinica aguda, caracterizada por polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de peso, pero
raramente se presentard coma hiperosmolar. El coma hiperosmolar principalmente se presentara en
sujetos de edad avanzada o con limitacion a una correcta hidratacién, lo que provoca una
deshidratacion secundaria. La evolucién de la enfermedad previa a un diagndstico, se asocia a una
mayor incidencia de complicaciones macro y microvasculares, en estos individuos, por lo que un
diagndstico precoz contribuird al mejor prondstico de la enfermedad. La necesidad de insulina no es
vital como sucede en la DM1, sobretodo en los estadios iniciales, pero si sera necesaria en muchas

ocasiones para el control de la enfermedad (8).

1.2.3. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Desde hace afios, la diabetes mellitus gestacional fue definida como cualquier grado de intolerancia a
la glucosa reconocida durante el embarazo, independiente del grado existente de hiperglucemia. Esta
definicion facilité una estrategia uniforme para la deteccién y clasificacion, aunque muestra
importantes limitaciones. La importancia clinica de esta condicidn se debe a las graves consecuencias
que tiene la hiperglucemia a corto y a largo plazo sobre la gestante y el desarrollo fetal, ya que se sabe

que existen mayor riesgo de malformaciones congénitas en el feto en situaciones de hiperglucemia (11).

El aumento de las cifras de obesidad ha ocasionado mayor incidencia de DM2 en mujeres en
edad fértil no diagnosticada, y, por tanto, aumento en la incidencia de diabetes mellitus gestacional (12).
Se ha observado que la mayor parte de estas mujeres con diabetes mellitus gestacional, son
diagnosticadas de DM2, y una minoria de DM1 o diabetes monogénica. A causa de la mayor incidencia,
es necesario evaluar los factores de riesgo del desarrollo de DM2 en una visita prenatal inicial. La
diabetes mellitus gestacional suele indicar que existe una disfuncién de las células B, existiendo mayor
riesgo de desarrollo de DM2 en el futuro (13). Para evitar en mayor medida el desarrollo de DM2 en el
futuro, es necesario e importante disponer de intervenciones de prevencidn efectivas (1, 14), como la
realizacién de cribados de por vida de prediabetes para reducir el riesgo y permitir el tratamiento lo
antes posible (13), sobre todo a través fomento de un estilo de vida saludable en el manejo de la

diabetes mellitus gestacional, junto con el control del peso y la actividad fisica (15).
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1.2.4. OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES POR OTRAS CAUSAS

La DM también puede surgir como consecuencia de otros factores. Segun la ultima clasificacién de DM
realizada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y ADA, tenemos diferentes tipos de DM como
la diabetes monogénica, que se origina por mutaciones funcionales en un solo gen causando la
disfuncidn de las células B, lo que la diferencia de las DM1 y DM2 donde existen defectos multiples
genes combinados con factores ambientales. Este tipo de DM es menos comun, ya que se estima que
representa entre el 1,5% y el 2% de los casos de DM en todo el mundo . Estos tipos monogénicos se
presentan en un amplio espectro, que van desde DM neonatal, o monogénica infantil, DM tipo MODY
o juvenil de inicio en la madurez y la DM asociada con enfermedades sindrémicas poco frecuente. La
DM neonatal aparece antes de los 6 meses de edad, puede encontrarse entre el 80-85% de los casos
de causa monogénica, siendo transitoria o permanente y se debe a la sobreexpresién de genes del
cromosoma 6 o mutaciones en los genes KNCJ11, ABCC8 y KATP. La DM tipo MODY, denominada asi
por el término “Maturity Onset Diabetes of the Young”, engloba a un heterogéneo de DM no
insulinodependiente producidas por alteraciones genéticas de las células . MODY se caracteriza por la
aparicién de hiperglucemia en edades inferiores a los 25 afios, aunque también puede ocurrir a edades
mas avanzadas y presenta un patrén autosémico dominante con anomalias en al menos 14 genes (16).
Sin embargo, en los Ultimos afios, gracias al aumento y acumulacion de evidencia de estudios genéticos
de genoma completo (GWAS), se han descubierto una cantidad importante de tipos monogénicos de
DM (17), por lo que se piensa que la verdadera prevalencia de estos tipos puede estar siendo

subestimada.

Ademas de estas DM monogénicas, existen una serie de enfermedades con baja prevalencia
que pueden generar una DM, como los sindromes de Leprechaunismo o el de Rabson-Mendenhall que
cursan con defectos genéticos en la accidn de la insulina. Asi como cualquier lesidn sobre el tejido
pancreatico puede ocasionar una DM tanto estructural como funcional, donde esa hiperglucemia
debida a la disfuncién pancredtica se ha denominado "diabetes tipo 3c" (1). Ademas, diferentes
patologias pueden provocar alteraciones hormonales que actian produciendo descompensaciones
sobre el metabolismo hidrocarbonado, como la enfermedad de Cushing, la acromegalia, el
glucagonoma y el feocromocitoma. La hiperglucemia asociada a endocrinopatias suele resolverse con

la curacion de la mismas (18).

Finalmente, comentar que existen una serie de tratamientos farmacoldgicos que pueden

favorecer la aparicién de hiperglucemias, favoreciendo la Rl (1, 14), como la Pentamicina y el Vacor
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intravenosos, que producen una destruccion directa de las células B, o los glucocorticoides que
disminuyen la accién de la insulina favoreciendo la gluconeogénesis y la glucogendlisis. Destacar
también el efecto de las estatinas, que son farmacos muy utilizados en pacientes con DM, debido al
elevado riesgo cardiovascular (RCV) que tienen. Diferentes estudios, entre ellos, el estudio JUPITER han
asociado el consumo de estatinas de alta dosis (rosuvastatina, atorvastatina y simvastatina) con
elevaciones de la glucemia y la HbAlc, y por tanto un aumento de las tasas de incidencia de DM. En
contraste, estudios donde se analizaba el efecto de estatinas de baja potencia, como el WOSCOPS
(realizado en sujetos en prevencion primaria) o el estudio LIPID (desarrollado en pacientes en
prevencion secundaria), se observé una reduccién en el riesgo de DM. Por tanto, parece que el
efecto diabetdgenico que producen las estatinas, puede ser debido al tipo de estatina, pero también a

la dosis empleada (19, 20).
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1.3. CRIBADO Y DIAGNOSTICO DE LA DIABETES Y PREDIABETES
1.3.1 CRIBADO DEL RIESGO DE DIABETES MELLITUS

La aparicién de la DM se puede predecir por la presencia de manifestaciones clinicas agudas y la
gravedad de las mismas, pero también por el momento de aparicién como sucede a edades tempranas
en la DM1, DM neonatal o monogénicas. Ademas, el desarrollo recientemente de test genéticos,
metabdlicos e inmunoldgicos permiten obtener diagndstico concreto y especifico del tipo de DM en
concreto, y en muchos de los casos obtener la causa subyacente que la provoca (1).

La realizacidn del cribado de sujetos con DM2, con el objetivo de obtener un diagndstico
preventivo, se ha visto que resulta beneficioso tanto individualmente como para el sistema. Esto se
debe a que es una patologia con alta prevalencia e incidencia y que ademads suele ser diagnosticada en
la mayor parte de los casos una vez que aparecen las complicaciones irreversibles. Si el cribado de DM?2
se lleva a cabo sobre los sujetos con alto riesgo, es posible retrasar o impedir la progresion de la misma,
a través de intervenciones sobre el estilo de vida, especialmente dieta y actividad fisica, y/o farmacos,
manejo precoz de la hiperglucemia y los FRCV existentes. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que seria poco practico pretender un cribado de toda la poblacidn, por lo que lo adecuado seria un
cribado sistematico de los sujetos de alto riesgo, tales como sujetos con sobrepeso u obesidad (definido
por IMC > 25 kg/m2), mujeres diagnosticadas de diabetes mellitus gestacional previamente en los
ultimos 3 afios, pacientes diagnosticados de prediabetes segln los criterios ADA (1). En los sujetos sin
factores de riesgo se recomienda el cribado cada 3 afios a partir de los 45 afios de edad. La prueba mas
adecuada para realizar el cribado a la poblacién es la determinacion de la glucemia plasmatica en
ayunas, aunque la prueba de sobrecarga oral de la glucosa (SOG) seria el método “Gold estdndar”.
Debido a la complejidad de la prueba y la relacion coste-efectividad, esta prueba diagnostica se reserva
para la realizar la confirmacion definitiva del diagndstico de DM. Hoy en dia, también se admite la

determinacién de HbAlc para el cribado con cifras de HbAlc > 5,7 % (39 mmol/L).

1.3.2. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE DIABETES MELLITUS y PREDIABETES

1.3.2.1 Pruebas diagnésticas para la diabetes.

La DM se puede diagnosticar a través de tres determinaciones bioquimicas: determinacion de valores
de glucosa plasmatica, ya sea el valor en ayunas (GPA) o el valor de glucosa plasmatica a las 2 horas de

duracion mediante la prueba de SOG de 75 g o la determinacién de HbAlc (21) (Figura 1).
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Para el diagndstico definitivo de DM se requiere que al menos dos determinaciones de glucemia
plasmatica o HbAlc, independientemente del método utilizado, que estén alteradas con valores por
encima del umbral diagndstico. Unicamente se realiza el diagnéstico con una sola muestra cuando esta
coexisten con sintomas clasicos de DM, tales como poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida injustificada
de peso y vision borrosa, o en situaciones mas graves, como la cetoacidosis diabética o coma
hiperosmolar, que se sospecha pudieran estar ocasionadas por la hiperglucemia (8).

En 1997 el primer comité de la ADA propuso la reduccidn del umbral diagndstico de DM en ayunas de
140 mg/dL (7,8 mmol/L) a 126 mg/dL (7,0 mmol/L), evitando asi |la prueba de SOG de 75 g, y estimaron
que este valor de 126 mg/dL corresponde con la aparicion de complicaciones especificas,
principalmente retinopatia diabética. Para llegar a ello, el comité de la ADA examind datos de estudios
epidemioldgicos trasversales en diferentes poblaciones. Evaluaron la retinopatia mediante pruebas de
imagen oftalmoldgicas y midieron la glucemia como GPA, glucosa plasmatica a las 2 h y/o HbAlc. A
través de estos estudios pudieron demostrar que en aquellas personas con niveles de glucosa por
debajo de 126 mg/dL, existia una baja prevalencia de retinopatia, mientras que para valores superiores
aumentaba la prevalencia de forma lineal al valor de glucosa, siendo los valores consistentes para las
distintas poblaciones estudiadas (23). Estos estudios de intervencidn, permitieron la confirmacion del
punto de corte diagndstico de glucosa plasmatica a las 2 horas tras SOG de 75 g en 200 mg/dL (11,1
mmol/L) y GPA a valores menores a 126 mg/dL (7,0 mmol/L) (1). En relacién a la realizacidn de la prueba
de GPA, es necesario un ayuno previo a la extraccion de la muestra de sangre venosa entre 8-12 horas.
La prueba SOG, fue estandarizada en 1954 por Fajans y Conn con determinacion de la glucemia
plasmatica a las 2 horas tras la ingesta de 75 g de glucosa (en solucidn acuosa) tras el previo ayuno

nocturno (24).

La HbA1lc es un biomarcador refleja los niveles medios de glucosa plasmatica durante un periodo de 2
a 3 meses. Hace mas de 20 aios la determinacién de HbAlc fue establecida y reconocida como posible
método diagndstico de la DM, gracias a la correlacién con las complicaciones asociadas, pero no existia
estandarizacién de método de determinacién. No es hasta el 2009 cuando el International Expert
Committee recomendd su uso como método diagndstico, siempre y cuando la estandarizacién del
método fuese la adecuada. La ADA decidid incluir su uso en 2010 estableciendo el umbral diagndstico
para la DM en 6,5 %. Segun la ADA el requisito para el uso de HbAlc como método diagndstico, es que
se debia determinar mediante el método certificado por el National Glycohemoglobin Standardization
Program y estandarizado segln el ensayo Diabetes Control and Complications Trial. En la actualidad,

esta recomendacion de la ADA se utiliza a nivel global (1, 21).
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La determinacidn de la HbAlc como diagndstico de DM tiene una serie de ventajas sobre GPA y glucosa
plasmatica a las 2 h (prueba de SOG de 75 g de glucosa), entre las que se incluye mayor comodidad, ya
que no es necesario que el individuo este en ayunas, mayor estabilidad preanalitica y menor
perturbacién diaria relacionada con el estrés, enfermedad o dieta. Ademas, la HbAlc desempeiia un
papel muy importante en el tratamiento de los individuos con diabetes, permitiendo una evaluacién y
adecuado manejo glucémico en la clinica gracias a una buena correlacién con las complicaciones
microvasculares y macrovasculares (1). Sin embargo, todas estas ventajas se ven contrarrestadas por el
mayor coste y la menor disponibilidad en ciertas partes del mundo en desarrollo, y la baja sensibilidad
entre los valores de HbAlcy glucosa en ciertos individuos. Ademas, hay que tener en cuenta cuando se
utiliza la determinacion de HbAlc para el diagndstico de DM, es una medida indirecta de los valores
medios de glucosa plasmatica, y que ciertas formas de anemia, hemoglobinopatias, VIH, el embarazo,
tratamientos como la hemodidlisis, edad o la raza afectan a la glicacién de la hemoglobina
independientemente de la glucemia, por lo que su interpretacion pudiera estar sesgada en estas
condiciones. En estas situaciones, se utilizaran los criterios de glucosa, ya sea por la determinacion de

GPA o glucosa plasmatica a las 2 horas por SOG de 75g (1).

Si no existe una clinica evidente con signos clasicos de hiperglucemia, el diagnéstico definitivo
requiere, como se ha comentado anteriormente, dos valores anormales en una o ambas pruebas
diagndsticas de GPA y/o glucosa plasmatica a las 2 h por SOG de 75 g y/o HbA1c (25). Sin embargo, en
el caso de la presencia de sintomas clinicos significativos el diagndstico se realiza a través de dicha
clinica y Unica muestra aleatoria de glucosa plasmatica = 200 mg/dL (11,1 mmol/L), como sucede en
pacientes con hiperglucemia graves o aquellos que presentan sintomas hiperglucémicos clasicos graves
o crisis hiperglucémicas. Si se utilizan dos pruebas diagnosticas diferentes, como pueden ser la
determinacion de HbAlc y GPA, y ambas resultan valores por encima del umbral establecido, se
confirma el diagnéstico de diabetes. Sin embargo, cuando se utiliza una misma prueba para realizar el
diagndstico (dos pruebas de HbAlc), es necesario que las dos determinaciones no se retrasen en el
tiempo para establecer el diagndstico definitivo y confirmatorio. Por otro lado, si un individuo obtiene
resultados discordantes de dos pruebas diferentes, por ejemplo, HbAlc y GPA, se debera repetir la
prueba diagndstica cuyo resultado este por encima del umbral de diagndstico (Figura 1). Ademas, si en
un individuo los resultados de las pruebas diagnosticas se encuentra préoximos a los valores del
normalidad, sera el profesional sanitario quien junto con la sintomatologia clinica del paciente deberd

de repetir la prueba en 3 a 6 meses para confirmar el diagnéstico (1).
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Figura 1. Criterios diagndsticos de diabetes mellitus.
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SOG: Prueba sobrecarga oral de glucosa; GBA: Glucosa basal alterada; TAG: Tolerancia anormal de la glucosa. La
prueba de sobrecarga de glucosa postprandial de dos horas se debe realizar tras la ingesta con una solucion
glucosada que contenga el equivalente a 75g de glucosa anhidra disuelta en agua; La determinacion de HbA1c
necesaria la realizacion en un laboratorio con método certificado por el National Glycohemoglobin
Standardization Program y estandarizado para el ensayo sobre el control. Adaptacion de los criterios diagndsticos

de diabetes segun Federacion Internacional de diabetes (22) y criterios diagndsticos de diabetes de la ADA 2020

(1).
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1.3.2.2. Diagnéstico de prediabetes

El término prediabetes se utiliza para aquellos individuos cuyos niveles de glucosa no cumplen los
criterios de DM establecidos (Figura 1), pero son demasiado elevados para ser considerados normales
(26, 27). La ADA engloba las categorias de diagndstico de prediabetes en: aquellos sujetos que
presentan TAG y GBA, incluyendo a las mujeres con antecedente de diagndstico de diabetes mellitus
gestacional. Tras un diagndstico de prediabetes, el riesgo de desarrollar DM en un futuro es importante.
Entre el 5-10 % personas-aio evolucionaran a DM, y la misma proporcién volveran a normoglucemia
(28). Los criterios de diagndstico de prediabetes establecidos para las categorias englobadas se
muestran en la (Figura 1) (1). Otros aspecto importante para del diagndstico de prediabetes, es que se
asocia con Rl y disfuncién de las células B cuyas alteraciones estan presentes mucho antes de detectarse
los variaciones en los niveles de glucosa. Ademas la prediabetes se asocia con aparicién de
comorbilidades microvasculares tempranas de nefropatia, enfermedad renal crénica, neuropatia de
fibras pequeiias, retinopatia diabética y mayor riesgo de enfermedad macrovascular. Por todo ello, la
modificacién del estilo de vida es la piedra angular de la prevencién de prediabetes y por tanto del

desarrollo de DM, con evidencia de una reduccién del riesgo relativo del 40-70% (28).
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1.4.EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS

La DM es una de las enfermedades crdnicas mds prevalentes en la mayoria de paises, con importantes
implicaciones sociales, financieras y sanitarias, pero ademas con una importante influencia sobre el
desarrollo en los paises con ingresos medios y bajos. Los datos actuales de DM a nivel global, reafirman
gue estamos ante una epidemia mundial. Los factores de este progresivo aumento son multiples,
siendo la obesidad el mas relevante, pero también influyen de modo muy importante el envejecimiento
de la poblacidn, dietas poco saludables y con elevada ingesta de calorias, el sedentarismo e incluso la
rapida urbanizacidn, se posicionan como principales causantes de este problema de salud pandémico
al que nos enfrentamos a dia de hoy y para las préximas décadas (29, 30). Ademas otros factores como
los determinantes socioecondmicos especialmente un nivel socioeconémico bajo se asocio con
aumento entre 40-60 % del riesgo relativo que aquellos con un nivel socioeconémico elevado, donde

los principales factores que contribuyen es un estilo de vida inadecuado (31).

1.4.1 PREVALENCIA A NIVEL MUNDIAL DE DIABETES MELLITUS

En 2019 la prevalencia total de DM a nivel mundial fue de 9,3% (IC 95%: 7,4-12,2%) entre los 20-79 afios,

(Figura 2).

Figura 2. Prevalencia mundial de diabetes por grupos de edad en 2019, 2030 y 2045

25

Prevalencia en %

Grupos de edad [afos)

*Adaptada de la 99 Edicion del Atlas de Diabetes de la FID (32).
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Traducido a numero de personas, supone unos 463 millones de adultos a nivel mundial tienen DM
segln datos de la Federacidn Internacional de Diabetes (FID) (22). Entre los 20-64 afios, esta cifra se
sitia en 351,7 millones de personas, estando una buena proporcidn de ellos sin diagnosticar, por lo que
la ADA hace especial hincapié en el cribado en aquellos grupos de mayor riesgo donde un diagndstico
precoz y un manejo terapéutico temprano y efectivo se asocia con una menor morbimortalidad (32). El
prondstico de una tendencia al alza para la préxima década en adultos entre 20-79 afios es que aumente
hasta 578 millones para 2030 e incluso a 700 millones para 2045, lo que supone un 10,2 % y un 10,9 %,
respectivamente del total de la poblaciéon mundial, (Figura 2) (32).

Un aspecto importante es que conforme aumenta la edad, la prevalencia de DM es incluso mayor,
especialmente en sujetos con edades superiores a los 65 afios (22). En 2019, habia 135,6 millones de
personas entre 65-99 afios con DM, pero lo peor estd por llegar pues, segun las estimacion de la FID,
esta cifra sera de 195,2 millones y 276,2 millones de personas entre 65-99 aifios con DM en el mundo,
en 2030y 2045, respectivamente (33).

Estos datos indican y confirman el crecimiento significativo, rdpido y continuo de la DM, vy
especialmente en aquellas sociedades envejecidas, lo que va generar un gran impacto social con
importantes desafios de salud publica y econdmicos, ademas de un aumento de la carga asistencial (34,
35). También es relevante el nUmero de personas que se ha estimado presentan TAG, llegando a 374
millones de personas, lo que equivale a 7,7 % poblacion mundial entre 18 y 99 afos en 2017, con una
previsidon de nuevo al alza hasta 454 millones para 2030 y 548 millones en 2045, siendo un 8,0% y un
8,6 %, respectivamente. Casi un 50 %, es decir 180 millones de los adultos entre 20-79 afios con TAG no
superan los 50 afios de edad, y casi un tercio (28,3%) entre los 20 y 39 afios tienen TAG. Estos datos son
preocupantes, ya que sino se toman medidas al respecto, el riesgo de desarrollo de DM2 en todos estos
individuos y complicaciones es muy elevado (22, 34).

Anteriormente, estas estimaciones de la tendencia al alza en el nUmero de casos de DM en el
mundo ya se hacia previsible. Si miramos al pasado, el estudio Framingham, un estudio a gran escala
principalmente realizado con poblacién blanca no hispanica, estimd que las tasas de incidencia de DM?2
en 1990 se habian duplicado, respecto a 1970. Otros estudios, como el NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey) o estudios realizados por la OMS, también mostraron estimaciones del
aumento de la prevalencia de DM. En 1980 la OMS estimé que habia 108 millones de personas que
vivian con diabetes en el mundo, multiplicdAndose por cuatro las estimaciones realizadas en el afio 2014
(36). Desde el aiflo 2000, la FID mide la prevalencia de DM nacional, regional y globalmente. Sus

estimaciones confirman los prondsticos al alza y la tendencia que mostraban los estudios Framingham,
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NHANES y OMS. Segun los datos publicados por la FID, la prevalencia mundial en personas de
edades comprendidas entre 20-79 afios fue de 151 millones en el afio 2000, 194 millones en 2003, 246
millones en 2006, 285 millones en 2009, 366 millones en 2011, 382 millones en 2013, 415 millones en
2015 y el afio 2017 cerca de unos 425 millones de adultos entre los 20-79 afios o 451 millones entre
18-99 afios fueron diagnosticadas a nivel mundial de DM (22).

Este crecimiento continuo de la prevalencia de DM a nivel mundial depende en gran medida
del aumento de la edad, donde las personas entre 20-24 aflos muestran un aumento menor y no es
superior al 2%, mientras que las personas en el grupo de edad entre 75-79 afios aumenta hasta el 19,9%
en el 2019 (32). Segun los datos publicados, la prevalencia de diabetes aumenta conforme aumenta
edad, es por ello que los grupos de edad avanzada, son los que soportan y soportaran la mayor

prevalencia de DM, (Figura 2).

Existen diferencias entre hombres y mujeres, donde la prevalencia calculada en mujeres entre
20-79 afios, en 2019 es un poco inferior que en varones con 9,0% frente a un 9,6 %, respectivamente
tienen DM en el mundo. La previsién es que la incidencia aumente en las proximas década tanto en
varones como en mujeres en los préximos afios, aunque la prevalencia de DM en hombres seguiria
siendo superior que en mujeres (32). Ademas, del total de personas que viven con DM, el 67 % viven
en zonas urbanas. La prevalencia de DM en las zonas urbanas duplican a la prevalencia de las zonas
rurales, lo que supone un porcentaje del 10,8 % frente al 7,2%, respectivamente. La previsién es que
aumente en la préxima década, posiblemente consecuencia de los cambios socioecondmicos, que
conducen a cambios en el estilo de vida donde predomine el sedentarismo y el estilo de vida no

saludable, asi como la rapida urbanizacidn y occidentalizacién global (22, 32), (Figura 3).

Figura 3. Prevalencia de diabetes en adultos de 20-79 afios que viven en zonas urbanas y rurales en

2019, 2030y 2045.
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*Adaptada de la 99 Edicion del Atlas de Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes (32).
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Por otro lado, uno de los mayores problemas relacionados con la DM, es que uno de cada dos
personas adultas con DM no sabe que la sufren, sobre todo entre aquellos que tienen DM2. Se estima
gue 231,9 millones, de los 463 millones de personas entre 20 y 79 afios que presentan DM, no son
conscientes de que sufren esta patologia, siendo en Africa o zonas donde existen limitaciones
socioecondmicas donde se observan los mayores datos de personas con DM sin diagnosticar. Las
regiones de Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental tenian mas del 50% de los casos sin diagnosticar.
La proporcidn mas baja de DM no diagnosticada se estimd en la regién de América del Norte y
Europa, presentando aun asi porcentajes superiores al 35%, (Figura 4) (22). En la Unién Europea, la
prevalencia DM de los 27 paises que la forman, se encuentra entre 6-12 %, situandose Espafia con
una prevalencia entre el 8-9%, al igual que los paises proximos geograficamente, como Portugal,

Francia e ltalia, entre otros (37).

Figura 4. Prevalencia de la diabetes en los diferentes paises del mundo en 2019.
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Adaptada de la 99 Edicién del Atlas de Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes (32).
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1.4.2. PREVALENCIA DE DIABETES EN ESPANA
La prevalencia de DM en Espafia ronda el 13,8% en adultos, siendo esta patologia mas comun en
hombres (38). Al igual que esta sucediendo a nivel mundial, la prevalencia de DM en Espaifa muestra
un importante incremento en las dos ultimas décadas, principalmente en las cifras DM2. En el afio
2017, la prevalencia de DM en Espafia entre los 20-79 afios fue del 10,4 % y 3,5 millones de personas
fueron diagnosticadas de DM durante ese mismo afio. De estos, un 62,8 % (2,2 millones de personas)
tenian mds de 65 afos. Ademads, un agravante de las ya preocupantes cifras conocidas, y en
concordancia con los datos a nivel mundial, es el nimero de personas que sufren DM pero no han sido
diagnosticadas, donde se estima que 1 millén de personas aproximadamente estan esa situacién (8).
Ya en el aio 2012, Soriguer y cols. publicaron un gran estudio transversal de base poblacional, estudio
Di@bet.es, que incluia una cohorte representativa de la poblacion general de todo el territorio
nacional, cuyo objetivo fue determinar la prevalencia global (conocida e ignorada) de DM2 en Espafia.
Los resultados publicados mostraron una prevalencia total de DM2, ajustada por edad y sexo de 13,8%
(IC 95%: 12,8-14,7), siendo este dato algo superior al descrito anteriormente. El estudio Di@bet.es
también mostré que un 7,8% de la muestra poblacional tenian DM conocida, pero un 6% no conocian

que la padecian. Ademas, un 9,2 % tenian TAG, y un 3,4% presentaban GBA (39).

1.4.3 IMPACTO SOCIO SANITARIO Y MORTALIDAD DE LA DIABETES MELLITUS
Segun los datos y estimaciones publicados, la DM ha adquirido unas dimensiones epidémicas donde la
prevenciony el tratamiento son en la actualidad uno de los principales objetivos de las politicas publicas
de salud. Por lo tanto, existe la necesidad de implantar actividades preventivas para reducir el progreso
continuo de esta enfermedad y sus complicaciones de morbimortalidad asociadas. La esperanza de vida
de aquellas personas que padecen esta patologia se acorta en aproximadamente seis afios, en parte
debido al hecho de que la diabetes duplica el riesgo de ECV y aumenta el riesgo de otras enfermedades
como el cancer. La DM no solo reduce la calidad de vida y la esperanza de vida, sino que también es
una causa importante de una serie de complicaciones microvasculares y macrovasculares que
conducen a ceguera, insuficiencia renal, infarto miocardio (IM) y accidente cerebrovascular (ACV). Por
lo tanto, la carga de las complicaciones asociadas a la DM en todo el mundo es un importante problema

sanitario al que debemos encontrar soluciones urgentemente (40).

Otro aspecto relevante es como la DM supone un gran impacto econdmico a nivel mundial
sobre los sistemas de salud y la atencidn sanitaria, ademas del costo individual y colectivo que deben

asumir los individuos y familiares afectos de DM (41). Los costes directos de la DM se atribuyen al gasto
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en salud, tanto publico como privado. Este aumento de los costes ha aumentado considerablemente
de los 232 mil millones gastados en todo el mundo en 2007 hasta los 727 mil millones en 2017 para
adultos de 20-79 afios. El FID calcula que el gasto total en salud relacionado con la DM alcanzard los
760 millones de délares, lo que representa un aumento del 4,5 % del calculo realizado en 2017. Tal y
como pronostica el aumento de casos para 2030 y 2045, esto asociaria un gasto que podria alcanzar
los 825 mil y 845 mil millones de dodlares, representando un aumento del 8,6% y 11,2 %,
respectivamente. En cuanto a los costes indirectos, se calcula que suponen el 34,7 % del total de los

costes de DM (41).

Referente a la mortalidad, en 2019 se calculé que hubo 4,2 millones de muertes de adultos de
entre 20y 79 afos, a causa de la DM y sus complicaciones, lo que equivale a una muerte cada ocho
segundos. Se calcula que la DM se asocia con el 11,3% de los fallecimientos a nivel mundial,
destacando que el 46,2% de las muertes en personas menores de 60 afios estan asociadas con esta

patologia (32).
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2.1. FISIOLOGIA DE LAS CELULAS B PANCREATICAS, SECRECCION DE LA INSULINA Y
METABOLISMO DE LA GLUCOSA

El pancreas es una glandula exocrina y endocrina. Las células endocrinas el pancreas se localizan en los
islotes de Langerhans. Estas células se encuentran repartidos por todo el pancreas, pero con una mayor
densidad en la zona de la cola del pancreas. Cada islote contiene miles de células endocrinas que liberan
diferentes hormonas especificas tras la respuesta a la sefializacidn celular. Dentro del los islotes existen
diferentes tipos de células. Entre ellas, las células mayoritarias y principales son las células B,
encargadas de la produccion de insulina. Las células B suponen el 60% de la masa total del pancreas,
seguidas en nimero por las células o que suponen hasta el 20 % y se encargan de la produccién de
glucagdn. Ademas, existen otras células en menor proporcién como células delta que constituyen
alrededor del 5 % y producen somastostina, hormona que regula la produccién y liberacién de insulina
por células B y glucagdn por las células a. Las células épsilon hacen que el estdmago produzca y libere
grelina, hormona que induce la sensacion de hambre, y células PP producen y secretan polipéptido
pancreatico (PP) que regulan la secrecién exocrina del pancreas y estas se encuentran en cantidades

minimas (42, 43).

2.1.1 SECRECION DE INSULINA POR LAS CELULAS B

La funcién principal de las células § es la produccién y liberacion de insulina del organismo, para
regular la homeostasis de la glucosa. La insulina es una hormona peptidica anabdlica, que ejerce
multitud de efectos en diferentes tejidos diana, de ahi la complejidad del conjunto de mecanismos
fisiolégicos en los que actia (42). La insulina inicialmente se sintetiza como pre-proinsulina, que
madura al modificar su conformacién en el reticulo endopldsmico (RE), con la ayuda de otras
proteinas y, posteriormente, se convierte en proinsulina. Esta molécula se trasloca desde el RE hacia
el aparato de Golgi (AG) y entra en forma de vesiculas inmaduras, convirtiéndose en péptido C e
insulina (10, 44). La insulina madura, se almacena en forma de granulos hasta que se activa para ser
liberada. La liberacidn de la insulina, se va a producir cuando existan altas concentraciones de glucosa
en sangre, aunque también hay que tener en cuenta que otras moléculas como aminodcidos, acidos
grasos y otras hormonas inducen la liberacién de insulina. El mecanismo principal en la célula B, se
produce cuando aumenta la concentracién de glucosa circulante en sangre. Las células  captan al
interior la glucosa circulante a través del transportador de glucosa (GLUT). El transportador GLUT es

una proteina transportadora de solutos, pero también como actua sensor de glucosa para células B.

21



Etiopatogenia de la Diabetes Mellitus tipo 2 Introduccion

Cuando la glucosa entra en el interior de la célula, se activa el catabolismo de la glucosa, aumentando
la relacion ATP/ADP intracelular, lo que provoca activacion del cierre de canales de K+ dependientes
de ATP localizados en la membrana plasmatica y la despolarizaciéon de la membrana. La sefial que
provoca la despolarizacidn de la membrana celular genera la apertura de los canales de Ca2*
dependientes del voltaje, y permite que el Ca2* entre en la célula. El aumento en la concentraciéon
intracelular de Ca2" desencadena la liberacién de la insulina almacenada en los granulos localizados
en la membrana plasmatica (44, 45), (Figura 5).

También conviene destacar que existen otras sefiales y rutas metabdlicas mucho mds complejas,
mediadas por diferentes sefiales y receptores, por ejemplo el receptor de la liberacién de insulina
inducida por calcio (CICR), cuya sefializacién amplifica la seiial de Ca2* y favorece la liberacion de
insulina; o mensajeros como el c-AMP que actua sobre la liberacién de la insulina induciendo la
activacidn de protein Kinasa A (10), pero no se describen en profundidad porque en este trabajo no
se contempla su analisis. Sin embargo, la secrecién de insulina también estd regulada a través de
sefiales hormonales que reflejan la ingestion de alimentos y el estado energético. En este sentido, un
ejemplo importante de estas sefializacién hormonal, es el conocido “efecto incretina” definido como
el aumento de la respuesta de la insulina después de la ingestion oral de glucosa, en comparacién con
la misma carga de glucosa por via parenteral. Las dos principales incretinas, péptido similar al
glucagdn 1 (GLP-1) y polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP). Entre sus muchos
efectos, es su funcion glucoreguladora y estimula la secrecion de insulina de una manera dependiente
de glucosa, denominado efecto incretina pero también suprime el apetito y aumenta la masa de

células B reduciendo la apoptosis (46).
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Figura 5. Mecanismo fisioldgico de secrecion de insulina en la célula B pancreatica.
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2.1.2 FISIOLOGIA DE LA INSULINA

En condiciones fisioldgicas, la insulina se libera tras la ingesta de alimentos, pero solo unos pocos
nutrientes provocan la secrecidon por si mismos de insulina, y son los denominados iniciadores. Estos
iniciadores son la glucosa y leucina, o farmacos como las sulfonilureas. Ademas, existen otros nutrientes
denominados potenciadores o amplificadores, como son la mayoria de aminodacidos, o acidos grasos,

hormonas y neurotransmisores, que requieren de un iniciador para producir la secrecién de insulina

(47).

La insulina para poder ejercer su accion, debe unirse a los receptores localizados en la

membrana plasmatica de las células diana provocando una respuesta anabdlica integrada segun la
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disponibilidad de nutrientes (42). Las principales acciones metabdlicas de las diferentes vias en las que
actua la insulina, son estimular la captacion de glucosa en el musculo esquelético y en tejido adiposo,
inducir la sintesis de glucdgeno en el musculo esquelético, suprimir la produccidn de glucosa por parte
del higado, e inhibir la lipolisis en los adipocitos (48). Por lo tanto, la insulina tiene un papel relevante
en la regulacion de la homeostasis de la glucosa. Esta regulacion se lleva a cabo a través de efectos

directos e indirectos que ejerce la insulina sobre los tejidos diana (42).

Los efectos directos de la insulina se producen a través de sefiales bioquimicas que activan las
vias metabdlicas mediante la transduccién de sefiales especificas de cada una de las células en los
diferentes érganos diana. Los tejidos diana con efecto directo de la insulina son: el musculo esquelético,
el higado y el tejido adiposo, especificamente el tejido adiposo blanco. En el misculo esquelético, la
insulina favorece tanto la captacion como la utilizacién y el almacenamiento de glucosa, para ello
induce el aumento del transporte de glucosa y la sintesis neta de glucdgeno. En el higado, la insulina
promueve la glucogénesis, induce la expresidn de genes lipogénicos y disminuye la expresién de genes
gluconeogénicos (47). En el tejido adiposo, en concreto en el tejido adiposo blanco, la insulina inhibe
la lipdlisis y aumenta el transporte de glucosa y la lipogénesis. Ademas de los efectos directos, la
insulina tiene importantes efectos indirectos sobre los tejidos diana, como es la supresidn de la lipolisis
del tejido adiposo blanco y la gluconeogénesis hepatica, o el control metabdlico periférico a través de
su accién sobre el sistema nervioso central. Este control metabdlico periférico se produce por el paso
de la insulina sobre la barrera hematoencefdlica y los receptores de insulina (INRS) localizados en las
membranas las neuronas como las células gliales, ejerce la funcidon en el mecanismo de la supresidn del

apetito (47).

Desde el punto de vista metabdlico, ante una situacidon de hiperglucemia, se producird un
aumento de los niveles de insulina. Si esta hiperinsulinemia permanece elevada de manera constante,
indica que existe sensibilidad disminuida de los tejidos diana a la insulina, lo que se denomina RI. Esta
situacidn clinica suele presentar en estadios patoldgicos como la prediabetes y en la DM2, el sindrome
de ovario poliquistico o enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA). Esto hace aumentar los
requerimientos de insulina, por lo que el pancreas esta sometido a un estrés por mayor carga de
produccidn de insulina, provocando descompensacidon celular del mismo. Esta descompensacion
provocada por la Rl, es uno de los mecanismos relevantes del desarrollo de DM2. Ademas, la Rl se
considera el mejor predictor a largo plazo del desarrollo de complicaciones en pacientes diabéticos

(42).
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2.1.3 METABOLISMO DE LA GLUCOSA

La sefial para producir la secrecién de insulina no suele ser inicialmente la glucosa, sino que a través de
los neurotransmisores que se liberan a través de los sentidos vista y olfato o por medio de las hormonas
incretinas o péptidos liberados en el intestino por presencia de la comida, se provoca la sefal inicial
para la secrecion y liberacion de insulina. A nivel celular, una de las funciones esenciales del
metabolismo glucidico es ajustar la secrecién de insulina proporcionalmente al nivel de glucosa en
plasma. Cuando aumentan los niveles extracelulares de glucosa, el metabolismo glucidico permite la
entrada de glucosa mediante difusidn facilitada en las células B a través de transportadores de glucosa
GLUT. Posteriormente, la glucosa en el espacio intracelular sufrird el proceso de glucélisis, donde el
piruvato obtenido entrard a formar parte del ciclo de Krebs, lo que permitira la generacidon de moléculas
transfectoras de electrones (NADH y FAD) que se metabolizaran en la cadena de transporte de
electrones a nivel mitocondrial generando grandes cantidades de moléculas energéticas de ATP. El
aumento de ATP citoplasmatico provoca el cierre de los canales K" dependientes de ATP, lo que
conduce a la despolarizacion de la membrana, la entrada de Ca2* y la secrecién de insulina por parte

de la células B (42).
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2.2. ETIOPATOGENIA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DM2 es uno de los trastornos metabdlicos crénicos con mayor prevalencia en todo el mundo, sobre
todo en paises desarrollados, llegando a representar el 90-95% de todos los casos de DM.
Independientemente de los factores causales individuales, la caracteristica comun, es la hiperglucemia
crénica ocasionada por la combinacidn de dos mecanismos fisiopatolégicos: una secrecion defectuosa
o deficiente de insulina por las células B y/o una Rl en los tejidos diana donde ejerce su a la accién de
la insulina. Los érganos implicados en la etiopatogenia de la DM2 incluyen el pancreas (células By
células a), higado, musculo esquelético y tejido adiposo como érganos principales, pero también
rifiones, cerebro, intestino delgado (49) En consecuencia, estos mecanismos fisiopatolégicos impiden
contrarrestar la hiperglucemia ocasionada y regular la homeostasis del metabolismo de la glucosa (50,

51).

Tanto en la aparicion como la evolucion de la DM2, entra en juego una compleja interaccion
de los factores genéticos y ambientales. Dentro de los factores ambientales, la obesidad es el principal
factor de riesgo (FR) de aparicién de DM2, ya que induce al mecanismo fisiopatoldgico de Rl en los
tejidos diana (11). Destacar que la obesidad suele estar presente en la mayoria de personas con DM2,
pero existen importantes FR que pueden contribuir al desarrollo de DM2 como factores dietéticos,
sedentarismo, disfuncion microbiota intestinal, entre otros. Cuando se considera obesidad Unicamente
por un elevado valor del indice de masa corporal (IMC), donde solo se tiene en cuenta el peso corporal
y talla del individuo, no seria suficiente para ser considerado un factor causal de desarrollo de DM2
(52). Sin embargo, un estado de obesidad producido por una excesiva ingesta de nutrientes y calorias
persistente, con un exceso de acumulo de grasa corporal, especialmente grasa visceral (zona
abdominal) y ectdpica caracterizada por adipocitos grandes e hipertroficos, junto a unos habitos de
vida no saludables, conforman los factores causales mas importantes que contribuyen al desarrollo de
Rly, por tanto, DM2 (29). En concreto, un ambiente obesogénico persistente somete a las células B a
un estrés celular provocado por el continuo aporte de sustratos, generando un desequilibrio de los
mecanismos bioldgicos de las mismas, favoreciendo la desregulacion y disfuncién de los mecanismos
que controlan la homeostasis de la glucosa. El resultado final es una deficiente secrecion de insulina y

una Rl sistémica (53).

Desde el punto de vista fisiopatolégico de la DM2, generalmente se observan tres estadios bien
definidos, (Figura 6). Una primera fase se produce aparicidon de RI, habitualmente asociada a valores

de normoglucemia, lo que generalmente produce un estado de prediabetes. En una segunda fase, la Rl
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es mayor a nivel de tejidos periféricos, con una hiperinsulinemia que no alcanza a controlar los niveles
de glucosa, y, en consecuencia, se produce una hiperglucemia postprandial, manteniendo asi un estado
de prediabetes o intolerancia a la glucosa. Por ultimo, un estadio final asociado a la fatiga o estrés
celular genera la disfunciéon de las células B, y provoca la disminucidn de la sintesis de insulina,
alteraciones de mecanismos celulares a causa de la glucolipotoxicidad y/o fracaso celular por la
apoptosis o muerte celular. En el estadio final existe una hiperglucemia crénica en ayuno, lo que
desarrollara la DM2 y hara necesario aplicar tratamientos e intervenciones terapéuticas para lograr el

control glucémico ocasionado por la disfuncion celular existente (8).

Figura 6. Estadios de la fisiopatologia de la Diabetes Mellitus tipo 2.
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Como ya hemos descrito, el mal funcionamiento de los mecanismos biolégicos de control entre
la secrecidén y accion de la insulina, tiene como resultado una hiperglucemia plasmatica (54). Cuando
se produce la disfuncion de las células B, la secrecién de insulina disminuye y se limita la capacidad para
mantener los niveles normales o fisioldgicos de glucosa. Por otro lado, la Rl contribuye a aumentar la
produccidn de glucosa en el higado y reduce la captacion de glucosa en érganos diana. Sin embargo,
cuando ambos mecanismos estan alterados simultdneamente, la disfuncién de las células B como la R,
la hiperglucemia se amplifica y produce la progresién de la DM2 (55). Ademas, la evidencia actual de

DM2 sugiere que también la alteracion de las adipoquinas, la inflamacién crénica celular, anomalias en
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la microbiota intestinal, asi como hormonas producidas a nivel intestinal y el sistema nervioso son
mecanismos fisiopatoldgicos que actuan sobre las células B y la regulacidon del metabolismo de la

glucosa (56, 57) e influyen en el desarrollo de RI (53).

2.2.1. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

Para una correcta regulacién de la glucosa, es esencial que tanto los factores celulares intrinsecos
como extrinsecos se encuentren en sintonia, asi como la regulacién de los mecanismos de la
secrecién de insulina sean precisos para satisfacer la demanda metabdlica. Por esa razén, una
integridad adecuada de los islotes pancreaticos, asi como de las células B, es esencial para dar una

respuesta acorde a las necesidades metabdlicas (10).

2.2.1.1. GLUCOLIPOTOXICIDAD Y DISFUNCION DE LAS CELULAS B-PANCREATICAS

Tradicionalmente, la disfuncion de las células 8 se ha asociado con la destruccién de las mismas (9), por
lo que la reduccidn del nimero de células B funcionales se considera uno de los mecanismos
fisiopatologicos de la DM2 (11), (Figura 7). Sin embargo, la evidencia actual sugiere que la disfuncion
de las células B podria deberse a una red compleja de interacciones entre el medio ambiente y
diferentes vias moleculares. Uno de los mecanismos que mas evidencia ha generado como una de las
causas mas importantes de disfuncion de las células B es la glucolipotoxicidad, en especial la
lipotoxicidad (58, 59). Es decir, la célula B se ve sometida a una toxicidad por exceso crénico y
persistente de glucosa y acidos grasos a través de la alimentacién provocando su desregulacion, (Figura
7). La glucolipotoxicidad se define como el deterioro de funciones celulares, tales como la respiracion
mitocondrial, la transduccidon de proteinas y la inducciéon de la muerte celular ocasionada por la
acumulacidn excesiva de acidos grasos libres (AGL) y/o el dafio producido por la glicacion de moléculas
y tejidos a causa hiperglucemia crénica (60). En realidad, los mecanismos involucrados son complejos
y el desequilibrio depende de varios factores alterados sobre la captacion, el almacenamiento y la
utilizacion de AGL y glucosa. Recientemente, se ha propuesto cambiar el término glucolipotoxicidad

III

por “estrés nutricional”, ya que en condiciones fisioldgicas las células B estan expuestas a una mezcla
de nutrientes como son glucosa, acidos grasos y aminodcidos (58). Un estado de sobrenutricidn como
sucede en el patrén dietético occidental y moderno, rico en azlcares y grasas, genera un estado de

hiperlipidemia, aumento del depésito de grasa ectépica e hiperglucemia, lo que favorece la Rl y un
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estado de inflamacidn crdnica (9). Este exceso de nutrientes se ha confirmado en diferentes estudios
in vitro como desencadenantes de la Rl basal por ese estrés intracelular crénico al que estd sometida

la células B aunque se desconoce los limites a los que se origina (10).

Figura 7. Estructura y composicién de las células endocrinas de un islote de Langerhans normal y los

cambios potenciales de las células .

Islote de Langerhans
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Secrecidn de
insulina

eCOO®®

Célula B naturalmente mas pequefia

proliferacion defectuosa célula B Stress reticulo endoplésmico Desdiferenciacion
Stress oxidativo Pérdida de identidad
Muerte celular
Transdiferencladén
Glucosa

No secrecién
de insulina

Reduccién del n2 de células B Disfuncién célula B Identidad comprometida

Adaptada de Swisa A.(14). Parte superior se presenta la estructura un islote de Langerhans normal.
Parte inferior se muestran los posibles cambios en la células 8 y que conducen a la disfuncion celular y

desarrollo de DM2

Estd demostrado que una hiperglucemia mantenida a largo plazo y altas concentraciones de
AGL provocan efectos glucolipotéxicos sobre las células B que influyen en la alteraciéon de la regulacion
de vias de sefializacion celular, estrés oxidativo o metabolitos téxicos de la propia degradacion del
metabolismo de los lipidos, disfuncidn mitocondrial, inflamacién, y desdiferenciaciéon y autofagia

celular (61). La glucotoxicidad y lipotoxicidad, el estrés oxidativo y el hiperglucemia inhiben los
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mecanismos fisioldgicos de secrecidn y liberacién de insulina por las células B, aumenta la biosintesis
de pro-insulinay polipéptidos amiloides acumuldndose con una conformacidn anémala que genera la
sintesis especies reactivas de oxigeno (ERO;) (10). El aumento de ERO, y el dafio del ADN ocasionado,
produce disfuncién de las células B, disminuyendo la capacidad regenerativa, y como resultado provoca
el deterioro del mecanismo de produccién y secrecién de insulina. Como resultado final, la
glucolipotoxicidad ocasiona la produccion de sefales apoptdticas de pro-insulina, inducen liberacidn
de interleucina (IL), y produce el reclutamiento de macréfagos provocando la inflamacidn de los islotes
pancreaticos, viéndose afectada su integridad celular (62) . Por tanto, la glucotoxicidad como Ia

lipotoxicidad se sabe que contribuyen al desarrollo y progresion de DM2 (1).

2.2.1.2. RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)

La Rl es el resultado de la alteracidn y reducciéon de la respuesta metabdlica de los tejidos diana donde
actua la insulina, (Figura 8), y esto produce que los niveles de glucosa se mantengan elevados y no
desciendan a niveles fisioldgicos. La Rl se manifiesta en tejidos periféricos como higado, musculo y
tejido adiposo principalmente, cuyo efecto provoca la reduccion de la captacién y utilizacién de glucosa
en estos tejidos, con el resultado de niveles elevados de glucosa circulante. Cuando las células B del
pancreas no logran compensar la Rl a través de una hiperinsulinemia, se produce agotamiento y

disfuncidn de las células B, intolerancia a la glucosa, y finalmente DM2.

La Rl estd relacionada con factores genéticos y ambientales (63), entre los que hay que destacar
como factores mas importantes la obesidad y el aumento de la adiposidad junto con la inflamacidn
asociada, el sedentarismo y el envejecimiento (64, 65). A dia de hoy, se conocen una serie de
mecanismos subyacentes a la R, a causa de cualquier mecanismo molecular defectuoso entre los cuales
destaca los defectos en la sefializacidn postreceptor o la respuesta o accién defectuosa de la insulina

sobre los tejidos diana (10).

La sobrenutricion crénica promueve la acumulacidn de lipidos en el musculo esquelético y
higado, siendo causa de RI. Ademas, se genera un estrés nutricional en el adipocito provocando Rl de
los mismos y la muerte de los adipocitos. Aumentos en RBP4 y otras sefiales proinflamatorias
conducen al reclutamiento de macréfagos al tejido adiposo blanco. La seializacidn inflamatoria de los
macrdéfagos, incluida la activacidn de JNK conduce a la sintesis de factor de necrosis tumoral (TNF-a),
IL-1, y otros. Estas citocinas inflamatorias pueden aumentar la lipdlisis de los adipocitos, ya sea

directa o indirectamente al afectar la insulina sefializacion. El aumento de la lipdlisis en los adipocitos
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aumenta los AGNE y el recambio de glicerol. Esto produce efectos directos sobre la conversién de
glicerol en glucosa e indirectos sobre acetil-CoA derivado de AGNE por la activacidn de piruvato
carboxilasa, efectos estimulantes sobre la gluconeogénesis, y promueve la acumulacién de
triglicéridos intrahepaticos y la consiguiente Rl inducida por lipidos, que altera la estimulacién de la
insulina de la sintesis de glucdégeno hepatico neto. Juntos estos efectos aumentan la produccion de
glucosa hepatica. El aumento crénico de la lipdlisis también puede facilitar la acumulaciéon de lipidos
intramiocelulares y promover la Rl muscular inducida por lipidos. La disminucién de la eliminacion de
glucosa de la Rl muscular, aumenta la disponibilidad de glucosa para el higado, lo que a su vez

promueve la acumulacion de IHTG y empeora la Rl hepatica.
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Figura 8. Perspectiva fisioldgica integrada sobre la resistencia a la insulina tisular.

P N Hado

Tejido adiposo

Resistenci
@, : Insullna
- ® He

%\\

4 Produccion glucosa hepética
N N

Loal
_INRS

-

Adaptada de Petersen (47). Abreviaturas anteriormente no descritas (IHTG): triglicéridos intrahepdticos; (IMCL): lipidos intramiocelulares; RBPA4:

Proteina transportadora de retinol tipo 4; JNK: Jun N-terminal quinasa.
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2.2.1.2.1. Alteraciones en el musculo esquelético por RI

El musculo esquelético es uno de los érganos diana mas importante asociado a la Rl, y por tanto, en el
desarrollo de DM2 (66). En condiciones normales, la insulina estimula la sintesis de glucdgeno muscular
después de captar la glucosa circulante. Inicialmente, la insulina se une al INRS, posteriormente GLUT-
4 se trasloca desde compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica trasportando asi la
glucosa al interior de la célula, para ser utilizada como sustrato energético o almacenada en forma de
glucégeno muscular. La captacion de glucosa por el miocito permite reducir, a su vez, los niveles
plasmaticos de la misma (10). Por tanto, aquellos defectos genéticos en los INRS o GLUT-4, asi como
cualquier anomalia en alguna de las vias de sefializacién de este mecanismo, reduciran la captacion de

glucosa circulante en el musculo, ocasionando hiperglucemia (67).

Ademas, los factores ambientales pueden influir directamente sobre la captacion de glucosa
por el musculo. Entre ellos, la realizacidon diaria de actividad fisica produce la activacién de los
mecanismos celulares para obtener energia, ademas de aumentar la demanda del flujo sanguineo por
el musculo esquelético, también favorece la captacidn y el uso de glucosa por las células musculares.
Por otra parte, la obesidad y la inflamacidn asociada a ésta, son dos de los factores mds importantes
que contribuyen al desarrollo de Rl sistémica y, en concreto, y de manera directa su efecto sobre las
células musculares. La evidencia actual confirma que un aumento del depésito ectdpico de tejido
adiposo a nivel intermolecular y perimuscular del miocito a causa de la obesidad, produce sintesis de
sustancias proinflamatorias, que provocan la inflamacién de las células musculares, alterando el
metabolismo de la glucosa y la aparicién de Rl sobre las células del musculo esquelético, reduciendo
asi la captacion de glucosa, su utilizacidn, provocando la elevaciéon de los niveles de glucosa plasmatica.
Este mecanismo es considerado uno de los mecanismos fisiopatoldgicos mas importantes del

desarrollo de la DM2 (66).

2.2.1.2.2. Alteraciones en el tejido adiposo por RI

Tradicionalmente, el tejido adiposo se consideraba Unicamente un depdsito de almacenamiento de
energia inerte. A dia de hoy, se sabe que es un tejido dindmico metabdlicamente y un érgano endocrino
por si mismo, debido a su capacidad de sintetizar una amplia variedad de compuestos activos
biolégicamente que participan en la regulacion de la homeostasis a nivel sistémico. Ademas, el tejido
adiposo estd involucrado en numerosos procesos bioldgicos como son la inmunidad, coagulacidn,

reproduccién, regulacion del apetito, homeostasis del peso corporal y metabolismo de la glucosa y
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lipidos. El papel de la insulina sobre la funcionalidad del tejido adiposo es fundamental e importante y
actua de dos formas diferentes: en primer lugar, estimula la captacién de glucosa y la sintesis de
triglicéridos (TG); y en segundo lugar, suprime la hidrélisis de TG y facilita la absorcidn de AGL y glicerol

circulantes en plasma, todo ello en funcién de las demandas energéticas existentes del organismo (68).

Tras una comida, se produce el aumento de los niveles de glucosa y lipoproteinas circulantes
y proteinas en sangre. En un contexto fisiolégico de almacenamiento de energia, el tejido adiposo
activa el proceso de lipogénesis, la insulina a nivel celular se une al receptor de insulina en la
superficie celular y estimula a GLUT-4 para permitir que se capte glucosa desde la sangre al interior
celular. De este modo, cuando la glucosa esta en el interior de la célula, se activa el proceso de
glucdlisis para producir glicerol-3-fosfato, y este glicerol-3-fosfato se incorpora a las vias lipogénicas.
Posteriormente, el glicerol-3-fosfato junto con los acidos grasos procedentes de las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), se esterifican y forman TG. El TG se almacena en forma de gotitas en el

adipocito, para su posterior uso como energia (10).

El tejido adiposo es clave en la patogénesis de la Rl, y por ende, en el desarrollo de la DM2,
principalmente cuando existe exceso de peso corporal, especialmente localizado en la regidn visceral.
Fisiolégicamente, la insulina actua sobre el tejido adiposo de dos formas diferentes; a) en un estado
posprandial, estimula la captacién de glucosa por GLUT-4 en el adipocito, se activa la glucolisis
produciendo glicerol-3-fosfato e incorporando en las rutas lipogénicas glicerol-3-fosfato junto acidos
grasos esterificados procedentes de VLDL formando TG que se almacenan en los adipocitos; b) en un
estado de estrés metabdlico, en el adipocito se suprime la hidrdlisis de TG e inhibiendo la absorcién de
AGL y glicerol de la circulacién para que ambos sustratos puedan ser usados como energia en otros
tejidos. Cuando existe un estado de Rl en las células adipocitarias, uno de los mecanismos producidos
es la inhibicidn de la lipdlisis. Al inhibirse la lipélisis, se altera la captacion de glucosa y, a su vez, se
produce una liberacién excesiva de AGL al torrente sanguineo con posterior acimulo en otros tejidos
como musculo e higado, entre otros. La acumulacidon de AGL en otros tejidos, provoca una repuesta
metabdlica indirecta, que, combinada a la respuesta disminuida de la insulina en los tejidos diana
provoca alteracidon de los mecanismos celulares, especialmente en el metabolismo de grasas e HC. Por
ejemplo, en el higado este acumulo de AGL, provoca una respuesta metabdlica indirecta junto a la Rl
que favorece la gluconeogénesis hepatica y glucogendlisis, elevando aun mas los niveles de glucosa

circulantes ademas de otros mecanismos como la inflamacion celular (53).

Otro mecanismo que también ocurre en el tejido adiposo, es la alteracién estructural de los
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adipocitos a causa de sobrenutricion crénica y persistente, como sucede en la obesidad. Un estado de
sobrenutricién provoca el aumento anormal del tamafio de los adipocitos, generando la aparicién de
adipocitos hipertréficos y disfuncionales metabdlicamente y favoreciendo también un estado
inflamatorio cronico, (Figura 9). Este continuo y persistente exceso de ingesta de energética provoca
gue los adipocitos superen su capacidad de almacenamiento de energia, y no son capaces de almacenar
mas energia en forma de TG. Cuando se produce esta situacion, los adipocitos especialmente aquellos
gue son hipertréficos, se desregulan y se vuelven resistentes al efecto antilipolitico de la insulina y esto
provoca la alteracion del metabolismo de las grasas (69). Este mecanismo alterado provoca que la grasa
se acumule entre otros tejidos como musculo esquelético e higado incluso en el pancreas favoreciendo

la RI (70).

Figura 9. Alteracidn estructural de los adipocitos como causa de un estado crénico de sobrenutricion y

la alteraciones metabdlicas que produce.
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Adaptada de Galicia-Garcia U (10).

Ademas, el tejido adiposo hipertrofiado y disfuncional se ha observado que esta asociado con
fibrosis, hipoxia e inflamacién crénica donde hay participacién de células inmunitarias locales como
sistémicas como son los macréfagos (71). La hipertrofia de los adipocitos, asi como sus propias células

locales inmunitarias adipocitarias, contribuyen aumentar los niveles circulantes de citocinas que
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provocan inflamacidn metabdlica crénica. La sefalizacion inflamatoria que se produce en los
macroéfagos, aumenta la produccidn de citoquinas inflamatorias, TNF-a, IL-1, asi como secrecion
alterada de adipocinas como la leptina, a la par que disminucién de secrecién de adiponectina en la
circulacion (53). También se ha demostrado que las adipoquinas estimulan la actividad inflamatoria y
tienen un papel diabetdégeno, como inductoras de Rl y provocan una apoptosis aumentada de la célula
B (72). Pero ademas el aumento de estas adipoquinas con efecto proinflamatorio y con actividad pro-
aterogénico, podrian desencadenar una cascada de Rl y el desarrollo de complicaciones

cardiovasculares (73).

2.2.1.2.3. Alteraciones en el higado por Rl
2.2.1.2.3.1. Resistencia a la insulina hepatica y trastornos metabdlicos

A nivel hepatico la insulina regula el metabolismo de los HC mediante la utilizacion y produccién de
glucosa, pero paralelamente regula el metabolismo de los lipidos. Desde el punto de vista fisioldgico,
cuando a nivel plasmdatico aumentan los niveles de glucosa circulante, las células B secretan insulina. El
estimulo de la insulina conlleva la activacion de la sintesis de glucdgeno, gluconeogénesis, glucélisis y
sintesis de lipidos. La accién combinada del glucagdn y la insulina permite una regulacién precisa de la
produccidn de glucosa por parte del higado. Mientras que el glucagén induce la produccidn de glucosa
hepatica, la insulina actua como un potente inhibidor de la produccidon de glucosa cuando su

concentracién en sangre es elevada (10).

En un estado de RI, tal y como sucede en tejido muscular o en el tejido adiposo, los niveles
fisiolégicos circulantes de insulina no son capaces de provocar la respuesta adecuada en los
hepatocitos. La Rl en el higado altera la sintesis de glucdgeno ya que no se suprime la produccion de
glucosa, sino que incluso aumenta su produccién, pero ademdas aumenta la sintesis de proteinas con
actividad proinflamatoria como proteina C reactiva (PCR) y aumenta la lipogénesis. Esta produccidon
anormal de proteinas proinflamatorias, junto a un estrés oxidativo por los elevados niveles circulantes
de glucosa y lipidos, someten a las células a un estrés metabdlico y oxidativo, que pueden favorecer al
estado de inflamacién. Este estado de inflamacidon a su vez influye de manera significativa en la

respuesta alterada de la insulina a nivel hepatico (74).

Desde un punto de vista integrado y global, la sobrenutricidn constante provoca un estado de

RI, la cual contribuye a establecer un circulo vicioso de hiperinsulinemia y RI, que culmina en una
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eventual disfuncién de las células, probablemente debido a la glucolipotoxicidad, el estrés oxidativo
asociado, alteracién del metabolismo de las grasas y glucidico por los drganos diana, y la inflamacidn

producida, lo que conduce al desarrollo de DM2 .

2.2.1.2.3.2. Dislipemia: Alteracion del metabolismo de las lipoproteinas en la resistencia de

insulina

La Rl afecta de manera significativa al metabolismo de los lipidos y lipoproteinas hepaticas, siendo este
uno de los principales mecanismos patogénicos del desarrollo de complicaciones cardiovasculares. Una
de las principales alteraciones que ocasiona es la sobreproducciéon hepatica de VLDL (74). Esta
dislipidemia se caracteriza por niveles elevados de TG plasmaticos y lipoproteinas pequefias y densas
de baja densidad (LDL) y bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL). La Rl controla la
produccidn hepatica de VLDL, especialmente de VLDL grandes y ricas en TG, ya que el estado de RI
influye a la velocidad de sintesis y degradacién de apolipoproteina-B 100 y lipogénesis de novo hepatica
(LNH) (61), asi como indirectamente en el aumento del flujo de AGL desde el tejido adiposo al higado
favoreciendo la esteatosis hepatica (74). En un estado de RI, el flujo y contenido de lipidos hepaticos
aumenta debido al incremento del flujo de AGL procedentes del tejido adiposo, por una mayor
captacién de los restos de quilomicrones por el higado y los AGL procedentes de la dieta transportados
por los quilomicrones (47). La Rl altera la accién de la insulina, no inhibe la lipasa sensible a hormonas,
lo que provoca una mayor movilizacién de TG en el tejido adiposo con mayor lipolisis y mayor flujo de
AGL a otros tejidos. En la DM2 y la RI, también se produce una reduccidn en la expresién de la
lipoprotein lipasa, la cual también favorece a la hipertrigliceridemia (HTG) tan importante que se
observa en estas situaciones clinicas (74). Las personas con DM2 muestran una disminucion de la
captacién hepdtica de VLDL, IDLy LDL que genera un aumento de los niveles plasmaticos de las mismas,
especialmente en el estado postprandial. En concreto, esta situaciéon se observa cuando existe una
marcada deficiencia de insulina o un mal control glucémico en la DM2 (75). Ademas, la HTG en la DM2

también podria deberse a un catabolismo reducido de VLDL e IDL (74).

2.2.1.3. INFLAMACION SISTEMICA ASOCIADA A LA OBESIDAD COMO CAUSA DE LA DM2

La Rl, la obesidad y la DM2 se encuentran estrechamente asociadas con un estado inflamatorio crénico

resultado de la produccién anormal de citocinas, aumento de las proteinas y otros mediadores con
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actividad proinflamatoria (76). La inflamacién se considera el mediador comun entre ambas
enfermedades, y es debido fundamentalmente al aumento y disfuncién, como se ha comentado
previamente, del tejido adiposo a causa de un balance energético positivo. Esta asociacion de la

inflamacién entre la obesidad y la DM2, se puede explicar por varios mecanismos.

En primer lugar, la obesidad estd asociada con el aumento de marcadores inflamatorios en drganos
como el higado, el tejido adiposo, el musculo esquelético, los islotes pancreaticos y el cerebro, los
cuales son los principales érganos implicados en el desarrollo de DM2 e incluso existe asociacidn
significativa entre el aumento de estos marcadores de inflamaciédn como PCR, IL-6, el TNF-a o recuento

de glébulos blancos con la incidencia de DM2.

En segundo lugar, el papel diabetogénico que tiene el tejido adiposo con la secrecidn de adipoquinas
con actividad proinflamatoria, que actian como inductoras de Rl y apoptosis incrementada de las
células B (8).Ademas, en la obesidad aumentan ciertos lipidos especialmente AGNE o AGL, los cuales
contribuyen al aumento de inflamacién de los tejidos diana. Esta sobreproducciéon de AGL provoca una
reacciéon inmune crénica en el tejido adiposo y hepatocitos entre otros, movilizando una gran variedad
de células inmunitarias como células B, células NK, células T y otras citocinas como TNF-a o IL-6, que
generan un aumento de la actividad de macréfagos proinflamatorios en estos tejidos, (Figura 10). Esta
inflamacién también se observa a nivel de los islotes pancreaticos y de los hepatocitos, cuya reaccion
inmune contribuye a la disfuncién de las células B e incluso apoptosis final (77). El musculo esquelético
es uno de los tejidos diana donde se desarrolla Rl en la obesidad y la DM2. Sin embargo, el aumento de
la adiposidad parece que no activa el proceso inflamatorio en el propio musculo, sino que la inflamacién

muscular se produce por infusidn intralipidica (76).
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Figura 10. Interaccién de los macréfagos en los islotes y células B en la inflamacidn en la obesidad.
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Adaptada de Ying (81). 1) En la obesidad, niveles plasmdticos elevados de glucosa y AGL pueden inducir un
fenotipo proinflamatorio de los macréfagos de los islotes. Estos macrofagos producen un aumento
cantidades de citocinas proinflamatorias como IL-18 y TNF. Estas citocinas activan NF-kB y vias JNK en
células 8 y también exacerban el estrés del reticulo endopldasmico (RE). Sinérgicamente, estas respuestas
amortiguan la secrecidn de insulina estimulada por glucosa de las células 8 (GSIS). 2) Otro de los
mecanismos Los mecanismos incluyen vesiculas extracelulares que contiene insulina liberada por las
células 8 y fagocitada por los macrofagos de los islotes. 3) La obesidad aumenta la expresion del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) en los macréfagos de los islotes a través de mecanismos no
conocidos. A través de los receptores de PDGF (PDGFR) expresados en las células 8, el PDGF promueve la
proliferacion de células 8 al activar aguas abajo

la quinasa regulada por sefal extracelular (ERK) sefiala e induce la expresion del gen del ciclo celular
(Cend1) favoreciendo la proliferacion celular.
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2.2.1.4. DISFUNCION MITOCONDRIAL

Existe evidencia consistente que asocia la disfuncién mitocondrial con el desarrollo de DM2, la Rl en
relacion con la senescencia celular y las complicaciones asociadas de la DM2 (10). Se sabe que la
biogénesis mitocondrial defectuosa, el estrés oxidativo y posibles mutaciones genéticas que puedan
afectar a la integridad mitocondrial, asi como el envejecimiento celular, estan estrechamente

relacionadas con el desarrollo de la DM2 (78).

Fisiolégicamente, las mitocondrias tienen funciones muy importantes a nivel celular ya que su
funcidn principal es la sintesis de ATP a través de la fosforilacion oxidativa segiin la demanda metabdlica
(10). También participan en la produccion de diferentes metabolitos que luego son utilizados como
precursores de lipidos, proteinas y ADN, y participan en el mantenimiento de la homeostasis idnica,
eliminacidn de radicales de oxidacidn, responden al estrés oxidativo y ayudan a integrar diferentes
rutas de sefalizacion. La disfuncién mitocondrial, es un estado que produce una menor produccién de
energia (ATP) a través de la respiracion mitocondrial. Esta disfunciéon ocasiona menor eficiencia de
oxidacién de nutrientes, cuyo resultado conduce a una menor sintesis ATP y/o consumo oxigeno, y
aumento de la produccion y acumulacidon de ERO; , los cuales se oxidardn y dafian estructuras de
proteinas, ADN y la membrana mitocondrial, incluso deterioran su funcién y a veces causan la muerte
celular. Este acimulo de ERO; conlleva activacion de vias metabdlicas que favorecen la disfunciéon
mitocondrial y desarrollo de RI. También el incremento de AGL presente en la DM2 por alteracion del
metabolismo de los lipidos, provoca efectos negativos a nivel mitocondrial favoreciendo el aumento de
la producciéon y acumulacion de ERO,, los cuales interfieren con la sefializaciéon de la insulina y favorece
RI(79). Otro mecanismo es una regulacion a la baja de genes involucrados en el metabolismo oxidativo
y una disminucién de la tasa de resintesis de la fosfocreatina. Ambos mecanismos son indicadores de
deterioro de funcidén mitocondrial (10). Ademas la dindmica mitocondrial es clave en el mantenimiento
de mitocondrias sanas y controlar la cantidad. En este proceso, la fision promueve la eliminacion de las
mitocondrias dafiadas, a través de la mitofagia. Cuando se altera el proceso de mitofagia, aumenta el
estrés celular y la produccién de ERO,, induciendo la reduccién de la sensibilidad a la insulina en el
higado y afectando a la homeostasis de la glucosa, siendo otro de los mecanismos patoldgicos del
desarrollo de DM2. Este mecanismo se ha observado como el inicio de la obesidad y Rl (10). También
el incremento de AGL presente en la DM2 por alteracidon del metabolismo de los lipidos, provoca
efectos negativos a nivel mitocondrial favoreciendo el aumento de la producciéon y acumulacion de

ERO2, los cuales interfieren con la sefializacion de la insulina y favorece Rl (79).
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2.3. FACTORES DE RIESGO DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

Existen numerosos FR involucrados en la fisiopatologia de la DM2, pudiéndose agrupar en dos grandes
bloques: a) factores no modificables tales como la predisposicidn y susceptibilidad genética, sexo y
envejecimiento; y b) factores modificables, como el peso corporal, acimulo de masa grasa corporal,
dietay actividad fisica, sobre los que se puede intervenir, previniendo asi el desarrollo de la enfermedad
o incluso mejorar su manejo terapéutico (61). Numerosos estudios establecen que la mejora de los FR
modificables, sobre todo la obesidad, los habitos dietéticos o el sedentarismo, previenen la mayor parte

de casos de DM2 (10).

2.3.1. FACTORES DE RIESGO NO MODIFICABLES
2.3.1.1.PREDISPOSICION Y SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y ANTECEDENTES FAMILIARES.

La DM2 tiene un fuerte componente genético, lo que se ha demostrado en estudios de tasas de
concordancia de DM2 en gemelos monocigdticos comparando con gemelos dicigéticos. Ademas, se
sabe que existe un elevado riesgo para los familiares de primer grado de sufrir DM2 a lo largo de su
vida, siendo de casi de un 40% si un progenitor padece DM2 y mucho mayor es el riesgo cuando ambos
progenitores sufren DM2 (48). Sin embargo, en los Ultimos diez afios gracias al desarrollo de los
estudios de asociacidn del genoma (GWAS) se ha demostrado la naturaleza poligénica de la DM2,
identificando mas de 130 Joci con mas de 150 variantes que pudieran estar involucradas en la patogenia
de laDM2 (8, 10, 48). La mayoria de estas variantes genéticas aumentan el riesgo de desarrollo de DM?2
al ejercer efecto sobre mecanismos de secrecién de la insulina, funcién de las células B y, en menor
medida, inhibiendo la accién de la insulina que producen Rl (10, 63). La heredabilidad general de la
DM2 es pequena, entre el 10-20% de la misma (48), lo que demostraria la compleja interaccién entre
la genética, los factores ambientales y la epigenética (51). Sin embargo, es importante destacar que la
heredabilidad difiere entre las diferentes poblaciones, como en el caso de los grupos indigenas donde
existen poblaciones que explican el 100% de casos de DM2. Cabe destacar que los factores ambientales
suelen estar compartidos entre los integrantes de la familia donde la potente interaccién de los
factores modificables sobre el genoma y la expresion de genes (herencia poligénica influye de modo
importante. Por tanto, la exposicidon a un estilo de vida no saludable, (dieta, actividad fisica, habitos
alimentarios incorrectos) son factores potencialmente capaces de influir en el genoma y modificando

la transcripcioén del gen (8) y aumentando el desarrollo de DM2.
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2.3.1.2. SEXO

El sexo es un factor bioldgico que juega un papel clave sobre las diferencias existentes de salud entre
hombres y mujeres, y en este caso, sobre la vulnerabilidad de los factores y complicaciones de la DM2
(29). Hoy en dia, la DM2 se diagnostica con mayor frecuencia a edades mas jovenes, pero curiosamente
con IMC inferiores en los hombres frente a mayores cifras de obesidad en las mujeres, lo que planeta
laidea de que existan diferentes mecanismos segun el sexo. La relacidn entre sexo y el tipo de obesidad,
depende principalmente de donde se produce la acumulacién del tejido adiposo en el organismo. En
relacidn a esto, existen dos tipos de obesidad: obesidad androide donde el acumulo de tejido adiposo
se produce a nivel central, especialmente en el abdomen y predomina en los hombres; y la obesidad
ginoide con acumulo en la zona gluteo-femoral, y predomina mas en las mujeres. La obesidad androide
se caracteriza por la acumulacién tanto de grasa subcutanea en la regién abdominal y la grasa visceral.
Se ha demostrado que este tipo de obesidad se asocia con un riesgo tres veces mayor de ECV,
promueve el desarrollo de Rl y DM2, e incluso se acompaina de hipertensién, dislipemia con altos
niveles de TG y particulas de colesterol LDL (c-LDL) asi como bajo niveles de colesterol HDL (c-HDL) en
comparacion con la obesidad ginoide. Ademas, la obesidad abdominal contribuye a la inflamacién que

se asocia con la sintesis y secrecién de citoquinas proinflamatorias (61, 70), (Figura 11).

Figura 11. Efecto fisiopatolégico de la distribucidn del tejido adiposo segln sexo.
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2.3.1.3.ENVEJECIMIENTO

La DM2 es una de las muchas enfermedades asociadas al envejecimiento. El paso de los afios
biolégicamente provoca envejecimiento o senescencia celular (60), asociado con la disminucidn de la
funcidén a nivel celular de todo el organismo, y por tanto, con el aumento de enfermedades (80). Si al
propio proceso biolégico de envejecimiento, le sumamos los procesos fisiopatoldgicos: lipotoxicidad,
estrés oxidativo, la inflamacidn sistémica, o un aumento y/o alteracién de la distribucion de tejido
adiposo y su relacién con la Rl, e incluso la reduccién de los mecanismos protectores como la capacidad
antioxidante de las células B, el conjunto de estos mecanismos contribuye al aumento de la prevalencia
de la DM2. Con la edad, el proceso de envejecimiento celular aumenta la tasa de episodios apoptéticos,
mientras que la proliferacion celular se ve desfavorecida, con el resultado del aumento del deterioro

del pancreas endocrino y disfuncién de células B (60).

2.3.2. FACTORES DE RIESGO MODIFICABLES

La DM estd aumentando globalmente a un ritmo independiente de los factores genéticos, lo que revela
la importancia del potencial de interaccion que tienen los factores ambientales sobre el desarrollo de
la DM, especialmente sobre la DM2. Los FR cominmente asociados con la DM sin distincién del tipo
son: la obesidad, los factores dietéticos y nutricionales incorrectos asi como un ambiente sedentario,
pero también disruptores endocrinos y otros contaminantes ambientales o la composicién del
microbioma intestinal, se han asociado como FR del desarrollo de DM (51). Un ambiente obesogénico,
causado por dietas hipercaldricas y sedentarismo, son dos de los FR mas importantes en el desarrollo
de DM2, siendo la obesidad el principal FR reconocido en el desarrollo de la DM, cuyas cifras de
obesidad aumentan paralelamente junto con la DM2. Las previsiones muestran una tendencia con
crecimiento del 3% anual en los hombres y un 1,9% en las mujeres. A nivel mundial, el pronédstico de la

prevalencia de obesidad en 2030 del 36% en hombres y del 32% en mujeres (37).

2.3.2.1.0BESIDAD Y DEPOSITO DE TEJIDO ADIPOSO

La obesidad se define como un sindrome heterogéneo con una complejisima interaccion de factores
genéticos y ambientales. La obesidad y la DM estan estrechamente ligadas, con una incidencia de casos
en paralelo, convirtiéndose en un verdadero problema de salud publica a nivel mundial. La mayor parte

de los individuos que tienen DM2 también son obesos. No podemos obviar como muchas de estas
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personas obesas son prediabéticas y en un futuro préximo si no existe modificacion de su estilo de vida
y/o factores ambientales, desarrollaran DM2. El riesgo de desarrollar DM es casi nueve veces mayor en
individuos obesos que los que no (81). Ademas la obesidad es el FR mas importante de ECV (1), pero
también de otras patologias como son la hipertension, dislipemias, la apnea del suefio, la EHGNA y

ciertas formas de cancer (51).

Es obvio que los factores del estilo de vida como la ingesta excesiva de calorias y nutrientes,
la inactividad fisica o sedentarismo, juegan un papel importante en el aumento de la prevalencia de la
obesidad y DM2 (82). Los principales factores relacionados con la RI, son una ingesta excesiva de
calorias y el depdsito de grasa visceral y/o ectdpica (61). Cuando se define la obesidad Unicamente
por un elevado IMC > 30 Kg/m2 sin tener en cuenta ningun otro FR, parece contribuir menos como FR
de DM2 (61) que cuando nos encontramos en situaciones donde la obesidad se produce por una
continla y excesiva ingesta de calorias con predominio de una elevada ingesta de azlcares simples y
aporte limitado de fibra en la dieta, asi como alto contenido en grasas tiene como resultado de un
aumento del depdsito de grasa visceral, aumento del IMC y circunferencia abdominal, siendo
determinantes claves de la Rl y en consecuencia, del desarrollo de DM2 (10). Es importante destacar
la relevancia que tiene la distribucién y acimulo del tejido adiposo en la obesidad y su relevancia en
el desarrollo de Rl. Como ya hemos comentado el tipo de obesidad segun la distribucidn puede ser:
obesidad androide con acimulo de tejido adiposo en la zona abdominal (grasa visceral-
intraabdominal) o una obesidad ginoide con acumulo de tejido adiposo en la zona gluteo-femoral,
siendo una grasa subcutdnea. La obesidad androide, en comparacion con la obesidad ginoide se
asocia con importantes implicaciones sobre la homeostasis metabdlica corporal, desarrollo de
enfermedades metabdlicas como Rl y la intolerancia a la glucosa y desarrollo de DM2, pero ademas la
grasa visceral es el principal impulsor de la Rl hepatica. A pesar de toda evidencia, solo una tercera
parte de las personas con obesidad terminaran desarrollando DM2, lo que indica que puedan existir

otros mecanismos implicados (8).

2.3.2.2.FACTORES DIETETICOS

Los factores dietéticos se consideran uno de los FR modificables mas importante en el manejo
terapéutico de la DM2, sobre los cuales se puede realizar una intervencién, optimizando asi los
beneficios de los mismos. Estudios prospectivos han demostrado que una dieta basada en alimentos

vegetales y con bajo aporte de calorias se asocian a un menor riesgo de DM2, incluso aportan efectos
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protectores, mientras que dietas con bajo aporte de fibra y con un indice glucémico (IG) elevado se
asocian con un mayor riesgo de DM2 (82). Otros estudios muestran asociaciones variables del consumo
de pescado y los productos lacteos fermentados parecen producir efectos positivos frente a los no
fermentados. Ademads, el consumo constante y frecuente de cereales refinados o las bebidas azucaradas,
se han asociado a un mayor riesgo de obesidad, sindrome metabdlico y DM2. En relacién al consumo
de grasa, esta demostrado que el consumo excesivo de grasas saturadas se asocia con un mayor riesgo
de DM2 independientemente del IMC, mientras que una ingesta elevada de acido linolénico tiene el
efecto inverso reduciendo el riesgo de DM2, especialmente en hombres mas delgados y jovenes (31).
Desde esta perspectiva, en varios estudios se ha observado que el consumo de café, té y alcohol parecen
ser factores protectores y dependientes de la dosis ingerida. Recientemente un metaanalisis sobre el
consumo de café mostro una relacion inversa entre la dosis-respuesta del consumo de café con cafeina
frente al café descafeinado y el riesgo de DM2. Los resultados mostraron un riesgo entre un 25-30%
menor cuando se bebian tres o mds tazas al dia (83). Estos ensayos controlados a corto plazo solo
informan de ligeros cambios en la respuesta de insulina y glucosa después del consumo de café. Sin
embargo, parece ser que pueden modificarse otros marcadores de riesgo inflamatorio de la DM2.
Estudios sobre el té, en concreto té verde, también sugieren una ligera disminucién del riesgo de DM?2
entre un 10-15% cuando se beben mas de tres tazas al dia (31). En el caso del consumo de alcohol est
a mads que demostrado que los riesgos para la salud dependen de la dosis ingerida, donde el consumo
moderado de alcohol, es decir 1-2 bebidas al dia, parece reducir en un 20 % de media, sin diferenciar

entre hombres y mujeres, el riesgo de desarrollo de DM2 (84, 85).

Después de una comida copiosa, se produce una interaccion sinérgica en los procesos que
producen la inflamacién e induce a un estado de estrés oxidativo, con exacerbacion de los efectos
postprandiales nocivos. Por lo tanto, un estado de estrés nutricional a causa de un elevado consumo de
calorias y nutrientes, se ha visto que conduce a un estado pre-oxidante que ocasiona una disfuncién
dentro de la célula afectando a nivel mitocondrial, estrés celular e induce a la activacion de diferentes
vias metabdlicas que producen una superproduccién de moléculas oxidativas que favorecen a un estado

de Rl'y DM2 (86).

2.3.2.3. SEDENTARISMO

Un estilo de vida sedentario es otro FR asociado con la DM2, pues se estima que un individuo que

realiza actividad fisica de manera regular en intensidad moderada reduce el riesgo de desarrollo de
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DM2 aproximadamente en un 30% (87). Algunos estudios han demostrado que una actividad fisica leve,
como caminar a paso ligero unos 30 minutos/dia, reduce el riesgo de DM2 en un 30% (37). Los
principales beneficios de la actividad fisica sobre el retraso del inicio de la DM2, se produce porque el
movimiento muscular provoca la contraccion de los miocitos del musculo esquelético, lo que requiere
un aumento del flujo sanguineo en el musculo favoreciendo la captacién de glucosa circulante del
plasma (88). Se ha demostrado que el ejercicio de intensidad moderada mejora la captacién de glucosa
en un 40%, pero un hecho importante, es que la actividad fisica reduce significativamente la grasa
intraabdominal, mejorando de ese modo la R, el cual sabemos que es factor causal de desarrollo de
DM. Paralelamente, la actividad fisica también mejora la sensibilidad de insulina y reduce el peso
corporal por la quema de calorias, reduciendo asi la obesidad (31). Ademas, la inflamacién y estrés

oxidativo se reducen por la mejora de la obesidad y RI (88).

En contraste, un estilo de vida sedentario puede duplicar el riesgo de DM (37). Se ha
demostrado que existe una fuerte asociacion entre el tiempo que permanecemos sentados y el
desarrollo de obesidad o DM, independiente del grado de actividad fisica realizada. Otro dato a tener
en cuenta es que las personas con un estilo de vida sedentario presentan concentraciones mas altas de
mediadores proinflamatorios circulantes los cuales estdn asociados al desarrollo de Rl y, por tanto, de

DM2 (31).

2.3.2.4. OTROS FACTORES AMBIENTALES

Recientemente, estudios epidemioldgicos han analizado el papel de otros FR como el tabaquismo, el
estrés emocional, la contaminacién ambiental y acustica, la deprivacion de suefio, el déficit de vitamina
D, entre otros. En este sentido, la exposicion al humo del tabaco tanto forma activa como pasiva se ha
observado que esta asociado con un aumento del riesgo de DM2 cuando se compara con sujetos no
fumadores. También una mayor contaminacién que incluye la exposicidn al trafico de las ciudades, el
ruido, asi como elevadas cantidades de particulas finas en suspensién, estdn asociadas con un mayor
riesgo de desarrollo de DM2 durante los proximos 5-10 afios, donde los expuestos tienen un mayor
riesgo del 20-40 % que los no expuestos. Los mecanismos causales no estan claros, y son necesarios
mas estudios, pero parece ser que no afectan directamente a la funcién de las células B, sino que
podrian tener efecto indirecto sobre estado inmunoldgico, la vascularizacion, el tejido adiposo,

microbiota intestinal u otros érganos diana de la DM2 (31).
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2.3.2.5. MICROBIOTA INTESTINAL

En los ultimos afios ha aumentado el conocimiento del microbioma humano y su relacién con el
desarrollo de enfermedades. Numerosos estudios han informado que los cambios producidos en la
microbiota intestinal contribuyen al desarrollo de enfermedades metabdlicas como la obesidad, la DM
o enfermedades hepdticas, sino también en enfermedades como el cancer o las enfermedades
neurodegenerativas. Los diferentes tipos de bacterias intestinales desempefian diferentes funciones
en el mantenimiento o la interaccidn con su entorno, por tanto, aquellos factores que influyen sobre
el entorno de estos microorganismos generan alteraciones sobre microbiota intestinal (47).
Recientemente, se demostrado que la disfuncién de la microbiota intestinal tiene una gran influencia
en el desarrollo de DM2. En general, la DM2 se asocia con niveles elevados de adipocinas pro-
inflamatorios, mientras que en este sentido, la microbiota actua sobre la modulacién de la inflamacién
disminuyendo la produccidn de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias, pero también promoviendo
la sintesis de productos microbianos antinflamatorios (82). Otro mecanismo seria la inhibicién de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias por microbios beneficiosos, que previenen la inflamacién.
Otra de las caracteristicas que se produce en la DM2, es el aumento de la permeabilidad intestinal
dando lugar al paso de productos microbianos a la sangre, siendo causa de endotoxemia metabdlica.
Sobre este mecanismo, existen diferentes bacterias potencialmente beneficiosas, como Bacteriodes
vulgatus, y dorei o Akkermansia muciniphila, reduciendo la permeabilidad intestinal y mejorando la

endotoxemia (89).

Ademas destacar como la microbiota intestinal influye en la homeostasis de la glucosa y R, asi
como al afectar la digestién de azlcares y la produccidon de hormonas intestinales como incretinas y
mejorar que controlan este proceso, o productos producidos por la microbiota, como el butirato o
acidos grasos, puede actuar como ligando para receptores acoplados a proteina G en el intestino y
promover la liberaciéon de hormonas intestinales como GLP-1y PY (90). Existen bacterias que producen
acidos grasos de cadena corta y aumentan la oxidacién de los AG en el tejido adiposo. Por ejemplo
Lactobacillus gasseri ha sido demostrado que reduce la obesidad al aumentar los genes de oxidacién
de acidos grasos y reduccién de genes relacionados con la sintesis de acidos grasos. Este mecanismo,
favorece la modulacion del metabolismo de los AG y del gasto energético, con beneficio sobre la

obesidad, y DM2 acompafiante (89)
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2.4. COMPLICACIONES Y COMORBILIDADES ASOCIADAS A LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

Con frecuencia el desarrollo de las complicaciones asociadas a la DM2 es progresivo, dependiente de
la gravedad de los mecanismos etiopatogénicos especificos e influenciado por los factores genéticos y
ambientales que entran en juego en el desarrollo de la DM2. Las complicaciones metabdlicas agudas
asociadas con la mortalidad incluyen cetoacidosis diabética debido a la hiperglucemia. Sin embargo, las
complicaciones que se producen a largo plazo se agrupan en: a) enfermedades microvasculares por
dafio en los pequefios vasos sanguineos, e incluyen retinopatia, nefropatia y neuropatia; y b)
enfermedades macrovasculares por dafio de grandes vasos, que engloban aterosclerosis acelerada,

manifestada principalmente en IM y ACV, asi como enfermedad arterial periférica (EAP) (82, 91).

El principal factor de la evolucién de las complicaciones crénicas asociadas a la DM, es un mal
y/o insuficiente control glucémico donde los niveles elevados de glucosa se mantienen en el tiempo y
ocasionan dafio o lesion en los drganos susceptibles. Segun la ADA, en la practica clinica recomienda el
uso de la HbAlc como marcador de un correcto control glucémico; habiéndose observado que un valor
de HbAlc £ 7 % previene complicaciones microvasculares (11). Ademas, la evidencia actual informa
que la deteccidn temprana de estas complicaciones y un control glucémico adecuado puede retrasar la
aparicién de las mismas y mejorar la calidad de vida (92). Estudios de referencia, como el Diabetes
Control and Complications Trial y el United Kingdom Prospective Diabetes Study, han demostrado que
el control intensivo de los niveles de glucosa en sangre y el control estricto de la presidn arterial reducen

el riesgo de complicaciones relacionadas con la DM (93).

2.4.1 ENFERMEDADES MICROVASCULARES
2.4.1.1. NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética es una de las complicaciones microvasculares mas graves asociadas a la DM, y
las principal causa de enfermedad renal terminal en las sociedades occidentales (91). La manifestacion
temprana es la presencia de microalbuminuria, pero seglin avanza la nefropatia diabética los pacientes
tienen un elevado riesgo elevado de insuficiencia renal y de eventos y muerte cardiovascular. La
microalbuminuria se considera un indicador de disfuncién del endotelio renal, asi como un predictor

independiente de riesgo cardiovascular en individuos con o sin DM (94).
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2.4.1.2. RETINOPATIA DIABETICA

La retinopatia diabética es otra de las complicaciones microvasculares que ocurre en la DM, siendo la
causa principal de ceguera en Europa y afecta casi al 2% de las personas con DM en adultos entre 20-
74 aiios (95, 96). La retina es la regién mas vascularizada del cuerpo por la gran demanda de oxigeno
gue necesita para realizar la funcidn de conversion de luz en imagenes. La hiperglucemia crénica causa
dafio en los vasos retinianos con el resultado de aparicién de edemas y/o hemorragias, que se originan
por la permeabilidad producida por los cambios metabdlicos que ocasiona la hiperglucemia. Ademas
existe asociacion entre otras complicaciones presentes en la DM, hipertension, aterosclerosis y
nefropatia diabética, las cuales a su vez son FR de desarrollo de retinopatia (94). La evoluciéon de la
retinopatia diabética se divide en dos etapas: la retinopatia diabética no proliferativa y retinopatia
diabética proliferativa. La retinopatia diabética no proliferativa se produce en los primeros estadios de
la enfermedad por el aumento de la permeabilidad vascular y obstruccidn de los capilares. La
retinopatia diabética proliferativa es el estadio mas avanzado y grave, caracterizado por
neovascularizacién, con un resultado final del deterioro grave de la visién o ceguera. La ceguera se
produce generalmente por hemorragia vitrea o el desprendimiento de retina. La causa mds comun de
pérdida de vision por retinopatia diabética, es el edema macular diabético. Este edema macular se
caracteriza por hinchazén o engrosamiento de la macula debido a la acumulacién de liquido en la
macula provocada por la ruptura de la barrera de los vasos de la retina. El edema macular diabético
puede ocurrir en cualquier etapa de la retinopatia diabética y es la causa mas frecuente de distorsion
de las imagenes visuales y disminucién de la agudeza visual. Esta complicaciéon depende de factores
asociados como mal control glucémico con HbAlc elevada, asi como presidn arterial sistélica elevada,

el tipo de DM y duracién de la enfermedad (94, 96).

2.4.1.3. NEUROPATIAS DIABETICAS

Las neuropatias diabéticas son un grupo heterogéneo de trastornos con diferentes manifestaciones
clinicas causadas por la lesion o dafo de los nervios que provoca la hiperglucemia crénica. El
reconocimiento temprano y el manejo adecuado de las mismas es fundamental para su prevencién y
manejo terapéutico adecuado (94). La neuropatia diabética puede asociarse con Ulceras del pie,
amputaciones, heridas cutdneas que no cicatrizan, pero también con otras manifestaciones como son

molestias digestivas, alteraciones cardiacas y disfuncién sexual (97).
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La afectacién mds comun e importante de la neuropatia es la lesidn de los nervios periféricos
afectando a piernas y pies; se denomina neuropatia periférica diabética. El dafio producido sobre los
nervios periféricos da como resultados pérdida de la sensibilidad protectora en los pies que provoca la
formacidn de callos, ulceracidn y otras lesiones por la insensibilidad que ocasiona, pero también puede
producirse infeccién de la piel como celulitis y gangrena (82, 94). La neuropatia periférica diabética es
la complicacién mas frecuente en pacientes con DM2 y afecta principalmente a las extremidades
inferiores distales y se divide en neuropatia periférica sensorial, motora y auténoma (98). Segun las
fibras sensoriales afectadas, los sintomas son variables pero aquellos mas tempranos y comunes son
dolor y disestesia, debido a la lesidn de fibras pequefias. Cuando la lesion se produce en fibras grandes
el sintoma sera entumecimiento y pérdida de la sensacidn protectora y provoca polineuropatia distal.
Esta pérdida de la sensacidn protectora es el principal factor de riesgo de ulceracidn del pie diabético
(94). Actualmente el mejor tratamiento posible para la neuropatia periférica diabética consiste en llevar
a cabo un buen control glucémico, ya que permite prevenir eficazmente la neuropatia periférica
diabética pero, una vez que se produce el dafio neuronal, éste no se revierte. Las estrategias
terapéuticas a través de terapias farmacoldgicas como no farmacolégicas, alivian el dolor neuropatico

de la neuropatia periférica diabética y mejoran la calidad de vida (94, 99).

La neuropatia periférica sensorial o también denominada "sindrome de pies ardientes", es la
disminucién o pérdida del sentido de la vibracidén y sensibilidad superficial, asi como parestesia
subjetiva, simétrica al inicio y localiza en zona mas distal de las extremidades inferiores (98). Ademas,
la neuropatia sensorial puede estar acompanada de disminucidn de la percepcion de la temperatura,
lo que aumenta el riesgo de quemaduras en el momento de la higiene diaria, siendo la causa principal

de las gangrenas (98).

La pérdida de sensibilidad ocasiona tres tipos de complicaciones: a) la ausencia de sensibilidad
al dolor que, junto con la presidén constante en la zona, pueden producir una necrosis por isquemia
local; b) presion muy alta de la zona durante poco tiempo ocasiona lesiones directas e inmediatas
posiblemente no detectadas en el momento justo y conllevan a la infeccion o gravedad de la misma, y
c) presiéon moderada repetitiva ocasiona inflamacién de la zona, lo que genera ulceraciones. Entre
todos los diabéticos, el riesgo de desarrollar una ulceracién del pie diabético es del 25% (100). En
comparacion con los no diabéticos, la necesidad de una amputacién mayor es de 30 a 40 veces mayor
en pacientes con DM2. La tasa de mortalidad a cinco afios después de la amputacion se estima en 39-
68%. La neuropatia motora se observa con la presencia de atrofia de musculos pequefios del pie,

ocasionado por una mala posicién de los dedos del pie, habitualmente por dedos en garra. También
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puede manifestarse con pérdida de reflejos musculares, en concreto, reflejo del tenddén de Aquiles y
paresia motora. La combinacién de neuropatia periférica sensorial y motora conduce a una carga
desigual del pie acompafiada de una marcha insegura y con el tiempo el desarrollo de una

hiperqueratosis plantar (98).

2.4.2 ENFERMEDADES MACROVASCULARES

En la DM2 las complicaciones macro y microvasculares se deben principalmente a la exposicion
prolongada a la hiperglucemia crénica, fruto de un mal control glucémico junto con otros FR como
hipertension arterial, la enfermedad renal, dislipidemia (91). Ademas la evidencia ha demostrado que
existe una clara relaciéon sobre el desarrollo de aterosclerosis avanzada y la DM, independientemente

de otros FRCV tradicionales (101).

La causa principal de las complicaciones, asi como eventos cardiovasculares en personas con
DM, es la aterosclerosis acelerada, que se manifiesta como enfermedad coronaria o cardiopatia
isquémica (EC-CI), accidente cerebrovascular isquémico, EAP e insuficiencia cardiaca (102), ademas de
una importante discapacidad (103) y elevada mortalidad por estas causas, especialmente en personas
mas jévenes. El riesgo de EC en pacientes con DM es muy elevado, ya que el riesgo de IM en personas
DM sin antecedentes a los 7 afios es del 20 % frente al 3,5 % comparado con los no diabéticos. De modo
similar, ocurre para personas con antecedentes de IM y DM, donde el riesgo de volver a sufrir IM a los
7 afos es del 45 % frente al 18,8 % para los no diabéticos. Estos datos nos indican como la DM
contribuye significativamente al desarrollo de IM y riesgo de EC. Dentro de las ECV asociadas a la DM,
la EAP es una complicacion macrovascular frecuente en estos pacientes junto a la discapacidad y
complicaciones asociadas. La evidencia ha demostrado como pacientes con edad superior a 65 afios
tienen 2 veces mds de riesgo de sufrir EAP, definida mediante la prueba de indice tobillo-brazo < 0,9,
asi como 2,5 veces mas de riesgo de sufrir claudicacién intermitente. En los pacientes diagnosticados
de EAP, el riesgo de desarrollo de una ulceracién isquémica aumenta en mas de un 20% en 10 afios,
con una probabilidad 3 veces mayor el riesgo entre los diabéticos (101). Otra de las complicaciones
comunes es el riesgo de ACV, que también es muy elevado en personas con DM. Respecto a los datos
de riesgo de ACV se demostrado en un metaanalisis de 102 estudios prospectivos como el riesgo de
ictus en pacientes con DM tenian 2,3 veces mas de riesgo de sufrir un ictus isquémico y 1,6 veces mas
de riesgo de sufrir ictus hemorragico que los que no eran diabéticos pero, ademas, tener DM estd

asociado con mayor discapacidad y/o dependencia funcional y mortalidad por estas causa (101).
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Destacar que aproximadamente dos tercios de las muertes en personas con DM se deben a
ECV, de las cuales un 40% aproximadamente son por Cl, un 15% por otras formas de enfermedad
cardiaca, principalmente insuficiencia cardiaca congestiva, y cerca del 10% de ACV (104). La causa mas
comun de mortalidad en pacientes diabéticos, la mortalidad por ECV representa el 52% de las muertes
en DM2 (101). Las personas diabéticas con riesgo de ECV requieren un manejo con tratamientos
intensivos que incluyen un control glucémico estricto, la administraciéon de farmacos que reducen la
presion arterial, especialmente aquellos que su principio activo se dirige al sistema renina-
angiotensina, terapia para reducir lipidos mediante estatinas y/o fibratos y antiagregantes

plaguetarios, como aspirina (91).

2.4.2.1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR y DM2
2.4.2.1.1. Aterosclerosis y su relacién con la DM2

La aterosclerosis es un trastorno crénico inflamatorio y complejo de la pared arterial, donde se ven
involucrados numerosos procesos celulares y que, en ultima instancia, conducen al acimulo de lipidos,
(Figura 12). Cuando la aterosclerosis esta en fase muy avanzada, se manifiesta como lesion de la capa
intima de la pared arterial y acumulacidn de placas de ateroma que reducen o bloquean la luz de la
arterial, limitando de ese modo el paso de sangre y provocando isquemia de la zona mal irrigada junto
a cambios metabdlicos en dichos tejidos (105). Estas placas aterosclerdticas complejas pueden

desestabilizarse y romperse, dando lugar a un IM, angina inestable o ACV (106).

Se desconoce la causa qué inicia el proceso, sin embargo, parece ser que la disfuncién dentro
del endotelio es un factor inicial relevante, donde se genera la disfuncién del endotelio por factores
como tabaquismo o la obesidad, entre otras causas (105). Ademas, el endotelio es esencial en el
mantenimiento de la homeostasis vascular, asegurando que se mantenga un equilibrio entre los
factores vasoactivos que controlan su permeabilidad, adhesividad e integridad como la angiotensina Il
y el oxido nitrico. En la DM2 se ha observado una disfuncién endotelial conduce a la aterogénesis,
generada por una respuesta inmunitaria de células del sistema inmunolégico circulantes, incluidos los
macroéfagos y las células T, que se unen a los vasos provocando sefializacién para resto de células
inmunitarias (91). Los monocitos circulantes se adhieren a la zona lesionada de la pared arterial y
penetran en su interior. A su vez, los macréfagos captan lipidos, principalmente c-LDL mediante
fagocitosis, generando células espumosas y vetas grasas, y contribuyen a la produccién de mediadores

de inflamacién (105). Este fendmeno se da, en mayor medida, cuando las particulas LDL estan oxidadas
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o han sido sometidas a un proceso de glicacidn, a consecuencia de la hiperglucemia caracteristica de la
DM2. En ultimo lugar, la proliferacidn de las células del musculo liso y la deposicion de la matriz asociada
con frecuencia a una necrosis, dan como resultado la formacion de una placa aterosclerética compleja,

la cual puede ocluir el vaso sanguineo en el que se encuentro o desprenderse y alcanzar la circulacion

cerebral, provocando asi un ACV (91).
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Figura 12. Factores involucrados en el desarrollo de la aterosclerosis en la diabetes mellitus.
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2.4.2.1.2. Patogenia de la ECV en la DM2

El desarrollo de ECV estd intimamente ligado con la presencia de DM2, asi como de los FR que suelen
acompafiar a esta patologia. La obesidad juega un papel fundamental en este fendmeno,
proporcionando un vinculo muy importante entre la DM2 y la ECV, ya que el exceso de grasa corporal
conduce a alteraciones en el metabolismo de los lipidos, desregulacién de ejes hormonales, estrés
oxidativo, inflamacidn sistémica y distribucién de la grasa ectdpica. La unién de AGL al receptor tipo Tol
activa el factor nuclear NF-kB, que desencadena la transcripcion de moléculas inflamatorias,
contribuyendo a la Rl y al desarrollo de aterosclerosis acelerado, lo que sugiere un importante papel de
NF-kB en el desarrollo de ECV. Ademas, el desarrollo de la Rl tiene efectos aterogénicos promoviendo
el desarrollo de dislipemias aterogénicas caracterizadas por alto niveles de TG, lipoproteinas
remanentes, apolipoproteina B y c-LDL y bajos niveles de c-HDL. Simultdneamente a los cambios
ateroscleréticos que se producen, la trombosis también esta asociado con un estado de RI, generando
una situacion protrombdtica y un aumento de los eventos coronarios principalmente. Este hecho se
debe a las alteraciones de la homeostasis vascular por disfuncidon endotelial y las células musculares
lisas que favorecen un estado proinflamatorio-trombdtico que finalmente conduce a la aterotrombosis
(107). Ademas, el mal funcionamiento de la insulina en un estado de RI provoca la acumulacién de
calcio en las plaquetas, favoreciendo asi la agregacion plaquetaria cuyo resultado final es un mayor

desarrollo de ECV causada por la calcificacién de la placa de ateroma (101).

La hiperglucemia, caracteristica comun en todas personas con DM, también es una de las causas
del aumento del riesgo de evento cardiovascular por si sola, ya que esta establecido que por cada 1%
que aumenta la HbAlc, aumenta entre 11-16 % el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares (104). El
desencadenante inicial, cuando existen niveles elevados de glucosa, es el desequilibrio entre la
biodisponibilidad y la acumulaciéon de ERO2 en las mitocondrias que provocan la disfuncion endotelial.
Ademas, el aumento de la produccidon de ERO2 contribuye a la ECV, ya que desencadena la activacién
de la Protein Kinasa C, provocando la alteracion de la homeostasis vascular y predisposicion a

complicaciones vasculares.
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3. MANEJO TERAPEUTICO DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

En las ultimas décadas, el tratamiento de la DM2 ha mejorado en calidad y cantidad debido a la notable
mejora de los enfoques farmacolégicos, permitiendo disponer de un amplio abanico de pautas
terapéuticas. La ultima guia de tratamiento de la ADA del 2022 para la DM2 incluye criterios especificos
relacionados con la eficacia esperada de la terapia, los posibles efectos secundarios, el coste y los
efectos sobre el peso corporal, ademas de ciertos factores individuales como el RCV, las complicaciones

microvasculares y las preferencias del paciente (108, 109).

Ademas, un estilo de vida poco saludable contribuye claramente al desarrollo de la DM. Por
tanto, la adquisicion de unos habitos de vida adecuados constituyen el tratamiento de primera linea en
el manejo de esta patologia, siendo igualmente importante aunque se inicie terapia farmacologia. La
intervencién del estilo de vida incluye un nivel adecuado de actividad fisica, dieta saludable y el
abandono del habito tabdquico (110). Los cambios adecuados en el estilo de vida tienen efectos
beneficiosos sobre la reduccidn de pardmetros antropométricos como el peso corporal, el IMC, la
circunferencia de la cintura asi como los parametros sanguineos relacionados con los perfiles de lipidos
y glucosa (111). Desafortunadamente, en muchas ocasiones la dieta y el ejercicio no siempre son
eficaces para conseguir un buen control metabdlico, debido a una eficacia insuficiente, a la dificultad
de una adecuada adherencia o la realizacién de las pautas correctas, lo que implica la necesidad de

instaurar un programa de tratamiento farmacolégico para obtener un control glucémico adecuado (112).

Actualmente, las opciones del tratamiento farmacolégico de la DM2 son muy amplias, puesto
que han aumentado gracias al conocimiento reciente de nuevos mecanismos fisiopatolégicos. El
objetivo del tratamiento, ademds de conseguir minimizar los defectos de los mecanismos que producen
la DM2, debe estar centrado en los factores subyacentes del paciente e ir mas alld de un control
glucémico o reduccion del RCV. El consenso unanime de sociedades cientificas es plantear un enfoque
gradual y progresivo del tratamiento farmacolégico, donde las intervenciones sobre cambios del estilo
de vida, incluida la dieta y |a realizacidn de actividad fisica, sean el pilar principal del manejo de la DM2.
Se recomienda iniciar monoterapia generalmente con metformina junto con intervenciones del estilo
de vida. Sin embargo, es importante individualizar la prescripcién del tratamiento farmacoldgico. La
individualizacidn farmacoldgica depende de los objetivos de HbAlc especificos del paciente como el
efecto sobre el peso corporal, la tolerabilidad y seguridad del farmaco, ademds de las comorbilidades y
posibles efectos adversos que pueda generar la terapia, como por ejemplo hipoglucemia, entre otros

factores (113)
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3.1 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA DM2

Los principales de agentes antidiabéticos son:

3.1.1.BIGUANIDAS: METFORMINA
La metformina es el farmaco de primera eleccién para el tratamiento de la DM2, excepto cuando esté
contraindicado o no se tolere. El mecanismo que produce la metformina consiste en suprimir la
produccion de glucosa hepatica y mejorar la sensibilidad a la insulina (114). Estd demostrado que es un
farmaco seguro y eficaz, ademds de ser un farmaco de bajo coste e incluso reduce el riesgo de eventos
cardiovasculares y la mortalidad (113, 115). Entre sus efectos beneficiosos, ademas de mejorar el
control glucémico, mejora la disfuncion endotelial, la hemostasia, el estrés oxidativo, la Rl, los perfiles
de lipidos y la redistribucién de la grasa corporal (113, 116). Su principal ventaja es el bajo riesgo de
producir hipoglucemiay la posibilidad de ser administrado con cualquier otro farmaco hipoglucemiante
de los que se disponen actualmente, como sulfonilureas, las tiazolidinedionas, los Inhibidores de la
dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) y los inhibidores co-transportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2). Sus
efectos secundarios provocan alteraciones gastrointestinales a causa de hinchazén, malestar abdominal
y diarrea que parece aliviarse o reducirse, cuando el aumento de la dosis es gradual y progresivo, y una
féormula de liberacién prolongada. Sin embargo, estos efectos secundarios han hecho que sea la terapia

oral antidiabética con peor cumplimiento.

3.1.2.0TROS ANTIDIABETICOS ORALES: SULFONILUREAS Y TIAZOLIDINEDIONAS

Las sulfonilureas y tiazolidinedionas o glitazonas son una alternativa a la metformina en monoterapia o
una opcién para la terapia dual o triple (113). Las sulfonilureas son secretagogos, es decir estimulan la
secrecién de insulina del pancreas al unirse al receptor en el canal de K+ dependiente de ATP en la

membrana de la célula £ (117), lo que en muchos casos lleva a un agotamiento precoz de ésta.

Las glitazonas modulan la expresién de genes implicados en el metabolismo lipidico en higado,

musculo y tejido adiposo promoviendo asi la sensibilidad a la insulina en estos tejidos (113).

Estos dos farmacos tienen importantes efectos secundarios, por lo que no se consideran el
tratamiento antidiabético de eleccidn. Las sulfolinureas tienen alto riesgo de producir hipoglucemia y
la glitazonas favorecen insuficiencia cardiaca, ademas que ambos farmacos favorecen el aumento de
peso. Sin embargo, las sulfonilureas y glitazonas, segin datos mostrados en los ensayos clinicos

producen buen control glucémico, con reducciones importantes de HbAlc (113, 118).
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3.1.3.AGONISTAS DEL PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP-1)

Los agonistas de GLP-1 es una hormona incretina liberada en el intestino tras la ingestion y dependiente
de la concentracién de glucosa. La estimulacidn del receptor de GLP-1 favorece la liberacién de insulina
y disminuye la secrecién de glucagdn en el pdancreas, y ademas, produce retraso del vaciamiento
gastrico ayudando este efecto a la supresién del apetito (119).

Los agonistas del receptor de GLP-1 son analogos sintéticos de GLP-1 humano natural pero con
propiedades farmacocinéticas mejoradas y perfiles farmacodindmicos mas estables que el compuesto
bioldgico (120). Los agonistas del receptor del GLP-1 se asocian con un riesgo bajo de hipoglucemia,
excepto si se usan con insulina o sulfonilureas. Ademas, segun diferentes ensayos clinicos donde se
administran en combinacidn con otros antidiabéticos orales se observaron reducciones en la HbAlc que
oscilaron hasta el 1,9%, logrando incluso reducciones en los niveles de glucosa plasmatica en ayunas y
postprandial, resultado del retraso en vaciamiento gastrico (113, 121). Los trastornos gastrointestinales
son los eventos adversos mas frecuentes de estos farmacos, como nduseas o molestias gastricas severas,
pero se ha observado que estos efectos adversos tienden a disminuir a medida que avanza el

tratamiento.

3.1.4.INHIBIDORES DEL CO-TRANSPORTADOR DE SODIO-GLUCOSA TIPO 2 (SGLT-2)
Los inhibidores de SGLT2 actlan sobre la funcidon del rifndn promoviendo la excrecion urinaria de glucosa,
para disminuir la hiperglucemia (122). En condiciones normales, el rifidn reabsorbe casi toda la glucosa
filtrada, y practicamente no se excreta glucosa en la orina. La reabsorcion de glucosa renal se produce
en el tubulo proximal, principalmente por la proteina transportadora de glucosa y, en menor medida,
por el cotransportador de glucosa y sodio. Las personas con DM2 presentan un aumento de la expresion
de SGLT2, lo que provoca el aumento de la reabsorciéon de glucosa y tiene como resultado el
mantenimiento de los niveles elevados de glucosa en sangre (122). Por tanto, la inhibicién de SGLT2
reduce la capacidad renal de reabsorcion de glucosa en un 30-50%, favoreciendo la glucosuria (123). El
mecanismo de accidn es no dependiente de insulina, por lo que los inhibidores de SGLT2 pueden ser
utilizados en combinacidn con cualquier clase de agente hipoglucemiante y en cualquier estadio de la
enfermedad y tienen un bajo riesgo de producir hipoglucemia, a menos que se tomen en combinacién
con insulina o sulfonilureas (122).

Uno de los efectos secundarios que tienen estos inhibidores de SGLT2 por el aumento de la
excrecién de glucosa en la orina, es mayor riesgo de infeccidn micdtica genital, sobre todo, en mujeres.

Ademas, provoca eventos adversos relacionados con la volemia, debido a diuresis osmética y la
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reduccion del volumen intravascular como hipotension ortostatica y mareos posturales, en pacientes
susceptibles como son ancianos, personas con insuficiencia renal, presion arterial sistélica baja en
tratamiento con diuréticos. Por tanto, se debe evaluar el estado del volumen y corregir la hipovolemia
en estos individuos a riesgo o en situaciones donde la ingesta oral sea reducida o haya excesivas

pérdidas de liquidos (103, 124).

3.1.5.INHIBIDORES DE LA DIPEPTIDIL PEPTIDASA-4 (DPP-4)

Los inhibidores de DPP-4 disminuyen la degradacién enzimatica de las hormonas incretinas (GLP-1 y
GIP) al reducir la actividad de la DPP-4 sérica en un 80%. Este efecto produce una mayor disponibilidad
de incretinas enddgenas, estimulando la secrecién de insulina de las células [ e inhibiendo la liberacién
de glucagdn de las células a pancreaticas de una manera dependiente de la glucosa (125). Estos agentes
pueden usarse como monoterapia o terapia de combinacion, y estan disponibles como combinaciones
de pildora uUnica con metformina o metformina de liberaciéon prolongada o en combinacién con una
tiazolidinediona (113).

Segln un metaandlisis, los inhibidores de DPP-4 se asociaron con reducciones significativas
desde el inicio en la HbAlc, y otro metaanalisis informé disminuciones moderadas en la presidn arterial
sistélica y diastdlica en comparacion con placebo o sin tratamiento (121, 126). Sin embargo, los ensayos
clinicos no han demostrado ningun efecto sobre el peso corporal ni sobre la reducciéon de eventos
cardiovasculares. La amplia experiencia clinica con los inhibidores de la DPP-4 ha demostrado ser
seguros, tolerados y con un bajo riesgo de hipoglucemia, excepto si se usan en combinacién con insulina
o sulfonilureas. Como efectos adversos se ha observado con cierta frecuencia nasofaringitis y reacciones
de hipersensibilidad, incluso artralgias graves e incapacitantes o pancreatitis por lo que, en estos casos,

seria necesario su suspension (113).

3.1.6.INSULINA
La insulina es el agente hipoglucemiante mas potente recomendado cuando se mantienen niveles
elevados de HbAlc a pesar del tratamiento con otro agente hipoglucidico en monoterapia o terapias
combinadas. El inicio de la terapia con insulina debe ser progresiva y tiene ciertas limitaciones como la
auto-inyeccioén por el paciente, un conocimiento limitado sobre las nuevas formulaciones de insulina o
disponer de tiempo limitado para la educacion al paciente (113, 127). La decisién de afiadir insulina
ademads de estar centrada en objetivos glucémicos y la sintomatologia, debe ser una decisidn

consensuada entre el médico y el paciente, donde es necesario tener en cuenta aspectos como la
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motivacién, los factores individuales del paciente, la edad, el riesgo de hipoglucemia y las
complicaciones cardio-renales existentes, entre otros (109, 128). La educacién integral con respecto a
la automonitorizacion de la medicién de la glucosa en sangre y la dieta, asi como la prevencién y
tratamiento adecuado de la hipoglucemia, son de vital importancia en cualquier paciente al cual se le
paute la administracion de insulina (128).

La ADA recomienda agregar insulina inyectable en monoterapia o en terapia dual inicial si la HbAlc >
9% (118). Sin embargo, la American Association of Clinical Endocrinology recomienda comenzar la
terapia inicial de insulina basal, en combinacidon con metformina u otros agentes hipoglucemiantes,
cuando la HbAlc sea superior al 9% y existan sintomas de hiperglucemia (118). En general, la
recomendacion global es el uso de insulina basal en pacientes con DM2 que ya lleven dos farmacos
hipoglucemiantes orales y, a pesar de ello, presenten una HbAlc > 8%, o en casos de DM de larga
evolucidn. En los pacientes con DM2 recién diagnosticada, la ADA sugiere iniciar una terapia inyectable
combinada, que incluye insulina basal junto insulina postprandial y dependera de niveles de glucosa
postprandial, o la combinaciéon de insulina basal mds un agonista del receptor GLP-1 o en pacientes con
HbAlc > 10% una insulina premezclada (128). En comparacién con otras terapias, la combinacién con
insulina tiene un riesgo elevado de hipoglucemia, sobre todo en pautas que incluyen insulina
postprandial. El control frecuente de los niveles de glucosa en sangre en pacientes que reciben multiples
inyecciones diarias de insulina ayuda a guiar las decisiones del médico y del paciente con respecto a la

dosificacidn y posologia de la insulina inyectable (128).
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3.2. INTERVENCIONES DEL ESTILO DE VIDA

3.2.1 INFLUENCIA DE LA DIETA Y FACTORES DIETETICOS SOBRE LA DM2

3.2.1.1. INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE LA DM2
La DM2 y obesidad asi como las ECV, los ACV y enfermedades vasculares, son la principal causa de
morbilidad y mortalidad, asi como la pérdida de aios de vida por la carga de discapacidad que producen
a nivel mundial (129). En 2011, la OMS establecié que una dieta de mala calidad es uno de los
principales factores causantes de estas enfermedades (130-132). A consecuencia del gran impacto
socio-sanitario y econdmico a nivel mundial que producen estas enfermedades cardiometabdlicas, la
investigacion de los ultimos afios se ha focalizado en la identificacidn de los factores dietéticos como
una de las prioridades cientificas y de salud publica (131). Gracias al andlisis del impacto de la dieta
sobre el desarrollo de enfermedades crénicas, se ha demostrado como los habitos dietéticos son uno
de los pilares fundamentales para la prevencién pero también en la progresion de estas enfermedades
y el aumento el riesgo cardiometabdlico como sucede con factores dietéticos como el sodio o bebidas

endulzadas con azucar (133).

En concreto para la DM2, los mecanismos fisiopatoldgicos no se conocen completamente, se
sabe que las personas con sobrepeso u obesidad, dietas poco saludables, sedentarismo y antecedentes
familiares de DM, tienen un riesgo elevado de desarrollo de DM2 (38). Es por ello que en los ultimos
afos, los nuevos enfoques terapéuticos a través del estudio del comportamiento del estilo de vida
mediante cambios de dietas poco saludables y la promocidn de mejores patrones dietéticos, se ha
asociado con una disminucién de la incidencia de la DM2, posiblemente por los beneficios que
producen estos patrones saludables (134). En este sentido, diferentes estudios han demostrado una
reduccion del 9 al 20% en el riesgo de DM2 e incluso se ha observado que este efecto se mantiene a

largo plazo, a pesar del cese del asesoramiento individual sobre el estilo de vida (108, 135).

A la epidemia de obesidad y DM2 se han atribuido como una de las causas los cambios de
habitos nutricionales actuales, asi como las nuevas tendencias alimentarias y socioecondmicas a nivel
mundial. Factores como los cambios en la urbanizacion de las ciudades, cambios en los patrones activos
de trabajo con ocupaciones mas sedentarias informatizadas o mecanizadas, asi como la mejora del
transporte han influido en la progresidon de esta epidemia. Ademas el crecimiento econdmico y los
cambios producidos sobre el estilo de vida, han generado cambios importantes sobre los sistemas de

produccidn, procesamiento y con ello, un aumento de la accesibilidad de alimentos no saludables (136).
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Incluso el aumento y disponibilidad de comida rapida o ultraprocesada en las ultimas décadas, ha
contribuido al establecimiento de dietas poco saludables con elevado contenido caldrico, grandes
proporciones de comida y elevado consumo de HC refinados, bebidas azucaradas, grasas no saludables
y grandes cantidades de sodio (137). Ademas, las bebidas azucaradas son la mayor fuente de azucar
agregada en la dieta, incluyendo refrescos carbonatados y no carbonatados, bebidas a base de frutas y

bebidas deportivas, que contienen exceso de calorias con baja calidad nutricional.

Hasta el momento, una gran cantidad de evidencia respalda la relacién directa entre la ingesta
de bebidas azucaradas y el aumento de peso y el riesgo de desarrollo DM2, habiéndose establecido,
incluso como un FRCV independiente (138). En segundo lugar, existe una sélida evidencia del aumento
de la incidencia de DM2 asi como del aumento de riesgo cardiometabdlico, que producen las dietas
modernas y poco saludables, con predominio de consumo de carnes rojas y carnes procesadas, ingesta
elevada de sodio, grasas saturadas y bebidas azucaradas, junto a un consumo reducido de cereales
integrales, lacteos, frutos secos y fibra dietética (129, 139). Por el contrario, se ha demostrado que un
elevado consumo de cereales integrales, fibra dietética y grasas insaturadas, asi como ciertos
micronutrientes como vitamina D, calcio, zinc muestran efecto protector. Ademds el consumo de ciertos
alimentos especificos como el café o el té, la leche y productos lacteos bajos en grasa, el consumo
moderado de alcohol se asocian con positivamente con la prevencién y disminucion de la incidencia de
DM2 (135, 140, 141). Por tanto, los factores modificables, especialmente aquellos que conforman el
estilo de vida incluida la dieta, contribuyen de manera muy importante en la aparicién y progresion de
la DM2, y por ello, priorizar intervenciones para modificar y mejorar el estilo de vida esta demostrado

que reducen el riesgo y desarrollo de DM2 (109, 139).

Segun las recomendaciones de la ADA 2022 (109), la terapia nutricional para adultos con DM
debe enfocarse en promover patrones de alimentacidn saludables basados en nutrientes clave, variados,
seleccionados e integrados en la cantidad adecuada, que permitan mantener un peso saludable y
alcanzar niveles éptimos de HbAlc, presidn arterial y perfil lipidico. La ADA enfatiza en la importancia
de proporcionar las herramientas necesarias para que los pacientes puedan establecer patrones de
alimentacién saludables por si mismos, en lugar de hablar de alimentos Unicos o micro vy
macronutrientes (109). Los patrones dietéticos estudiados que aportan mayores beneficios sobre DM,
son principalmente la dieta DASH y la dieta mediterranea (DMed) (142), reduciendo ambas el riesgo de
DM2. El motivo de esta reduccion del riesgo puede deberse a los componentes comunes que comparten
estos dos tipos de dietas, como es el uso de aceite de oliva, cereales integrales, frutas y vegetales,

legumbres y alimentos ricos en proteina, como carne blancas y mariscos, un consumo moderado de
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alcohol y reduccién de carnes rojas y procesadas asi como bebidas azucaradas (143). En concreto, la
dieta DASH se prescribe para la reducir la presién arterial pero ha demostrado efectos beneficiosos en
diferentes estudios y ensayos aleatorizados sobre el control glucémico, el c-HDL y c-LDL, la presidn

arterial y los biomarcadores inflamatorios (144).

3.2.1.2. RECOMENDACIONES DE MACRONUTRIENTES EN LA DM2.

La evidencia indica que no existe una distribucion ideal de la distribucién caldrica de los
macronutrientes (HC, proteinas y grasa), tanto en la prevencién como en el manejo de la DM. Por lo
tanto, la composicidn de los macronutrientes de la dieta dependera de la evaluacion individualizada de
la alimentacidn actual, preferencias, y objetivos metabdlicos (perfil lipidico y glucémico) incluyendo la

actividad fisica, las preferencias alimentarias y la disponibilidad de alimentos (145).

3.2.1.2.1.Carbohidratos (HC)
En cuanto a los HC, se debe tener en cuenta que son fuente esencial de aporte energético para el
organismo y que su consumo tiene una gran influencia sobre la glucosa sanguinea posprandial, que se
ha asociado con la prevencién y el manejo de la DM2 (146). Es por ello que las principales
recomendaciones al respecto hacen hincapié en el consumo de alimentos con HC de calidad, ricos en
fibra, vitaminas y minerales, con reducido contenido en azlcares afiadidos, matriz sélida y poco
procesados. Ademas la cantidad de HC necesarios para una salud dptima es desconocido, aunque la
recomendacion dietética en adultos sin DM mayores de 19 afios es de 130 g/dia. Esta cantidad ha sido
determinada en cierta medida por la cantidad de glucosa necesaria para una correcta funcién cerebral,
aunque situaciones donde las ingestas de HC sean menores, a través de los mecanismos metabdlicos
como glucogendlisis, gluconeogénesis se podrian cubrir las necesidades. El consumo de fibra dietética
es esencial en personas con DM, segun la recomendacion efectuada por la Dietary Guidelines for
Americans 2015-2020, habiéndose establecido unaingesta de > 15 g de fibra por cada 1000 Kilocalorias,
con al menos la mitad en forma de cereales con grano entero sin procesar. Algunas de las fuentes de
fibra recomendadas son verduras sin almidones, aguacates, frutas, y bayas, asi como legumbres como
frijoles o judias, guisantes y lentejas. El consumo de elevadas cantidades de fibra de hasta 50 g/dia, ha
demostrado beneficios sobre la reduccion de HbAlc, pero existe la desventaja de la aparicién de
efectos secundarios como diarrea, flatulencias e hinchazdn. A pesar de ello, se anima a conseguir dicha

recomendacidn por los beneficios adicionales que produce el consumo de estos alimentos ya que,
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ademas, asocian un elevado contenido en fitoquimicos y micronutrientes, y a su vez, favorece la

reduccion en el peso, control glucémico, entre otros (145).

3.2.1.2.2. Proteinas
Respecto a la proporcidn de proteinas en personas con DM2, no existe una proporcidén especifica ni
diferente que para poblacién general. Aunque es necesaria mas evidencia al respecto, existen estudios
de intervencidon y diferentes metaandlisis, donde se ha comparado diferentes proporciones de
proteina, por ejemplo 15-30 % valor total de la dieta en forma de proteina, y se observé como una
ingesta superior de este macronutriente mejoré el peso corporal, los niveles de glucosa e insulina en
ayunas (147). Es por ello que la ADA hace hincapié, en sus recomendaciones, el incrementar el consumo
de proteina por su efecto estimulador de la insulina, excepto en el caso de personas con enfermedad
renal diabética (con albuminuria y/o reduccién de la filtracion glomerular que debera mantenerse la

cantidad de 0,8 g/kg peso por dia (148).

3.2.1.2.3. Grasas
En el caso de las grasas, parece ser que una distribucion aceptable de grasa total para cualquier adulto,
incluidos pacientes con DM, estaria entre el 20-35 % del valor calérico total diario. Sin embargo, ciertos
patrones de alimentacidon que remplazan ciertos alimentos con HC con aumento de la grasa han
demostrado mayores mejoras en la glucemia y ciertos FRCV como el c-HDL y TG, en comparacién con
dietas bajas en grasas. Pero la evidencia apunta a que, mas alla de la cantidad, es mas importante el
tipo y calidad de la grasa, en su influencia sobre las ECV (149). Ademas, es importante reducir la ingesta
de grasas sintéticas tipo trans, mientras que grandes estudios epidemioldgicos han encontrado que el
consumo de grasas poliinsaturadas, especialmente los acido graso omega-3, estan asociados con un
menor riesgo de DM2. La suplementacidn con estos acidos grasos en prediabetes ha demostrado cierta
eficacia sobre la mejora de los niveles séricos de TG, de glucemia, la capacidad de secrecion de insulina

y la funcién endotelial (145).

3.2.1.3. OTRAS RECOMENDACIONES DIETETICAS EN LA DM2

3.2.1.3.1. El consumo de alcohol en la DM2
El consumo elevado y constante de alcohol puede resultar perjudicial el manejo terapéutico de un
paciente con DM2 (150). Sin embargo, diferentes estudios epidemioldgicos relacionan la ingesta

moderada de alcohol hasta 1 bebida/dia en mujeres (15g alcohol/dia) y hasta 2 bebidas/dia en hombres
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(30g alcohol/dia) con efectos beneficiosos a nivel cardiovascular e incluso un menor riesgo de padecer
DM2 (151). Este hecho ha sido atribuido al consumo regular de bebidas fermentadas, como vino o
cerveza, dentro de un estilo de vida saludable y sin contraindicaciones especificas (151).

La cerveza es una bebida resultante de la fermentacién alcohdlica que contiene malta de cereal y
[Upulo. Esta compuesta por mds de un 90% de agua, HC y alcohol. Es producto que procede de la
fermentacién de cereales, y por tanto aporta vitaminas del complejo B, sobre todo folato y colina asi
como pequefias cantidades de minerales, como el potasio, fédsforo, magnesio y calcio (151, 152). Cabe
destacar su importante aporte de diferentes polifenoles, como flavonoides y dacidos fendlicos,
responsables del sabor, aroma, astringencia y turbidez caracteristicos de la cerveza. Estos compuestos
bioactivos muestran diferentes actividades bioldgicas demostradas, como efecto antioxidante,
antiinflamatorio, estrogénico y antiviral, por lo que se han asociado con acciones beneficiosas a nivel
cardiovascular (151). Es importante dejar claro que los beneficios descritos asociados a bebidas como
la cerveza o el vino, dependen del patrén de consumo regular y moderado, asi como de las variaciones
que puedan suceder en funcién de la edad, sexo, genética y uso de farmacos/suplementos (153).

En la DM2 el consumo de alcohol estd limitado debido al elevado aporte en HC, principalmente
maltosa y alcohol (152). Los HC de la cerveza, provienen principalmente de la maltosa y confieren un
alto IG, en torno a 119. Un alto IG de los alimentos induce una elevada y rdpida absorcion de los mismo
y, como resultado, una respuesta metabdlica postprandial con efectos fisioldgicos perjudiciales. Una
alternativa adecuada seria la cerveza sin alcohol. La cerveza sin alcohol es una bebida no alcohdélica que
contiene los mismos componentes bioactivos que una cerveza habitual, con la Unica excepcion del
alcohol. En cuanto a la composicién de los compuestos bioactivos potencialmente beneficiosos se
mantienen a pesar del proceso de la eliminacion del alcohol, al igual que se mantiene el alto IG. Si
comparamos el IG que tiene una cerveza estandar con alcohol frente a una cerveza sin alcohol es de
119y 80, respectivamente, por lo que sigue siendo un valor elevado.

Recientemente, un estudio de intervencidn realizado en sujetos con DM2 y sobrepeso u
obesidad (152), estudio el efecto del consumo de una cerveza sin alcohol, en la que se sustituyd su
composicion habitual de HC por isomaltulosa y una dextrina resistente, en las dos principales comidas
del dia, demostrando una mejora de la RI, en comparacién con una cerveza sin alcohol con composicion
estdndar. Este hecho sugirié que una cerveza sin alcohol con composicién modificada de los HC podria
formar parte de una dieta saludable al mejorar el control de la glucemia. Los mecanismos responsables
de este efecto pudieron incluir la modificacidn de la respuesta glucidica de los HC ingeridos en la comida

junto con el consumo la cerveza sin alcohol, cambios producidos en la microbiota o un posible impacto
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de esta cerveza sobre mecanismos metabdlicos que regulan la saciedad o la respuesta insulinica a la

ingesta, como las incretinas (152).

3.2.1.3.2. El consumo de sodio en la DM2.
Las ECV son la principal causa de morbilidad y mortalidad, especialmente en las personas con DM2 y
donde la presién arterial es un FRCV modificable. La ingesta dietética de sodio juega un papel
fundamental en la regulacion de la presidn arterial. En poblacién general, consumir elevadas cantidades
de sodio en la dieta es algo frecuente a nivel mundial siendo casi el doble de la ingesta recomendada
diaria con el consecuente riesgo. Es por ello, que las recomendaciones establecidas por los organismos
de salud limiten la ingesta de sodio, especialmente en poblacién de alto RCV, como en el caso de
pacientes con DM2. En este sentido, la ADA recomienda una ingesta maximo de sodio 2300 mg por dia

para personas con DM2 (148).

3.2.1.4. PATRONES DIETETICOS
Los patrones dietéticos representan el conjunto de alimentos consumidos habitualmente y, como la
combinacion de estos, provoca un efecto sinérgico sobre la salud que puede prevenir o reducir el riesgo
de desarrollar una enfermedad (131). Como alternativa al uso de un Unico nutriente, se utiliza el analisis
de patrones dietéticos ya que permite conocer los efectos acumulativos que produce el conjunto total
de la dieta. Los patrones dietéticos que se han demostrado tener efectos protectores sobre los factores
de riesgo cardiometabdlico se caracterizan por un consumo frecuente de alimentos minimamente
procesados, como frutas y verduras, semillas o nueces, legumbres, cereales o granos integrales, yogur
y aceites vegetales (principalmente el aceite de oliva), y a su vez, un consumo limitado o restringido de
cereales refinados, almidones o azucares afiadidos al alimento, menor consumo carnes rojas y carnes
procesadas, por su elevado contenido en sodio y grasa afadidas. En resumen, los patrones saludables
o protectores aportan cantidades elevadas de fibra dietética y micronutrientes como vitaminas y
minerales y mayor proporcion de grasas insaturadas. La combinacién de estos componentes favorece

una menor carga glucémica y menor ingesta de sal como de grasas saturadas y trans (131, 154).

Los patrones dietéticos mejor estudiados son la dieta mediterranea tradicional y la dieta para
reducir la hipertensidn, denominada DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension). La evidencia ha
demostrados que la dieta DASH y DMed mejoran ciertos factores de riesgo cardiometabdlicos, reducen
el peso corporal a largo plazo y reducen el riesgo de complicaciones asociadas a estas patologias (131).

Los mecanismos observados que mejoran con los patrones dietéticos DASH y DMed son los niveles de
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presion arterial, la homeostasis de la glucosa-insulina, los niveles de lipidos y lipoproteinas plasmaticos,
asi como la inflamacién y el microbioma intestinal, entre otros. En concreto, la dieta DASH promueve
el consumo de frutas y verduras, los productos lacteos bajos en grasa y los cereales integrales y es
utilizada como intervencién dietética para reducir presion arterial y el riesgo de ECV (155). La DMed se
caracteriza por elevado consumo de alimentos de origen vegetal, que producen elevado aporte de fibra
dietética, asi como ingesta moderada de consumo de carne, huevo y pescado, y el consumo de grasa
con perfil mayoritario de grasas monoinsaturadas, y minoria de grasas saturadas. Los beneficios
cardiometabdlicos que aporta a la salud, asi como la reduccidon de RCV entre otros, estdn mas que
demostrados por numerosos estudios epidemioldgicos e intervenciones nutricionales. Ademas, se han
estudiado otros patrones dietéticos como el vegetariano o vegano, el bajo en grasa o bajo en HC. Los
estudios sobre la alimentacion vegana o vegetariana parecen mostrar resultados mixtos sobre la
glucemia y FRCV, pero con frecuencia se ha observado una mejora significativa en la pérdida de peso,
circunferencia de cintura, c-LDL y colesterol no HDL, pero sin efecto significativo sobre insulina en
ayunas, c-HDL, TG, y presién arterial (156). Algo similar sucede con los patrones bajos en grasa, cuyo
beneficio principal esta relacionado con la pérdida de peso. Sin embargo, el patrén dietético mas
estudiado en pacientes con DM2 es el patrén bajo en HC, mds concretamente el muy bajo en HC, se ha
demostrado que reduce la HbAlc, asi como necesidad de farmacos antihiperglucémicas (145). Existe
evidencia clara de cdmo una buena adherencia a la DMed ayuda a proteger contra ECV, inflamatorias
y metabdlicas, incluso enfermedades degenerativas crénicas, demostrando su efecto protector. Por el
contrario, los pacientes diabéticos, incluso obesos a su vez con un mal control glucémico tienen un
grado de adherencia muy bajo a la DMed, lo que conlleva unos inconvenientes relevantes como es un
mayor IMC, peor control glucémico asi como parametros bioquimicos andmalos, por ejemplo como
mayores niveles de HbAlc, CT, c-LDL y TG lo que provoca un aumento riesgo de ECV (157). En
consecuencia, ademds de fomentar la DMed como un patrén saludable en pacientes con DM2, es

importante conseguir una buena adherencia a la misma.

3.2.1.5. INFLUENCIA DE LA DIETA MEDITERRANEA SOBRE LA DM2

El patrén DMed engloba un conjunto de habitos dietéticos que producen un efecto sinérgico y
beneficioso para la salud, caracterizados por un alto consumo de aceite de oliva virgen extra como
fuente principal de consumo de grasa, consumo significativo y habitual de verduras, legumbres,
cereales, frutas y frutos secos, ademas del consumo moderado de aves, pescado y huevos y productos

l[dcteos como queso y yogur, asi como un consumo reducido de productos lacteos enteros y carnes rojas
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y un consumo moderado de vino o cerveza como fuente principal del consumo de alcohol (38). Dentro
de las recomendaciones de la ADA, la DMed se plantea como una alternativa eficaz a un patrén de
alimentacién con bajo contenido de grasas y alto contenido de HC para los pacientes con DM2, debido
a los beneficios demostrados sobre el control glucémico y la reduccién de los FRCV asociados a esta

enfermedad (142).

Los beneficios que aporta a la salud la DMed estdn demostrados a través de numerosos
estudios epidemioldgicos e intervenciones e incluyen mejoras sobre el control glucémico y los FRCV
(45,por medio de una mejora del IMC, la circunferencia de la cintura, los niveles de lipidos en sangre, la
presién arterial y marcadores inflamatorios en sujetos con DM2 (135, 158). Los mecanismos que
producen estos efectos beneficiosos parecen estar relacionados con los efectos indirectos asociados al
control o reduccién del peso, y a los efectos directos generados por el consumo de alimentos especificos
caracteristicos de este patrén dietético saludable, rico en nutrientes con beneficios para la salud, como
son los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (AGM-AGP), antioxidantes, y un elevado
consumo de fibra dietética o compuestos fendlicos, entre otros (159, 160). Estd establecido que un peso
corporal excesivo en particular asociado a un depdsito de grasa abdominal, da lugar a la progresion de
la RI, siendo uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de DM2. En esta linea, se ha
observado en varios estudios epidemioldgicos, la asociacién entre la adherencia a una DMed y los

indices antropométricos (38, 142).

Otro de los aspectos positivos es la combinacién de alimentos y nutrientes especificos que
aporta, como el alto consumo de frutas, verduras, legumbres, frutos secos, cereales integrales y aceite
de oliva, que conduce a una elevada ingesta de fibra dietética y antioxidantes, asi como el tipo de grasas
que se consumen que aportan principalmente AGM y AGP favoreciendo a su vez, la baja ingesta de
acidos grasos saturados (AGS) y trans (159). Esta combinacidn y sinergia de los componentes que
componen la DMed producen dos efectos claros, un efecto antiinflamatorio, la cual se ha asociado con
una disminucién de los biomarcadores de inflamacidn y altos niveles de adiponectina en sangre tanto
en sujetos sanos como con DM2 (161); y un segundo efecto, producido por la alta ingesta de
antioxidantes procedentes del importante consumo de alimentos vegetales, protegiendo del estrés
oxidativo (142, 162). Por ejemplo el aceite de oliva virgen extra protege del estrés oxidativo al disminuir
la activacidon de mediadores proinflamatorios y aumenta la biodisponibilidad del éxido nitrico con
accion vasodilatadora en el endotelio (163). Ademas, al ser rico en polifenoles y AGP, tienen efecto en
las respuestas antiinflamatorias del tejido adiposo, cuyo efecto positivo mejora la sensibilidad a la

insulina, disminuye la glucemia posprandial con impacto beneficioso sobre el control glucémico (108,
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163, 164).

Ademas, la alta variedad del consumo de frutas, verduras, cereales y legumbres que
componen la DMed, hacen que el consumo de fibra dietética sea elevado. La fibra dietética se define
como cualquier HC no digerible y lignina no degradada en el intestino grueso (165). Desde hace afios
se estudia la fibra dietética como uno de los tratamientos nutricionales de la DM2, debido a los
beneficios metabdlicos que produce su consumo, como reduccién de la absorcidn de glucosa,
disminucién de absorcion asi como modificaciones en la microbiota, etc. Se cree que el efecto
sinérgico de los compuestos fitoquimicos y las propiedades digestivas que aporta tanto la fibra
dietética y los cereales integrales, esté detras de los efectos beneficiosos en el tratamiento y la
prevencién de la obesidad y la DM, la reduccién de las ECV y la disminucién de la incidencia de ciertos
tipos de cancer (166). Recientemente, un metaanalisis concluyd que las dietas ricas en fibra, son un
componente importante del control de la DM, ya que provoca mejoras en el control glucémico, en los
lipidos en sangre, peso corporal e inflamacién, asi como en una reduccidn de la mortalidad prematura
global como cardiovascular. Estos beneficios no se limitaban a ningun tipo de fibra, ni al tipo de DM,
pero han mostrado como las mayores beneficios se producen sobre el control glucémico cuando se
pasa de un bajo consumo a un consumo moderado-alto, especialmente aumentar el consumo de 15 a
35 gramos de fibra al dia (167). Ademas, otro de los beneficios de la ingesta de altas cantidades de
fibra dietética es el aumento de la saciedad postprandial o reducir la sensacién de hambre,
consiguiendo mayores reducciones de peso. Por ultimo, el riesgo de desarrollo de ECV y
complicaciones asociadas aumenta en sujetos con DM2. Varios estudios han evaluado los efectos
beneficios de la DMed sobre el desarrollo de eventos CV y reduccidn del riesgo en sujetos con DM2,
mostrando mejorias significativas sobre los FRCV tradicionales, como presion arterial sistélica, niveles
de TG, la relacidn de CT, c-LDL y c-HDL, en sujetos que recibieron intervencion de DMed en
comparacién con sujetos con una dieta control (135). Cabe destacar el estudio PREDIMED, un ensayo
multicéntrico desarrollado en Espafia, que incluyd participantes entre 55-80 afios con alto RCV, pero
sin ECV previa, teniendo aproximadamente la mitad de los participantes DM2. Los participantes
fueron aleatorizados a una de tres dietas de intervencion: una DMed suplementada con aceite de
oliva virgen extra, una DMed suplementada con frutos secos o una dieta de control donde solo se
daban consejos para reducir la ingesta de grasas en la dieta (168). Los resultados del estudio
PREDIMED, mostraron que las dos DMed suplementadas con aceite de oliva y frutos secos, redujeron
en un 29% los eventos CV y esta reduccién fue similar en los sujetos con DM2 (135). Ademas, la

incidencia del sindrome metabdlico, DM, hipertensidn y cdncer de mama se redujo significativamente
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en las personas aleatorizadas al seguimiento de la DMed. Parece ser que una DMed con un aporte
inferior del 50 % de HC del valor caldrico diario de |la dieta, donde el contenido de HC refinados sea
bajo, alto contenido de fibra con un consumo moderado de grasas, principalmente con mayor aporte
de AGM, y un contenido moderado a alto de verduras y proteinas, seria un patrén dietético completo
(169).Todo ello junto a la adhesién de practicas saludables, y comunicacion global de la promocion de
los estilos de vida saludables pueden retrasar el proceso de enfermedades crdnicas, incluida la DM2

(135).
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3.2.2. INFLUENCIA DE LOS CARBOHIDRATOS SOBRE EL METABOLISMO GLUCIDICO Y
SU ROL CON LAS ENFERMEDADES CARDIOMETABOLICAS
Los HC son una parte esencial de nuestra dieta, junto con el resto de macronutrientes como grasas y
proteinas, y contribuyen aproximadamente a la mitad del total de la ingesta caldrica diaria (170), siendo
su calidad el factor principal que determina sus consecuencias metabdlicas. La calidad estd determinada
por diversos factores como su digestibilidad, la tasa de absorcidn, IG del HC, el nivel de procesado, la
presencia de grano entero o la matriz alimentaria completa, entre otros (171) (Figura 13).

A partir de la década de los 50, se empezd a tomar conciencia de la causalidad del azucar,
especialmente la sacarosa, con el aumento riesgo de caries dentales. Pero no fue hasta la década de los
afos 60, cuando los azucares simples fueron considerados una de las principales causas de obesidad,
DM2 y ECV (172). Diferentes estudios han demostrado que alimentos con HC de mala calidad, en
concreto aquellos ricos en almidones y azucares refinados, ultraprocesados y alimentos con bajo
contenido en fibra, promueven de manera clara el aumento de peso a largo plazo, contribuyendo a la
epidemia de obesidad y DM2, mientras que aquellos alimentos con HC de alta calidad como son frutas,
verduras ricas en fibra y sin almidones, legumbres y cereales integrales, reducen el aumento de peso a
largo plazo y reducen el riesgo de estos trastornos metabdlicos y sus implicaciones sobre la salud
cardiometabdlica (173-175). Los HC que se suelen consumir en la actualidad son muy diferentes a los
consumidos antes del inicio del siglo XX, ya que son HC altamente refinados. El proceso de refinado ha
modificado la composiciéon y la calidad de los mismos. El refinado aumenta la densidad calérica en un
10% y elimina nutrientes importantes como vitaminas y minerales, reduce el contenido en fibra
dietética en un 80%, pero también reduce la proporcién de proteinas aproximadamente en un 30%
(176). Este tipo de alimentos ricos en HC refinados parece ser la causa que altera y modifica los
mecanismos fisioldgicos como la saciedad, respuestas de glucosa-insulina, sintesis de grasa hepatica,
funcién de los adipocitos, el microbioma e incluso el gasto metabdlico. Por tanto, segun la evidencia
actual, no es tan importante la cantidad o la distribucién de macronutrientes (HC, grasas y proteinas)
en la dieta como la calidad de los alimentos consumidos, con especial relevancia a la calidad de los HC
(174, 175). Una dieta con alto contenido en HC refinados y de mala calidad se caracteriza por tener
elevada carga glucémica (CG) e IG, con una rapida digestibilidad y absorcién de los HC, induciendo
respuestas metabdlicas bruscas y exageradas (166), y esta asociada con un mayor riesgo de trastornos
metabdlicos (177-179). En el caso de la DM2, los factores que entran en juego en su desarrollo son
varios, pero destacan los factores dietéticos como uno de los principales elementos de desarrollo de

esta patologia, principalmente la ingesta de HC de mala calidad (179)
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Figura 13. Componentes de la calidad de los carbohidratos de la dieta
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Adaptada de Seal (180). Los alimentos ricos en HC con mayor proporcién en almidones de digestion lenta,
almidon resistente, oligosacdridos con potencial prebidtico y fibra dietética se consideran HC de mayor
calidad. Por el contrario, los alimentos ricos en HC con alto contenido de azticares libres, alto IG y elevada CG
tienen una calidad inferior. A los alimentos se les puede otorgar un indice general de calidad de HC, donde la
proporcién éptima de HC totales versus fibra dietética debe ser <10:1. Los alimentos pueden mejorarse
reduciendo el contenido de azucares libres en relacion con el contenido de fibra. Las tecnologias de

procesamiento pueden tener impactos tanto positivos como negativos en la calidad de los HC.
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Aungue no existe un consenso de cual es la proporcion especifica de HC en la dieta, las
recomendaciones dietéticas para reduccién del riesgo de obesidad y DM2 segin ADA (109), se
orientan sobre todo hacia la pérdida de peso a través de déficits energéticos (177-179) y consumir
alimentos con IG bajo (171, 181), ya que mejoran el control de glucémico global al reducir los niveles
de glucosa en sangre en ayunas, Hb1Ac y péptido C urinario, pero también se regula el peso corporal
y promueve el control del apetito (181-185). En esta linea, la evidencia ha demostrado como las
dietas con alto IG se asocian con un aumento del riesgo desarrollo de DM2, ECV y de la mortalidad
(186, 187). El riesgo de DM2 en los individuos con dietas con alta CG y menor consumo de fibra es 2,5
veces mayor que aquellos sujetos con la dieta con mayor cantidad de fibra y una CG mas baja (188).
También, un reciente metaanalisis (172) demostrd la posible relacion causal entre la dosis-respuesta
de ingestas elevadas de fibra con la reduccidn de incidencia de enfermedades no transmisibles como
la DM, asi como de la mortalidad por todas causas (172, 188). Ademds, en EEUU se ha demostrado la

asociacion entre el consumo de HC refinados, como el jarabe de maiz, con la obesidad y DM2 (176).

3.2.2.1. TIPOS DE CARBOHIDRATOS

Los HC de la dieta, tras ser digeridos, proporcionan fundamentalmente moléculas de glucosa, ademas
de pequenfias cantidades de fructosa y galactosa como sustrato energético. Fisiolégicamente, todos los
azucares absorbidos de la dieta, se transforman en el higado en intermediarios del metabolismo de la
glucosa, Unico HC circulante. Cuando la glucosa circulante no satisface las necesidades energéticas, el
organismo puede sintetizar glucosa a través de otros compuestos como otros azlcares o aminoacidos.
Para clasificar o definir los tipos de HC existentes, existen varias formas.

Desde una visién mds simple, los HC se pueden separar en dos grupos bdsicos en funcién de su
digestibilidad en el tracto gastrointestinal. El primer grupo definido como HC no estructurales,
polisacaridos no fibrosos o HC simples, entre ellos se encuentran los azlcares simples como glucosa,
lactosa, sacarosa, fructosa, etc, y se hidrolizan mediante reacciones enzimdticas y son absorbidos en el
intestino delgado. El segundo grupo, denominados HC complejos, formados por cadenas largas de
glucosas pero en este grupo también se encuentran los HC estructurales como la celulosa, hemicelulosa,
lignina, pectina y betaglucanos, que son resistentes a la digestion en el intestino delgado y producen
fermentacion bacteriana ubicada en el intestino grueso (166).

La digestibilidad o efecto nutricional de un HC depende del tipo de enlace que contiene la molécula.
Los HC con enlaces a presentes en HC formados por cadenas de glucosas se rompen facilmente en el

proceso de la digestion en monosacdridos aportando energia, mientras que los HC con enlaces R
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presentes en las fibras dietéticas o HC estructurales, son resistentes y mas dificiles de romper por las
enzimas digestivas, son no glucémicos, pero su aporte de energia se produce a través de la fermentacién
producida en el coldn por la microbiota intestinal (179, 189).

Desde una visién mas formal, los HC se pueden clasificar segun el grado de polimerizacién (nimero de
moléculas que componen la molécula) en: monosacdridos (compuestos formados por una sola
molécula), disacdridos (dos moléculas), oligosacaridos y polisacdridos (desde 3 hasta incluso 1000,
10.000) como almiddn, glucdgeno vy fibra dietética (celulosas, hemicelulosas, gomas y mucilagos) (175).
Los polialcoholes también son HC pero la gran diferencia con los anteriores es que son sintetizados al
industrialmente mediante hidrogenacion de los azucares (190).

Bajo la denominacion de azucares simples, se incluyen los monosacaridos (monémeros de glucosa,
fructosa y galactosa) y los disacaridos (dimeros de maltosa, sacarosa y lactosa), pero también algunos
oligosacaridos mas sencillos en la polimerizacién como la maltotriosa son considerados azlcares
simples (179, 189).

Monosacdridos: la glucosa y la galactosa son hexosas con un grupo aldehido en el carbono 1,
mientras que fructosa es una cetosa con grupo ceto en la posicidn 2. Entre ellos, la fructosa es el aporta
cualidades de dulzor mayores (191).

Disacaridos: cabe destacar La sacarosa o “azlcar de mesa” por su uso comun, esta formado por
enlaces a 1-2 entre una glucosa y una fructosa. La maltosa estd formada por dos moléculas de glucosa
unidas mediante un enlace a 1-4, se denomina “azlcar de malta”, y es importante destacar que es
obtenida de modo industrial por hidrélisis del almidén. La sacarosa o azucar comun, formada por la
unién de una glucosa y una fructosa; y la lactosa, es el disacarido de la leche se forma por la unién entre
una glucosa y una galactosa. Tras la digestion, una vez hidrolizados los disacdridos o polimeros mas
largos como almiddén, en monosacaridos son absorbidos en intestino delgado, excepto la lactosa pues
parte de ella es hidrolizada en colén. Generalmente, es en el intestino delgado es donde se produce la
hidrélisis final de los disacaridos mediante las diferentes enzimas digestivas, para posteriormente ser
absorbidos los monosacaridos. Destacar que tanto en el caso de los disacaridos como el del almiddn,
su digestién comienza en la boca a través de la amilasa oral, y a lo largo del aparato digestivo se produce
el resto de digestion (191).

Oligosacaridos: son compuestos formados entre 3 y 9 monosacdridos, incluso hasta 20, y todos
ellos tienen la caracteristica de ser solubles en agua. En este grupo existen numerosos HC, entre los
cuales los mas conocidos son la matriotriosa (presente en la cerveza) y rafinosa (presentes en

leguminosas y algunos cereales), ambas compuestas por tres monosacaridos; la verbascosa formada
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por cinco monosacdridos (presente en legumbres y otros vegetales). En este grupo se encuentran las
maltodextrinas, que se obtienen por hidrdlisis parcial del almidén. La maltodextrina suele estar
presente en férmulas lacteas o preparados alimenticios en forma de fructooligosacaridos y
galactooligosacaridos. Ambos HC se usan como prebidticos y estda ampliamente demostrado los
beneficios para la salud que producen al no ser digeridos completamente y ser preferiblemente
metabolizados por las bifidobacterias (192). Destacar que se también se encuentran en este grupo de
oligosacaridos, en forma de jarabes de glucosa y fructosa, los cuales son utilizados frecuentemente por
la industria alimentaria y derivan de almidén de maiz o de patata (191).

Polisacaridos: son un grupo muy amplio y variado de HC, pero destacar entre estos los
polimeros de glucosas, se encuentra el almidén y el glucdgeno, ambos son utilizables por el organismo,
pero también se incluyen los compuestos clasificados como “fibra dietética”, los cuales no son
utilizables directamente por el organismo, aunque si indirectamente a través de la flora intestinal. Este
grupo de compuestos clasificados como fibra dietética, comprenden un gran nimero de componentes:
celulosa y hemicelulosa, gomas, mucilagos, almiddn resistente, lignina, oligosacaridos, entre otros
componentes (191).

Destacar el almiddn por su presencia en una gran cantidad de alimentos naturales como en
alimentos preparados. Estd muy presente en alimentos vegetales como legumbres, patata y cereales,
entre otros a diferencia del glucéogeno que existe preferentemente en el mundo animal,
almacendandose a nivel hepatico y muscular. Esta formado por moléculas de glucosa y esta constituido
por dos tipos de polimeros, la amilosa con caracter lineal y la amilopeptina que origina ramificaciones
de hasta 1000 moléculas de glucosa. Ademas, el almidén es muy hidrosoluble, por lo que se almacena
con gran cantidad de agua, ocupando mucho sitio en las células y tiene una importante funcién de
reserva proporcionan glucosas con rapidez ante la demanda energética de la célula. Lo mismo le sucede
al glucdgeno, pero contiene mds amilopeptina con mayor nimero de ramificaciones (191).

La celulosa es un polisacarido formado de moléculas de glucosa, hasta 10.000 con enlace B 1-
4. Esta estructura es muy estable, por la organizacién de sus cadenas lineales, formando parte de las
paredes celulares de todos los vegetales y junto a sus propiedades quimicas hace que sean muy dificiles
de ser atacados sus enlaces por parte de las enzimas digestivas. Abunda especialmente en el salvado
de los granos, pero también en verduras, frutas, leguminosas, frutos secos. Las hemicelulosas, tienen
caracteristicas fisicas similares a la celulosa, pero son moléculas diferentes en composicién ya que son
polimeros de pentosas sobre xilosa y contienen ribosa y con menor nimero de moléculas. Las gomas,

mucilagos, agar, pectinas y otros derivados de azlcares, son compuestos con una gran capacidad
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gelificante, estan presentes en frutas sobre todo pectinas y en las leguminosas como gomas vy
mucilagos. Estos compuestos debido a su solubilidad en agua, son muy utilizados como emulgentes,
estabilizantes, espesantes o agentes gelificantes en productos comerciales. Como almiddn resistente
se incluye el almidén que no sufre ataque enzimatico en intestino delgado, siendo fermentado por la
microbiota en intestino grueso (193).

Polialcoholes o también denominados alcoholes de azucares: se obtienen de modo industrial
mediante hidrogenacion de los azucares. Entre ellos destacan, sorbitol presente en las frutas y que se
obtiene fruto de la hidrogenacidn de la glucosa. Se usa en productos dietéticos y para diabéticos ya que
no necesita insulina para su metabolizacién. Otros polialcoholes son el manitol (manosa), xilitol (xilosa),
inositol. Estos polialcoholes (sobre todo sorbitol, manitol y xilitol) se absorben por difusién pasiva mas
lentamente que la glucosa, y en grandes cantidades pueden pasar al intestino grueso y ser laxantes
(190).

Tradicionalmente se pensé que la longitud del polimero determinaba la tasa de digestion y de
absorcion, y como resultado el consiguiente aumento de glucosa postprandial en sangre. Sin embargo,
las investigaciones actuales no han mostrado ninguna relacién con esta hipdtesis de la longitud de la
cadena del polimero y la glucemia y/o insulinemia postprandial, habiéndose demostrado que la calidad
de los HC es la causa mas importante en el aumento del riesgo cardiometabdlico y la asociacidn entre

los HC refinados y el desarrollo de obesidad y DM2 (175, 194).

3.2.2.2. OTROS CARBOHIDRATOS DE INTERES: ISOMALTULOSA Y MALTODEXTRINA
RESISTENTE.
Los avances de la nutricién para promover la saciedad, ademas de aumentar el conocimiento de nuevos
mecanismos fisioldgicos y teniendo en cuenta el efecto deletéreo de un alto IG, y de la respuesta
posprandial asociada, se plantea la inclusién de HC con un mejor efecto fisiolégico, que los que estan
naturalmente presentes en algunos alimentos. Esto incluye HC que tengan menor IG, induzcan una
mayor saciedad o tengan un efecto beneficioso sobre la microbiota, entre otros. Dos de los HC usados
como suplementacion y sustitucién de azucares con alto IG, se encuentra la isomaltulosa y las dextrinas
resistentes (195), sobre todo en bebidas ricas en HC.

La isomaltulosa es un disacdrido natural no cariogénico que se encuentra en cantidades
minimas en la miel y esta compuesto de glucosa y fructosa (6-0 - a - D - glucopiranosil - D - fructosa).
La isomaltulosa es un isdmero estructural de sacarosa, aunque se diferencia en ésta en el enlace

glicosidico debido a la reordenacién de su estructura. Este tipo de enlace conlleva una disponibilidad
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completa para el organismo de este HC, pero con una absorcion lenta y una liberacion sostenida en
comparacion con la sacarosa (196). Tanto la isomaltulosa como la sacarosa se descomponen en glucosa
y fructosa y aportan el mismo valor calérico de 4 kcal/g. La isomaltulosa se utiliza en alimentos y bebidas
como ingrediente alimentario y para reemplazar otros azucares, pues tiene un IG de 32. Los productos
tipicos en los que se utiliza isomaltulosa como ingrediente incluyen bebidas deportivas, bebidas
energéticas, bebidas instantaneas, bebidas de malta, nutricion enteral, piensos, cereales para el
desayuno, barras de cereales, productos lacteos, productos horneados, glaseados y glaseados de
pasteleria y articulos de confiteria (p.ej., chocolates, gelatinas, etc) (196). En estudios experimentales
con animales, revelé como la isomaltulosa produjo una reduccién de la insulina y glucosa posprandial
y la liberacion de GIP comparada con sacarosa la cual produjo el efecto contrario. (197).

Otro de los HC utilizados como sustituto de azlcares de alto IG y por sus beneficios clinicos que
produce sobre la microbiota intestinal es la dextrina resistente. La dextrina resistente es una fibra
dietética soluble, ademds de prebidtico, que ha sido muy utilizado en productos alimenticios y bebidas
debido a su baja viscosidad y gran solubilidad en agua (198-201). La dextrina resistente es un
oligosacarido con enlaces a-1,4 y a-1,6 y procede del trigo o maiz (198). Ademas, resiste parcialmente
hidrélisis enzimatica en el tracto digestivo (198), donde aproximadamente el 15% se digiere en el
intestino delgado, el 75% se fermenta en el coldn, y sobre un 10% se excreta por las heces (201). Varios
ensayos clinicos han demostrado que la dextrina resistente mejora la Rl, el control glucémico, los

niveles de CT y la presidn arterial y modula la inflamacién (201, 202).

3.2.2.3. EFECTO DE LA FIBRA DIETETICA SOBRE LA RESPUESTA POSPRANDIAL
Segln los estudios realizados hasta la fecha han demostrado cémo una ingesta elevada de fibra
dietética esta inversamente relacionada con la presencia de obesidad, la DM2, el cdncer y las ECV (166).
En este sentido, el aumento de la ingesta entre 15 a 35 gramos por dia puede reducir la mortalidad
entre un 10 a un 48 %. También este aumento de ingesta de fibra dietética puede mejorar el control
glucémicoy el peso, los valores lipidicos y PCR, cuyos factores contribuyen sobre el riesgo de mortalidad
cardiovascular (167). Una de las caracteristicas del consumo de fibra dietética y cereales integrales es
el aporte de componentes bioactivos como almidones resistentes, vitaminas y minerales, fitoquimicos
y antioxidantes (compuestos fendlicos, carotenoides, lignanos, betaglucanos e inulina) (203). Se piensa
que el efecto sinérgico de estos compuestos fitoquimicos asi como las propiedades digestivas

generadas son el mecanismo causante de los beneficiosos que tiene la fibra dietética en el tratamiento
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y la prevencidn de la obesidad y la DM, reduccidn de la ECV y disminucién de la incidencia de ciertos
tipos de cédncer asi como en la reduccion de la mortalidad por todas causas (166).

Desde un punto de vista fisioldgico, la fibra dietética reduce la concentracidon de glucosa
plasmatica y provocan respuestas controladas de insulina, posiblemente debido al retraso o
disminucién de la absorcidn intestinal (165, 166). En el caso de la obesidad diferentes estudios han
demostrado la capacidad que tiene la fibra dietética para reducir o evitar el aumento del peso corporal.
Estos efectos se deben a varios mecanismos: en primer lugar, la fibra se fermenta en el intestino grueso,
favorece la secrecién de hormonas intestinales que juegan un papel fundamental en la induccién de la
saciedad y reducen la ingesta energética (204), como son el glucagén, GLP-1 y péptido Y (PY). En
segundo lugar, la fibra dietética puede disminuir la energia metabolizable aportada por la dieta, que se
estima como la energia bruta menos la energia perdida en las heces, orina y gases combustibles. En
este sentido, seglin aumenta la ingesta de fibra dietética, la ingesta de HC simples y/o absorcién rapida,
tienden a disminuir y asi como la digestibilidad de las grasas, que también se ve reducida (205). Este
mecanismo favorece a que parte de los HC y grasas sean eliminadas a través de las heces y su absorcion
disminuya, cuyo resultado es una menor energia metabolizada (166). Sobre el efecto que tiene la fibra
dietética sobre el IG y la DM, los estudios indican como un aumento del consumo de fibra dietética,
puede prevenir la DM2 si se reduce el IG y la CG, tal y como demostré Meyer y col. (206) y Schulze et
al. (207).

Existen discrepancias sobre el efecto que produce cada tipo de fibra, soluble e insoluble, pero
la mayor parte de las investigaciones demuestran una fuerte relacién inversa entre la fibra soluble y el
riesgo de DM2. La fibra dietética que mostré un mayor beneficio al respecto fue la procedente de
cereales integrales, en comparacién con la contenida en frutas y verduras (166). Entre los mecanismos
que generan estos efectos, la fibra insoluble produce un aumento de la velocidad del transito de los
alimentos a través del tracto gastrointestinal y disminuye la absorcién de nutrientes (208). Otro de los
mecanismos es que parece acelerar la secrecién inmediata de GIP. GIP es una hormona incretina que
estimula la liberacién de insulina posprandial (209) y regula la glucemia posprandial. En tercer lugar, la
fibra insoluble puede reducir el apetito, aumentando la saciedad con el resultado de una menor ingesta
de alimentos lo que favorece la disminucidn la ingesta calérica y el IMC (166). Por el contrario, la fibra
soluble (pectinas, gomas vegetales, fructanos tipo inulina y algunas hemicelulosas, asi como derivados
de frutas y legumbres), por la formacién geles viscosos produce un enlentecimiento en la digestion de
HC y menor absorciéon de colesterol, por lo que se reduce glucemia posprandial y los niveles de lipidos

sanguineos. Ademds, este tipo de fibra es un sustrato de la microbiota intestinal (166, 210). En este
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sentido, la fibra dietética (soluble e insoluble) induce la produccidn de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) a través de la fermentacion en intestino grueso, y se sabe que los AGCC reducen la respuesta a
la glucosa pospandrial. Los AGL son capaces de inhibir el metabolismo de la glucosa mediante la
inhibicién de los transportadores GLUT 4. En consecuencia, los AGCC contribuyen a disminuir los AGL
en suero y pueden reducir los niveles de glucosa en sangre a través de la competencia en tejidos

sensibles a la insulina (167).

3.2.2.4. INDICE GLUCEMICO Y CARGA GLUCEMICA
El IG, desarrollado por Wolster (79),es una medida sencilla y utilizada para caracterizar la respuesta
glucémica en la sangre que provocan los alimentos que contienen HC (80, 81). La evidencia sugiere una
relacidn directa entre la glucemia posprandial y la ECV o incluso mortalidad total en personas con DM?2
(211), pero también sin DM2. Ademas, es mds que evidente la asociacidn positiva entre un elevado I1G
dietético y un mayor riesgo de desarrollo de DM2. En este sentido, distintos ensayos aleatorizados,
ratifican el beneficio de dietas con alto contenido de HC de alta calidad como cereales integrales
(especialmente avena y cebada), legumbres o frutas, con bajo IG, baja CG y/o alto contenido de fibra
disminuyen los FR cardiometabdlico y se asocian con la pérdida de peso y la disminucién de la incidencia
de DM2, ECV y mortalidad cardiovascular. Por lo que indican que la calidad de los HC que se consumen
es mas importante que la cantidad HC (175). En consecuencia, toda la evidencia afirma y confirma que
reducir el IG y la CG en la dieta puede mejorar el control metabdlico tanto en el manejo como en la
prevencion de la DM2 (212).

El IG se obtiene calculando el drea incremental bajo la curva (AUC) de glucosa plasmatica
posprandial de un alimento de prueba, expresada porcentaje de una cantidad igual a 50 g de un HC de
referencia, que suele ser la glucosa (196, 211). El valor de IG de la glucosa es de 100, es por ello que se
considera estandar para la determinacién del IG. La clasificacién de los alimentos en funcién del IG en
la escala de glucosa, se establece en base a un valor numérico de 0 a 100, pero existen ciertos HC como
la maltosa que tienen IG superiores a 100 (IG maltosa 119). Si el método de IG es correcto se distinguen
entre HC con un IG bajo (IG £ 55) se digieren, absorben y metabolizan mas lentamente y conducen a
un aumento mas lento de la glucosa en sangre, que aquellos con un IG mas alto (IG > 70) cuya absorcion
y metabolizacién es mucho mas rdpida (171). Los alimentos con contenido en HC, generan una amplia
gama de efectos sobre la respuesta glucémica, donde algunos provocan un rapido aumento seguido de
un rapido descenso en las concentraciones de glucosa en sangre, mientras que otros muestran un

aumento prolongado y una disminucién prolongada lenta de la glucosa en sangre (213). Ademas, la
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medida del IG no es infalible, ya que un HC como la fructosa, que tiene un IG muy bajo, pero tiene
efectos fisiolégicos muy negativos. Diferentes ensayos controlados de intervencién dietética y
metaandlisis han asociado como un aumento en la ingesta de fructosa se asocia con mayores tasas de
obesidad y DM2, EC y ACV. Por otra parte, parece ser que proporciona un exceso de energia y ello
promueve el aumento de peso, dislipidemia, niveles elevados de acido Urico y EHGNA (211).

Los HC son el Unico macronutriente que aumentan directamente la glucosa en sangre tras su
absorcion, donde la calidad del HC consumido determina, de forma clave, la respuesta glucémica
posprandial. La respuesta glucémica es una respuesta fisioldgica normal que depende de la velocidad
de entrada de glucosa en la circulacién sanguinea, la cantidad de glucosa absorbida, la tasa de
desaparicién de la glucosa en la circulacion debido a su metabolizacidon por parte de los tejidos, y
regulacién hepdtica de la liberacidn de glucosa (214). En este sentido, granos refinados, patatas, pan
blanco y las bebidas azucaradas, entre otros, se han asociado con un mayor riesgo (215), mientras que
granos enteros, legumbres y granos minimamente procesados y frutas enteras, donde la matriz esta
intacta, se asocian con reduccidn respuestas glucémicas (167, 216). Estas diferencias se explican en
cierto modo en funcién de la calidad de HC, es decir, cémo el tipo de HC que se consume, afecta a la
hiperglucemia postprandial e hiperinsulinemia (217). Por lo tanto, muchos factores condicionan el I1G
de un alimento, desde la coccidn, presencia de fibra o con matriz intacta (por ejemplo, no es lo mismo
consumir la glucosa en una matriz liquida que sélida, donde las respuestas glucémicas son mucho mas
bruscas y parecen ser mucho menos saciantes) o la combinacidn con otros nutrientes como proteinas
y grasas (131, 211). Por lo tanto, cuando consumimos alimentos refinados estamos consumiendo HC
ricos en almiddn sin estructura y componentes que amortiglien el IG del alimento, facilitando la
hidrélisis de las cadenas de este almidén en glucosas libres que son rapidamente absorbidas y
provocando respuestas glucémicas incontroladas y exageradas (188, 210), (Figura 14).

El concepto de CG se utiliza como mecanismo para predecir la respuesta glucémica de una
comida, la cual tiene en cuenta el IG y la cantidad de HC disponibles en una porcién del alimento
ingerido (214). La CG se define como el IG multiplicado por la cantidad de HC existente en una racién.
La CG refleja mejor la respuesta glucémica posprandial de un alimento, pues aunque un determinado
alimento como por ejemplo la sandia que tiene un alto IG, aunque la realidad es que la cantidad de HC
que contiene una racién es muy baja, produciendo una respuesta posprandial muy atenuada. Este
marcador ha demostrado ser el mejor predictor de respuesta glucémica de la cantidad de HC en una

comida (218, 219).
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Figura 14. Caracteristicas definitorias de la calidad de los HC independientemente a los efectos

cardiometabdlicos sobre la salud.
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Adaptada de Mozaffarian D. (131). A) El contenido en grano integral basado en el molido, semiprocesado
o grano intacto (imagen superior izquierdo), incluido el salvado y el germen; B) contenido de fibra (imagen
superior derecha) basado en gran medida por el contenido de salvado; C) estructura de los alimentos
(imagen inferior izquierdo), en concreto, si el alimento es sélido o liquido (como las bebidas azucaradas); D)
respuesta glucémica (imagen inferior derecho), determinada por la cantidad y accesibilidad de almidon y

azucar.
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3.3. INFLUENCIA DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE LA DM2

La actividad fisica es un elemento esencial en el manejo de la DM junto con las modificaciones del estilo
de vida y el tratamiento farmacoldgico. A cualquier edad la realizaciéon de ejercicio fisico aporta
beneficios, ya que ayuda al control del peso, mejora la composicién corporal, aumenta el bienestar
fisico y psicoldgico, y mejora el control metabdlico global (212). En particular, a las personas con DM
aporta beneficios adicionales, como es la mejora en la tolerancia a la glucosa, aumenta sensibilidad a
la insulina, reduce el riesgo de aterosclerosis, reduce la presiéon arterial y mejora el estado

cardiovascular (220).

Antes de plantear o prescribir programas de ejercicio en personas con DM, es importante
evaluar su estado de salud, asi como las caracteristicas individuales para evitar posibles complicaciones.
A pesar de la evidencia demostrada en relacion a los beneficios de la actividad fisica , un ejercicio de
intensidad vigorosa puede presentar riesgos en pacientes con DM, como hipoglucemias, que pueden
ser graves, o problemas cardiovasculares. Por tanto, es importante establecer la monitorizacion o
control de la glucemia para adecuar la ingesta de alimentos y la terapia farmacoldgica a la frecuencia e

intensidad del ejercicio fisico (220).

3.3.1 BENEFICIOS DE LA ACTIVIDAD FiSICA EN LA SALUD DE LOS SUJETOS CON DM2

Los efectos positivos que tiene la actividad fisica se deben, principalmente, a la reduccién del peso
corporal y el IMC por mayor gasto energético, la mejora de la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a
la insulina, mejora el control glucémico, mejora del sistema cardiorrespiratorio, reduce el riesgo de ECV
y reduccién de la incidencia de nuevos casos de DM2 (221). A pesar de conocer los beneficios que
aporta un estilo de vida activo, principalmente en personas con DM, muchas personas que presentan
esta patologia son completamente sedentarias o no pueden aumentar su nivel de actividad fisica.
Siendo un entorno sedentario o poco activo un factor que favorece al desarrollo del sobrepeso y
obesidad en general, y la grasa depositada a nivel visceral en particular, y por ende el desarrollo de Rl y
DM2 (222). Ademas, un estilo de vida sedentario intensifica este riesgo de desarrollo de DM a través de
cambios en las vias de sefializacién de la insulina y cambios en la morfologia del musculo esquelético

que conducen a un empeoramiento de la Rl (223).

Diferentes estudios han analizado los efectos de la actividad fisica sobre la RI. Entre los

resultados encontrados, en el estudio de un programa de ejercicios con intensidad moderada durante

82



Manejo terapéutico de la Diabetes Mellitus tipo 2 Introduccion

7 dias mejoré la tolerancia a la glucosa sin que se produjeran cambios en el peso corporal, ademas
disminuyd los picos de insulina pre y postprandial en personas con DM y con TG. Otro de los efectos
observados, es como el ejercicio, especialmente el aerébico, se asocia con mejoras en la tolerancia a la
glucosa y sensibilidad a la insulina debido a que se produce un aumento de la capilarizacién en el
musculo esquelético, lo que favorece la absorcidon y utilizacidn de glucosa por el muisculo esquelético e
incluso favorece la disminucién del peso corporal (222). Un metaanalisis reciente evalué datos de varios
ensayos clinicos sobre los efectos del ejercicio estructurado y programado en personas con DM2,
mostrando que el ejercicio reduce los niveles de HbAlc independiente al efecto del peso corporal.
Ademas, existe una relacion directa entre la realizacion de actividad fisica de modo regular durante

largos periodo de tiempo y la mejora el perfil glucémico, capacidad cardiovascular y el IMC (224).

3.3.2 RECOMENDACIONES DE ACTIVIDAD FiSICA EN SUJETOS CON DM2

Diferentes sociedades cientificas, recomiendan que la actividad fisica debe aumentar progresivamente
en intensidad, frecuencia y/o duracion hasta poder realizar al menos 150 min/semana de ejercicio de
intensidad moderada (212), por ello es fundamental individualizar la prescripcion de los ejercicios a
realizar por los sujetos con DM2, segun el estado de salud, los objetivos individuales, asi como su estado
fisico o la respuesta a la actividad fisica. Los tipos de entrenamientos recomendados en sujetos con
DM2 se incluyen ejercicios aerdbicos, ejercicios de fuerza o resistencia, ejercicios de intervalos de alta

intensidad (HIIT) y ejercicios de flexibilidad (225).
3.3.2.1. Entrenamiento aerdbico

El ejercicio aerdbico se caracteriza por el movimiento continuo, ritmico y repetido donde se involucra a
grandes grupos musculares, como por ejemplo el ciclismo, el baile, el senderismo, el trote o running, la
natacion o incluso caminar (221). El efecto que produce el ejercicio aerdbico, es la activacidn de la
glucdlisis la cual produce ATP y lactato. En personas con diabetes las actividades aerdbicas mejoran la
sensibilidad a la insulina, la funcién cardiorrespiratoria asi como la funcidn inmunitaria, pero ademas
se asocia con reduccion del riesgo de ECV y mortalidad por todas causas (226). En concreto, los efectos
beneficiosos en la DM2, es la reduccidn de las cifras de presidon arterial, mejora de la Rl y un mejor
control glucémico por reduccién de las cifras de Hb1Ac. Ademas, mejora el volumen de oxigeno maximo
del gasto cardiaco y esto se asocia con reduccién del RCV y mortalidad general en pacientes con DM?2

(222, 227).
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Las recomendaciones generales mds actuales de la ADA sobre el entrenamiento aerdbico en
personas con DM2 deben duran al menos 30 min por dia y realizarse 3 a 7 dias a la semana. Una pauta
general seria completar 150 min/semana con una intensidad de moderada a vigorosa en 2 o 3 sesiones
a la semana, de modo continuo o en forma de HIIT (225, 227). El entrenamiento de HIIT, se caracteriza
por la realizacidon de ejercicio de series cortas e intensas con periodos de recuperacién intercalados
entre las series. Este tipo de entrenamiento tiene efectos cardioprotectores y metabdlicos cuando se
realiza durante 75 min/semana. Sin embargo, tanto un entrenamiento aerébico comun como la
modalidad de HIIT se recomienda realizar en pacientes clinicamente estables y que estén bajo
supervisién principalmente por la sensibilidad del sistema cardiorrespiratorio y alteraciones

metabdlicas ocasionadas a la realizacion del esfuerzo fisico (221, 228).
3.3.2.2. Entrenamiento de fuerza o resistencia

El entrenamiento de resistencia o fuerza ha ganado reconocimiento, en las dos ultimas décadas, como
un ejercicio adecuado para personas con DM2. Este tipo de entrenamiento implica movimientos donde
se utilizan pesas libres, maquinas de pesas, ejercicios de peso corporal o bandas eldsticas de resistencia

(221).

Los beneficios que aporta este tipo de entrenamiento es un aumento la masa muscular, y con
ello la fuerza pero también se obtienen mejoras en la funcién fisica, mental y cardiovascular, la
sensibilidad a la insulina y el metabolismo lipidico (229). Las recomendaciones para las personas con
DM?2, establecen la realizacion de ejercicios de fuerza o resistencia 2-3 dias/semana con una intensidad
que permita la realizacion de 10-12 repeticiones y con descansos intercalados y variando las diferentes

modalidades de este tipo de entrenamiento.
3.3.2.3. Entrenamiento combinado de ejercicios aerébicos y de resistencia

Segun la ADA, las recomendaciones actuales parecen dirigirse hacia esta modalidad de ejercicio
combinado, ya que parece ser mas eficaz para controlar la glucosa y los lipidos en la DM2 (212, 228). El
estudio desarrollado por Cuff y cols. evidencié como la realizacién de un entrenamiento combinado de
ejercicios aerdbicos y de fuerza produjo un aumento significativo de la captacion de glucosa mediada
por insulina en comparacidon con la realizacidn solo ejercicio aerdbico, lo que refleja una mayor
sensibilidad a la insulina. Por su parte, Balducci y cols. demostraron que el entrenamiento aerdbico y
de resistencia combinado mejord notablemente la HbAlc, en comparacion con el grupo de control, y

mejoro globalmente los FRCV (221).
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3.3.2.4. Entrenamiento de flexibilidad y equilibrio

Los ejercicios de flexibilidad mejoran el movimiento de las articulaciones debido al estiramiento
producido, y los ejercicios de equilibrio mejoran la marcha y el estado de general equilibrio. Por ello, se
recomienda realizar ejercicios de flexibilidad y equilibrio 2 0 mas veces a la semana y, especialmente,
en personas mayores que tengan neuropatia periférica, donde la movilidad articular como muscular
esta reducida (222). Los beneficios de los ejercicios de flexibilidad y equilibrio, se ha visto que no afectan
al control glucémico ni a la mejora de la respuesta de la insulina, lo que no deben sustituir a ejercicios

aerdbico o de resistencia.
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4.1. REGULACION HORMONAL DE LA GLUCEMIA POSPRANDIAL Y DEL APETITO

El estado posprandial metabdlico y hormonal es un estado fisioldgico muy complejo, donde estdn
implicados multitud de factores que regulan los niveles de glucosa e insulina plasmaticos, entre otros
mecanismos (230). Entre los muchos factores que contribuyen en la regulacién de la glucemia
posprandial y del apetito, se incluye la composicién nutricional y cantidad de alimentos consumidos, la
velocidad del vaciado gastrico, y el IG, entre otros. Estos factores condicionan la respuesta fisiolégica
de las comidas y la liberacién de hormonas gastrointestinales, ambas con un papel clave en la
regulacién de la glucemia posprandial y otras respuestas metabdlicas, pero también sobre la regulacion
del apetito. Multiples investigaciones se han centrado, en los ultimos afios, en el estudio del
metabolismo hormonal que regula este complejo sistema (230).

Tras la ingesta de alimentos se produce la activacién de varios mecanismos neuroendocrinos,
por medio de un complejo sistema de retroalimentacidn bidireccional entre el tracto gastrointestinal y
el cerebro, denominado “eje intestino-cerebro”. El intestino informa del estado de nutricidén existente
al sistema nervioso central (SNC), mediado por el nervio vago, las células enteroendocrinas y el sistema
nervioso entérico (231). Tras una comida, los nutrientes pasan al estdmago e intestino, y varias
hormonas gastrointestinales son liberadas, como grelina, PY o GLP-1, entre otros. Estos péptidos y otras
sefiales, actlan contribuyendo al proceso digestivo, principalmente sobre el vaciado gastrico o
motilidad, incluso algunos actian como mediadores de sefiales a corto plazo sobre el mecanismo del
apetito. La modulacidon de la disminucion del apetito, se lleva a cabo por una regulacién bilateral entre
péptidos orexigénicos o anorexigénicos (232), secretados en parte por la seiial que producen los
nutrientes en el tracto digestivo. Por lo tanto, el tracto gastrointestinal se considera parte esencial en
la homeostasis posprandial de la glucosa y en el mecanismo de la saciedad tanto a corto como a largo
plazo, (Figura 15) (233).

Como hemos comentado antes, uno de los factores que contribuye en la regulacién
metabdlica, es el propio efecto saciante que tienen ciertos alimento. La composicién de los
macronutrientes de la dieta desempefia un papel importante sobre la saciedad y secrecién de
hormonas (234). El contenido de proteinas, grasas, fibra, asi como el volumen ingerido de comida, y el
IG determinado por la calidad de los HC, determinan estas propiedades saciantes de los alimentos e
influyen directamente sobre las repuestas glucidicas posprandiales vy secrecion de hormonas
gastrointestinales (172, 173). Estd bien demostrado como un alimento con |G bajo tiene una capacidad
menor para elevar la glucosa posprandial, mientras que los alimentos con IG alto elevan rapidamente

la glucosa en sangre. Ademas, los alimentos con IG bajo producen mayor saciedad, mientras que los
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alimentos con IG alto se asocian con mayor sensacidon de hambre, aumento de los niveles de insulina y

mayor ingesta de energia (173, 211, 235).

Figura 15. Regulacion del apetito de las hormonas gastrointestinales, “Eje intestino-cerebro”.
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Adaptada de Larder (233). Durante y después de la ingesta de alimentos, la secrecion de grelina disminuye
en el estomago, mientras aumenta la produccion de PY, GLP-1 y colecistoquinina (CCK) en a nivel
gastrointestinal ademds del aumento de los niveles de leptina por parte del tejido adiposo. Estas hormonas
informan al cerebro modulando la expresion génica de proteinas orexigénicas (proteina relacionada con
Agouti (AgRP), neuropéptido Y (NPY) y anorexigénicas (pro-opiomelanocortina (POMC), e inducen una
disminucion del apetito y mayor sensacion de saciedad reduciendo asi la ingesta caldrica. Durante el ayuno,
esta inhibida la liberacion de PY, GLP-1 y CCK a nivel gastrointestinal y niveles de leptina, sin embargo se
produce estimulo de la secrecion de grelina en el estomago y estos cambios aumentan la expresion del gen
anorexigénico y reduce la expresion del gen anorexigénico dentro del hipotdlamo, aumentando asi la

sensacion de hambre.
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En este sentido, ingerir HC junto a proteinas es capaz de modular la respuesta posprandial,
estimulando la secrecion de sustancias reguladoras del apetito, como GLP-1, induciendo un mayor
efecto saciante y una mayor y mas rapida secrecién de insulina, mejorando asi la respuesta posprandial.
De la misma forma, la grasa ingerida influye en la reduccién de la velocidad del vaciamiento gastrico, y
conduce a una mayor y sostenida elevacién del PY plasmatico y CCK, influyendo a su vez sobre la
reduccion del vaciado gastrico, y una mayor sensacion de saciedad (236). Varios autores concluyen que
la presencia de fibra dietética contribuye a la reduccion de la velocidad de vaciamiento gastrico y las
tasas de absorcidn de glucosa e, incluso, contribuye al estado de la microbiota intestinal. Esta, a su vez,
favorece la liberacidon de incretinas o hormonas gastrointestinales que contribuyen a la regulacién del
apetito y saciedad (237).

Las tasas de absorcion de glucosa estan estrechamente relacionadas con el IG de los alimentos
y a su vez, con el vaciado gastrico, donde el resultado de ambos factores (velocidad de vaciado géstrico
y tasa de glucosa) contribuye a desencadenar un patrén diferente de la respuesta posprandial, que a
su vez influye sobre la secrecién de hormonas gastrointestinales, incluida la secrecién y respuesta
moduladora de las hormonas incretinas (238). La entrada de glucosa en el intestino delgado induce un
bucle de retroalimentacion entre CCK, PY y GLP-1, que se secretan en el intestino en respuesta a la
exposicion a nutrientes. GLP-1y GIP inducen la liberacion de insulina y ademas GLP-1 inhibe la secrecién
de glucagén, lo que atenua las excursiones glucémicas posprandiales. Al mismo tiempo, la
concentraciéon de glucosa en sangre modula el vaciado gastrico, de modo que las elevaciones agudas
de los niveles de glucosa en sangre ralentizan el vaciamiento gastrico (los efectos son evidentes incluso
dentro del rango fisioldgico) y el vaciamiento se acelera durante la hipoglucemia, (Figura 16) (239).
Estudios recientes (234, 236) han determinado el impacto de los HC sobre la secrecién de insulina
postprandial puede variar de forma sustancial en funcién del tipo de alimento en el que estén
contenidos y junto con que alimentos sean consumidos en esa comida (234, 236). A pesar de toda la
evidencia existente, los mecanismos subyacentes de los efectos desfavorables de los alimentos con alto
IG sobre la salud no se conocen en su totalidad. Tradicionalmente, el efecto desfavorable de los
alimentos con alto IG ha sido atribuido a la hiperglucemia posprandial e hiperinsulinemia relacionada,
incluso al estrés oxidativo e inflamatorio (230, 238). En este sentido, las respuestas secretoras de
insulina que se inician por la hiperglucemia posprandial, se amplifican de modo importante por las
hormonas incretinas (230, 240). Tanto GLP-1 como GIP regulan el metabolismo de la glucosa, debido al
efecto estimulador en la respuesta de la secrecién de insulina dependiente de una carga de glucosa

oral, (Figura 16).
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Este “efecto incretina” se atribuye al hecho que cuando la glucosa oral llega al intestino, esta glucosa
estimula la liberacidon de estas hormonas incretinas y provoca el aumento de la secrecién de insulina
entre dos y tres veces mayor que en comparacion si se administrase una cantidad similar de glucosa
intravenosa (230, 241). Ademas del efecto hiperinsulinémico, las incretinas son responsables de la
regulacién del peso corporal, mantenimiento equilibrio energético, incluso debido a la expresidon de sus
receptores en multiples tejidos, tienen efectos periféricos y centrales contribuyendo a la fisiologia

humana (241).

Figura 16. Relacién entre el vaciado gastrico y la glucemia
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Adaptado de Phillips (239). La entrada de glucosa en el intestino delgado induce la secrecion de CCK, PY y
GLP-1 en respuesta a la exposicion a los nutrientes. GLP-1 y GIP inducen la liberacion de insulina y GLP-1
inhibe la secrecion de glucagon, lo que atenta las excursiones glucémicas posprandiales. Al mismo tiempo,
la concentracion de glucosa en sangre modula el vaciado gdstrico, de modo que las elevaciones agudas de
los niveles de glucosa en sangre enlentecen el vaciamiento gdstrico (incluso dentro del rango fisioldgico), y

se acelera durante la hipoglucemia..
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4.2. HORMONAS INCRETINAS

Existen dos hormonas incretinas conocidas con efectos importantes sobre la regulacién posprandial de
la glucosa y la saciedad: GIP y GLP-1 (241). Las hormonas incretinas son hormonas gastrointestinales
que se secretan y se liberan en el intestino, en respuesta a la ingesta de alimentos. La glucosa es uno
de los nutrientes que estimulan la secrecion de GIP y GLP-1. Sin embargo, otros nutrientes, entre ellos
los HC, como la sacarosa y almiddn, o TG e incluso algunos aminoacidos, también aumentan los niveles
de incretinas de manera mas lenta que los HC. Aunque hay que tener en cuenta que las proteinas son,
en general, un estimulo débil en comparacidn con los otros nutrientes comentados (241).

En ayunas, los sujetos sanos muestran concentraciones bajas de ambas incretinas, que
comienzan a aumentar tras la ingesta de alimentos, alcanzando sus niveles maximos una hora después
de la ingesta, para volver posteriormente a niveles basales. Una vez que se libera GIP y GLP-1, éstos se
unen a receptores acoplados a proteina G especificos de las células B, ejerciendo efectos amplificadores
sobre la estimulacién de la secreciéon de insulina dependiente de glucosa. Los receptores GLP-1 y GIP
se expresan en multiples tejidos y tipos celulares ademas de en las células 3, con importantes funciones.
Sin embargo, la vida media de GLP-1y GIP en circulacidn es corta debido a la enzima proteolitica ubicua

DPP-4 que rapidamente las inactiva (230, 238).

4.2.1 PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP-1)
GLP-1 es un pequeiio péptido de 29 aminodcidos, sintetizado por las células enteroendocrinas L
ubicadas principalmente en intestino inferior, aunque también se expresa en el sistema nervioso
central sobre todo en troncoencéfalo (230, 242). GLP-1 es secretado principalmente tras la ingesta de
HC, y en menor medida por las proteinas y las grasas presentes en cada comida. Diferentes estudios
indican que GLP-1 comienza a ser secretado antes de llegar los nutrientes al intestino donde estimulan
a las células secretoras de GLP-1, por un mecanismo dependiente del nervio vago y cuya magnitud de
secrecién esta directamente relacionada con el vaciamiento gastrico (239, 243). GLP-1 intestinal actua
como una incretina al reducir los aumentos de la glucemia posprandial debido a su gran poder de
estimulacion de secrecidn de insulina, debido a que inhibe la secrecién de glucagdn (238) e incluso un
determinante de este efecto es que ralentiza el vaciamiento gastrico (236). GLP-1 no solo mejora la
secrecién y sintesis de insulina dependiente de glucosa, sino que a nivel celular estimula la proliferacién
celular e inhibe la apoptosis células 3, mejorando asi la integridad de los islotes y la masa celular

pancreatica (238). Ademas GLP-1 es dependiente de leptina para inducir la saciedad (244).
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La desregulacion de la secrecidn o la sefializacion de GLP-1 pueden contribuir a una ingesta
caldrica excesiva, siendo un factor que contribuye en la patogenia de la obesidad. La eficacia de GLP-1
sobre el control glucémico, se ha observado que se reduce en individuos con Rl o DM2. La importancia
de todas estas acciones se ha visto amplificada por el uso en el tratamiento de la DM de farmacos
agonista de GLP-1, como la exenantida, que reduce los niveles de glucosa, asi como la ingesta de

alimentos, por su efecto sobre la saciedad y promueve la pérdida de peso (244).

4.2.1.1. Acciones extra pancreaticas de GLP-1.
Debido a la expresién del receptor de GLP-1 en multiples tejidos, (Figura 17), hace que GLP-1 actua en
diferentes tejidos. pero entre estas acciones GLP-1 juega un papel clave sobre el control fisioldgico de
la regulacién del equilibrio energético y del peso corporal, reduciendo el apetito y mejorando la
saciedad (238). Este efecto sobre la ingesta de alimentos favorece al balance energético negativo, tal y

como se ha observado tanto en sujetos sanos como en personas con DM2 (245).

Entre las diferentes acciones de GLP-1, se produce sobre el metabolismo de lipidos donde la
ingestion de grasas es un fuerte estimulador fisioldgico de la liberacion de GLP-1. Por otro lado, la
infusién de GLP-1 parece mejorar la lipemia posprandial, posiblemente relacionado con el
enlentecimiento del vaciado gastrico y la inhibicién de la lipdlisis mediada por la insulina, pero también
parece que existe implicaciéon por la reduccidon en la sintesis de apolipoproteina B-48. La
apolipoproteina B-48 es un componente de los quilomicrones, que transportan la grasa ingerida con la
dieta. Se ha observado cémo la administracidn de GLP-1 inhibe la produccién de apolipoproteina B-48,
y produce una reduccion de la liberaciéon de TG plasmaticos posprandiales (241). A nivel del tejido
adiposo, a pesar que existe controversia en la presencia del receptor de GLP-1, tanto GLP-1 como
exendina-4 estimulan la captacion de glucosa por los adipocitos mediada por la accién de la insulina.
Ademas GLP-1 estimula intensamente la lipolisis en los adipocitos del tejido adiposo abdominal,
especialmente en personas con obesidad grave pero no en la grasa subcutdnea abdominal de sujetos
sanos (246). A nivel del sistema cardiovascular también parece tener efectos protectores, debido a que
se ha demostrado que GLP-1 produce la vasodilatacién dependiente del endotelio especialmente en el
estado posprandial, aumenta la disponibilidad de éxido nitrico a nivel del endotelio vascular e inhibe la
produccidn de endotelina-1 (241). Uno de los efectos relevantes del uso de agonistas del receptor de
GLP-1 o GLP-1 sobre la funcion cardiaca, parece ser que atenua la isquemia del ventriculo izquierdo en

pacientes con EC después de una prueba de esfuerzo, y mejora la funcién ventricular en insuficiencia
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cardiaca, que se tratan de complicaciones cardiovasculares frecuentes en pacientes con DM2 (247).
Tres estudios (LEADER, SUSTAIN, REBOBINAR) han demostrado en personas con DM2 que el
tratamiento a largo plazo con andlogos de GLP-1 reduce la presion sanguinea, induce la pérdida de peso

y mejora la funcion endotelial (241).

Figura 17. Acciones de GLP-1 en tejidos periféricos
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4.2.2. POLIPEPTIDO INHIBIDOR GASTRICO (GIP)
GIP es un péptido de 42 aminoacidos es sintetizada en las células enteroendocrinas K, localizadas
preferentemente en el duodeno y yeyuno proximal, aunque se distribuyen a lo largo de todo el
intestino delgado en menor cantidad (238). GIP es secretada en respuesta a la ingestién de alimentos
como HC, especialmente glucosa, y grasas. El receptor de GIP se expresa en numerosos tejidos, de ahi
sus multiples acciones pleiotrdpicas (249), (Figura 18).

GIP contribuye al efecto incretina al igual que GLP-1, y sus efectos a nivel pancredtico son
similares a las acciones derivadas de GLP-1, con la diferencia de que no afecta a la secrecién de glucagdn
(249). En pacientes con DM2 el efecto incretina se encuentra disminuido. La expresion del receptor de
GIP en numerosos tejidos indica la multitud de acciones de GIP donde a nivel del sistema nervioso
central favorece la proliferacion de células neuronales progenitoras y tiene la capacidad de producir
modificaciones de los comportamientos relacionados con el mecanismo de recompensa, ubicado en la

via mesolimbica (249).

Figura 18. Acciones de GLP-1 en tejidos periféricos
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A nivel del tejido adiposo blanco, aumenta el almacenamiento de grasa por efecto directo, al unirse a
sus receptores localizados en el adipocito, pero también de modo indirecto, por su efecto sobre la
estimulacion a la insulina, que provoca incorporacién de acidos grasos a TG por la estimulacion de
insulina y favorece la sintesis de acidos grasos y su re-esterificacién. Debido al efecto nulo sobre la
secrecién de glucagdn se reduce la lipolisis (238). Otro de los efectos es que interviene en la
remodelacion ésea, aumentando su recambio y favoreciendo el depdsito del calcio ingerido en el
hueso. Solo a dosis supra fisioldgicas inhibe la secrecidén gastrica y, en el higado, atenua la produccion

de glucosa estimulada por glucagén (238, 249).

4.2.3. RESPUESTA DE GIP Y GLP-1 TRAS LA INGESTA
Los datos existentes en relacidn a la respuesta de GLP-1 y GIP tras la ingesta, es contradictoria. Varios
estudios han analizado el efecto de la ingesta, el tipo y la calidad de los HC que componen ciertos
alimentos, como el pan, sobre la secrecidn de estas hormonas incretinas. Entre estos estudios, un
estudio espafiol de Gonzalez-Antdn y cols. (250) indicd que los panes enriquecidos en fibra y a base de
cereales integrales disminuyen la secrecidn de GIP pero no GLP-1 cuando se comparan con pan blanco.
Otro estudio (251), demostrd que la ingesta de pan de trigo con diferente tamafio de particula
provocaba una respuesta de GLP-1 diferente ya que, tras el consumo de pan elaborado con harina y
85% de granos de trigo, se genera una menor respuesta de GLP-1, que tras el consumo de pan
elaborado con trigo harina combinada con salvado de trigo. Sin embargo, otros autores no han descrito
efectos diferenciales del consumo de trigo blanco o de pan con cereales integrales, a nivel posprandial
de GLP-1vy GIP. Esta amplia variabilidad en la respuesta depende probablemente del hecho de que los
HC ejercen un efecto diferente si se ingiere solos o en el interior de una matriz alimentaria como el pan.
Por lo tanto, parecen existir muchos factores, entre los que se encuentran las condiciones de
fabricacion, el tipo de cereales, estructura del almiddn, tamafio de particula del pan e inclusién de otros
ingredientes, que afectan las respuestas glucémica y secrecion de incretina. En general, la respuesta
glucémica posprandial (niveles de glucosa e insulina) de un alimento se altera en presencia de otros
alimentos dependiendo de la cantidad y fuente de HC, y si son ingeridos en una comida mixta grasas y
proteinas ya sean solos o en combinacion. En este sentido, varios autores (252, 253) han analizado este
efecto, y concluyeron que tomar una comida mixta de proteinas y grasas combinadas o solas, antes de
una ingesta de HC (cargas de glucosa oral de 75 g) mejord la respuesta de glucosa e insulina, y redujo
las tasas de absorcidn en tracto gastrointestinal, destacando que este efecto fue mayor en sujetos con

intolerancia a la glucosa y DM2. Otro estudio (253) analizd los efectos del consumo de grasas (aceite
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de oliva) 30 min antes de una comida rica en HC (puré patata) donde observaron que redujo
notablemente las tasas de vaciado gastrico y atenud los aumentos posprandiales de glucosa, insulina 'y
GIP, mientras que la secrecién de GLP-1 fue mayor después de la comida de HC en sujetos con DM2
(253). Como comentan los autores, la estimulacién de GLP-1 podria haber contribuido a la reduccién
de la glucemia debido al enlentecimiento del vaciado gastrico y por el estimulo de la secrecién de
insulina, por su efecto secretagogo. Otro aspecto importante, es el orden en que se consumen los
macronutrientes en una comida mixta. Shukla y cols. (254), concluyeron que cuando se consumen en
dieta isocaldrica en este orden proteinas y grasas y por ultimo los HC, la respuesta posprandial
mostrada como AUC disminuye la glucosa e insulina en un 73 % y un 50 % aproximadamente
respectivamente, y otro estudio analizo el orden de consumo de verduras, proteinas seguido del
consumo de HC, y observaron la mejora o atenuacion de la respuesta glucémica pero ademas un
aumento los niveles de GLP-1 cuando se consumia en este orden, en comparacion si se tomaba primero
el HC, la proteina y la verdura. En consecuencia, la fibra dietética parece contribuir en la mejora de la
respuesta glucémica posprandial cuando se consume primero. Estos datos sugieren que el tipo y la
secuencia de nutrientes son reguladores clave de la hiperglucemia posprandial por una variedad de
mecanismos que involucran vaciamiento gastrico, absorcién intestinal de glucosa, liberacién de
incretinas y secrecidn de insulina y accidn (237). Ademas, otros factores pueden influir en la liberacidn
de hormonas gastrointestinales, son los productos generados por la microbiota del intestino durante
la fermentacién de la fibra dietética o prebidticos , como sucede con los AGCC y que pueden estimular

la secrecién de GLP-1 (238).

4.2.4. EFECTO DE LA ISOMALTULOSA Y SECRECION DE HORMONAS INCRETINAS.
En sujetos sanos, la isomaltulosa es hidrolizada completamente pero a velocidad mas lenta que la
sacarosa lo que determina tasas de absorcidn de glucosa y secrecion de insulina mas lentas en sangre
en comparacion con la sacarosa. Los monosacaridos resultantes de la hidrélisis de la isomaltulosa,
glucosa y fructosa, se absorben completamente en intestino delgado, sin llegar a intestino grueso y de
este modo, no afectando al microbioma intestinal y por tanto, no afectando a las respuestas glucidicas
posprandiales dependientes de la microbiota (238). Dadas estas caracteristicas de la isomaltulosa, es
clave para investigar la cinética de la secrecidén de incretinas en respuesta al IG de los alimentos. En
este sentido, varios estudios han demostrado como cargas de isomaltulosa producen respuesta
glucémica menor en los niveles de glucosa e insulina, asi como los niveles de glucagdn y la secrecidn

total GIP siendo significativamente inferiores con isomaltulosa que con sacarosa (255). Por el contrario,

95



Regulacion hormonal de la glucemia posprandial y del apetito Introduccion

los niveles de GLP-1 fueron significativamente mas altos con isomaltulosa que con sacarosa, asi como
glucosa y niveles de insulina a los 120 min. Estos mismo resultados fueron demostrado en varios
estudios con sujetos con DM2 (256, 257). Keller y cols.(258) informd que las bebidas azucaradas con
isomaltulosa (con un 50% fructosa) producen una liberacién significativamente mayor de GLP-1 en
comparacion con la ingesta de maltodextrina-sacarosa (con un 12,5% de fructosa), sin embargo, se ha
demostrado que la respuesta de GLP-1 es menor después de la ingesta de fructosa pura en
comparaciéon con una misma carga de glucosa equicaldrica. Este hecho parece depende de la
degradacion mas lenta del enlace glucosidico-1,6 de la isomaltulosa y en consecuencia, llega una mayor
proporcién de glucosa retardada a la parte distal del ileon donde las células L secretan GLP-1 (258). Por
lo tanto, los HC de bajo IG, como bebidas suplementadas con isomaltulosa; se caracterizan por una baja

ingesta posprandial, niveles menores de GIP y aumento de las concentraciones de GLP-1 (238).
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4.3. OTRAS HORMONAS REGULADORAS DEL ESTADO POSPRANDIAL Y DEL APETITO.

En respuesta a los alimentos y a través de mecanismos de retroalimentaciéon estrechamente
coordinados por el SNC, el tracto gastrointestinal segrega varios péptidos que regulan su la funcién
motora y capacidad de absorcidn, pero también la regulacion de los estados de hambre y saciedad, y
secrecién de hormonas reguladoras del metabolismo como: insulina-glucagén, grelina, GLP-1, GIP, PY,

PPy leptina, entre otras (237).

4.3.1.INSULINA
La insulina es una hormona peptidica anabdlica que ejerce multitud de efectos en diferentes tejidos
diana (42). La insulina se sintetiza inicialmente como pre-proinsulina, que madura al modificar su
conformacion en el RE, para convertirse en pro-insulina. Esta pro-insulina se trasloca desde el RE hacia
el AG y entra en forma de vesiculas inmaduras, convirtiéndose en péptido C e insulina (10, 44). La
insulina madura se almacena en forma de granulos hasta que se activa para ser liberada. La liberacién
de la insulina se produce cuando existen altas concentraciones de glucosa en sangre, aunque también
hay que tener en cuenta, que otras moléculas como aminodcidos, acidos grasos y otras hormonas
pueden inducir la liberacién de insulina (259). La insulina juega un papel principal en la regulacién de
la homeostasis de la glucosa, a través de sus efectos en tejidos sensibles a la insulina. Los niveles de
glucosa en sangre estdn regulados simultaneamente por las tasas de produccién de glucosa que se
producen preferentemente a nivel renal, y por las tasas de su eliminacidn de tejidos periféricos, sobre
todo por musculo esquelético. El tejido adiposo es un factor clave en este escenario, proporcionando
AGNE como combustible alternativo para el musculo esquelético, el higado, y rifiones cuando se
produce una reduccidn de los niveles de glucosa en sangre. Estos mecanismos se apoyan en la secrecion
de insulina para mantener el sistema metabdlico bajo estricto control. Los cambios en la secrecién y la
accion de la insulina estan coordinados por el SNC, regulando el mecanismo de apetito-saciedad, para
garantizar el sustrato apropiado a los tejidos para cumplir con las necesidades metabdlicas (237, 260).

En condiciones fisioldgicas, la insulina se produce en el pancreas por las células  y se libera
tras la ingesta de alimentos, pero solo unos pocos nutrientes provocan la secrecién por si mismos de
insulina, y son denominados iniciadores como la glucosa y leucina o fdrmacos como las sulfonilureas.
Otros nutrientes denominados potenciadores o amplificadores, como son la mayoria de aminodcidos,
acidos grasos, hormonas y neurotransmisores, requieren de un iniciador para producir la secrecién de
insulina (47). Niveles superiores a 70 mg/dL de glucosa plasmatica estimulan la sintesis y liberacion

pulsatil de insulina. Las comidas son uno de los principales estimulos que genera la liberacién de
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insulina y tarda entre dos y tres horas en volver a su nivel basal. Del mismo modo que la glucosa regula
lainsulina, lainsulina es el regulador mas importante para el equilibrio metabdlico de la glucosa. Niveles
bajos de insulina disminuyen la sintesis de glucégeno a nivel hepatico y muscular, reduciendo la
captacién de glucosa por los tejidos sensibles, aumentando a la vez, la lipolisis y la gluconeogénesis.
Por el contrario, niveles altos de insulina, provocan la captacion rdpida, el uso y el almacenamiento de
la glucosa por la mayoria de los tejidos del organismo, especialmente, musculo, tejido adiposo e higado,
e inducen la sintesis de glucdgeno, de proteinas, la lipogénesis, la regulacion de expresidn de ciertos
receptores en células sensibles a la insulina e inhibe la gluconeogénesis hepdatica (237).

La secrecidn de insulina es bifasica, formada por una fase inicial, fundamental para la regulacién
de la glucosa, y una segunda fase clave para mantener la inhibicién de glucagén y aumentar el
almacenamiento y utilizacidn de glucosa. La fase inicial de la secrecién de insulina logra la regulacidon
de la glucosa posprandial gracias a la via paracrina, que inducen una rapida inhibicidn de la secrecién
de glucagdn de las células pancredticas al inicio de la comida. El aumento de la relacidon
insulina/glucagdn, inhibe los efectos estimulantes del glucagdn en la produccion de glucosa por el
higado. En la segunda fase, transcurridos 30 minutos tras el comienzo de la comida, la insulina induce
una rdpida supresién de la lipdlisis, al inactivar la lipasa sensible a hormonas en el tejido adiposo,
disminuyendo asi los niveles de AGNE y glicerol en sangre. Este hecho es de gran importancia, ya que
La disminucién de los niveles de AGNE, median la supresién de produccidn de glucosa endégena en el
higado/rifién y el aumento de las tasas de glucosa utilizacién en el musculo. Ademas, la insulina es
esencial para la activacién de lipoprotein lipasa en el tejido adiposo y la eliminacién de TG del torrente

sanguineo después de la comida (237).

4.3.2. GLUCAGON

El glucagdn es una hormona peptidica de 29 aminoacidos secretada por las células a pancredticas en
una situacion de hipoglucemia. La secrecién de glucagdn estaba regulada inversamente por las
concentraciones de glucosa en plasma, lo que respalda su papel como una de las principales hormonas
reguladoras de la glucosa. En estado posprandial, los niveles de glucagén circulante son bajos, mientras
que, en un estado de ayuno prolongado o hipoglucemia, sus niveles aumentan hasta 3 veces (261).

El glucagdn esta codificado por pro-glucagdn, una proteina con 160 aminodcidos que deriva
del gen pre-pro-glucagdn (262). El glucagdn actua a través del receptor de glucagdn, un receptor
acoplado a la proteina G, que se expresa preferentemente en el higado. El efecto principal de glucagén

es aumentar las concentraciones de glucosa sanguineas por parte de higado mediante la estimulacidn
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de la gluconeogénesis y la glucogendlisis. Ademas, el glucagdn tiene efectos metabdlicos no glucémicos
que incluyen la modulacién de la ingesta de alimentos y la saciedad, efectos sobre el metabolismo de
los lipidos y sobre la secrecion insulina y el gasto energético. Los niveles de glucagdn plasmatico
aumentan después de la ingestidon de una comida mixta contribuyendo a la regulacién de la saciedad
y, por tanto, ha sido considerado como un posible tratamiento de la obesidad. Sin embargo, el valor
terapéutico del glucagdén para tratar la obesidad se ve obstaculizado por su propia naturaleza
hiperglucémica. Ademas, la hiperglucagonemia posprandial se ha asociado con la hiperglucemia y el
desarrollo de DM2. Una serie de estudios preclinicos y clinicos han demostrado que la inhibicién de la
sefializacion del glucagdn puede tener efectos beneficiosos sobre el metabolismo de la glucosa en

personas con DM2. Sin embargo, se han observado efectos adversos como aumento de la acumulacion

de grasa hepatica y aumento del c-LDL reportados para estos antagonistas en humanos (263).

4.3.3. GRELINA
La grelina es una hormona orexigénica secretada principalmente por células endocrinas ubicadas en la
mucosa del fondo del estdmago, células épsilon pancredticas, y también en otros tejidos como rifiones,
goénadas (264). La grelina juega un papel importante en la regulacion del apetito a corto plazo y se
caracteriza por aumentar su secrecion en el estado prepandial, para producir un rapido aumento de la
motilidad gastrointestinal, y por disminuir sus niveles en estado posprandial. La grelina alcanza sus
niveles mas bajos antes de que se cumpla una hora del inicio de la comida, y a medida que van
aumentando los niveles sanguineos de las hormonas intestinales. Su accidén orexigénica se basa en el
aumento del peristaltismo gastrointestinal y en reducir la secrecion de insulina dependiente de la
glucosa o estimular la secreciéon de glucagdn u otras hormonas contrarreguladoras, sin embargo, a
pesar del efecto sobre la estimulacion del apetito, se ha observado como en la obesidad, DM2 y el
sindrome metabdlico se asocian con concentraciones plasmaticas de grelina inferiores (264). En
humanos, parece que la cantidad de grelina se correlaciona inversamente con la adiposidad, ya que, en
sujetos obesos la concentracidn plasmatica de grelina es menor que la observada en individuos sanos
y estos niveles se restauran tras la pérdida de peso (265).

El efecto de la grelina sobre la homeostasis de la glucosa se controla mediante dos procesos
clave: a) através de la secrecidn de insulina por las células B; y b) por medio de la sensibilidad de insulina
de los tejidos periféricos. En este sentido, se sugiere que la presencia del receptor grelina en las células
B, tiene un papel regulador en la secrecidn de insulina, mediante un mecanismo de retroalimentacién

inversa entre la grelina y la insulina. De hecho, en una situacién de hiperinsulinemia, la insulina es capaz
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de suprimir las concentraciones de grelina circulantes, independientemente de los cambios en las
concentraciones de glucosa plasmatica. Esto ha sido confirmado en varios estudios, entre ellos Broglio
y cols., quienes demostraron que la administracidon aguda de grelina en personas sanas producian
aumentos rdpidos de los niveles de glucosa en sangre, seguido de una disminucion en los niveles de
insulina, independiente de hormona de crecimiento (266). Ademas, la grelina tiene otros efectos
bioldgicos: tiene capacidad de inducir la secrecién de la hormona del crecimiento, modula la actividad
cardiaca, regula el ciclo suefo-vigilia y el metabolismo de lipidos y glicidos. También se han
demostrado sus efectos estimuladores de la motilidad gdastrica y la secrecidn acida asi como efectos

anti-proliferativos y anti-apoptdticos en diversos tejidos (267).

4.3.4. LEPTINA
La leptina es una hormona anorexigénica sintetizada principalmente por el tejido adiposo, aunque
también es producida por otros tejidos, incluido estémago, musculo esquelético, glandula pituitaria y
glandula mamaria (268). Aunque la leptina inicialmente fue reconocida por su papel en la regulacidn
del mecanismo del apetito como un factor clave, ahora se conoce que estd implicada en una multitud
de funciones biolégicas, incluyendo la regulacion de la homeostasis de la glucosa (269).

Desde el aspecto fisioldgico, la leptina circulante inhibe la ingesta de alimentos, regula el
metabolismo mientras aumenta el gasto energético. Por otro lado, la disminuciéon de los niveles
séricos de leptina estimulan la ingesta de alimentos al mismo tiempo que disminuye la utilizacidn de
energia. La funcidn de la leptina esta regulada por su unidn con su receptor en los distintos tejidos
diana. La mayor parte de sus funciones, se deben a su accién sobre el SNC, en concreto en el
hipotdlamo en el nucleo arcuato (NArq), pero también se ha observado que se expresa en otros
tejido, entre ellos 6rganos digestivos. A nivel del SNC la leptina como hormona anorexigénica, inhibe
el apetito al contrarrestar la accidon de NPY.

La expresidn de la leptina en el sistema digestivo ha demostrado varias funciones entre
ellas, la regulacion del metabolismo de la glucosa y los lipidos (268). También a nivel del estdmago, la
liberacion de la leptina se produce por el estimulo del consumo de alimentos y hormonas
gastrointestinales como CCK, o la gastrina, entre otras, aumentando la actividad sobre el nervio vago
y contribuyendo al vaciado gastrico, y con ello a la saciedad. También modula funciones intestinales a
través de la accion que existe sobre el SNCy las sefales vagales, y se ha demostrado como aumenta
la absorcion de HC posprandial por una mayor expresion de los trasportadores de HC y GLUT-2 y

GLUT-5 asi como SGLT-1 activando las vias metabdlicas, que contribuyen a la captacién de glucosa.
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Ademas posteriormente a la ingestion de alimentos, la leptina reduce la liberacién de lipidos
plasmaticos al inhibir la apoliproteina A-1V, apoliproteina B-100 y apoliproteina B-48. Ademas
controla la homeostasis de la glucosa por la supresion de la gluconeogénesis y la lipogénesis de novo
hepatica y el aumento de la secrecidn de TG a nivel hepatico (268, 269).

Los niveles de leptina, aportan informacidn a los centros que regulan la homeostasis
energética, de las reservas de energia corporales existentes (264), cuya concentracion plasmatica es
proporcional a la cantidad de grasa corporal acumulada y su accion sobre las neuronas hipotaldmicas
para inhibir la ingesta de alimentos y aumentar el gasto de energia, lo que lleva a una reduccidn en el
peso corporal. Por lo tanto, la pérdida de accidon de la leptina tiene como resultado hiperfagia,
reduccion del gasto de energia y obesidad importante (269). La obesidad se ha asociado con un
estado de RI, donde los niveles de leptina circulante son elevados comparados con sujetos delgados.
Este estado de resistencia de leptina, se produce por la secrecién de leptina proporcional al acimulo
de tejido adiposo junto con la perdida de funcién de la leptina producida por incapacidad de los
receptores en los diferentes tejidos diana en los que actla de generar la sefializacidon adecuada en los
tejidos diana, principalmente en hipotalamo (270).

Ademas la deficiencia de leptina no solo conduce a la obesidad, sino también a DM2. Los niveles
de leptina e insulina estan directamente interconectados con el peso corporal y tejido adiposo (271),
ya que la leptina tiene un gran poder sobre la homeostasis energética por accion SNC, pero también
tiene efectos directos sobre la regulacion de secrecion de insulina por las células  (272). En el cerebro
tanto la insulina y la leptina inhiben el apetito, y es posible que la leptina produzca la R, al reducir la
accion de lainsulina o la sefializacion de la insulina en varios tipos de células (273). Ademds las acciones
directas e indirectas de leptina en los tejidos diana periféricos es posible que también contribuyan en

la homeostasis de la glucosa (y por tanto, contribuir a la DM2 (271).

4.3.5. NEUROPEPTIDO Y, PEPTIDO Y Y POLIPEPTIDO PANCREATICO
La familia de péptidos biolégicamente activos la forman NPY, PY y PP. Estos tres péptidos se expresan

III

en distintos niveles del “eje intestino-cerebro” (274). Esta familia de péptidos ejerce sus funciones a
través de cinco receptores de membrana acoplados a proteinas G, denominados Y1, Y2, Y4, Y5 e Y6,
que se clasifican segun su distribucion y su diferente afinidad por PY, PP y NPY (265). PY y PP se expresan
casi exclusivamente a nivel de sistema digestivo, mientras que NPY se encuentra en todos los niveles
del eje intestino-cerebro y regula la ingesta de alimentos actuando principalmente a través de los

receptores Y1 e Y5 (265).
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4.3.5.1. PEPTIDO Y (PY)

PY se sintetiza en las células L del intestino delgado distal, en colon y recto (236, 275), pero también
esta presente en estémago, pancreas y determinadas regiones del SNC (275). PY es una hormona
polipeptidica que inicialmente se libera como una molécula PY1-3¢) constituida por 36 aminodcidos, que
contiene un residuo de tirosina en cada uno de sus extremos. Sin embargo, el total de PY liberado,
aproximadamente un 40%, pierde sus dos aminoacidos iniciales por accién de la enzima DPP-4 y se
convierte en PY(3-36), siendo la forma activa y mayoritaria en circulacidon. PY(s.36 tiene una afinidad
mas especifica por los receptores Y2, distribuidos principalmente ubicado en el NArqg del hipotalamico,
el hipocampo, el intestino y el nervio vago (236, 265).

La secrecion de PY depende de la ingesta caldrica y de la composicion de los alimentos, y es
estimulado fundamentalmente por los lipidos, ya que estos producen una mayor y sostenida
elevacidn de PY en comparacion con la glucosa. Otros factores como las sales biliares, el acido
gastrico y la CCK, entre otros, parecen estimular su secrecién, mientras que la distension gastrica no
le afecta (265). Durante el ayuno, los niveles plasmaticos de PY se mantienen bajos y aumentan a los
15-30 min tras el comienzo de cada comida, alcanzando sus niveles maximos a los 60-90 min, y
permanecen elevados durante 6 h (236). Una vez es liberado a la sangre, el PY tiene multiples efectos
sobre sistema CV y renal (265). Ademas, contribuye a la regulacidn glucémica a través de varios
mecanismos, pero parece que no afecta a la secrecién de insulina (236) .En primer lugar, la secrecién
intestinal de PY(s.36) parece mejorar la sensibilidad a la insulina, producido por el aumento de la
captacién de glucosa en tejido muscular y adiposo, visto en estudios experimentales en ratones que
fueron alimentados con alto contenido de grasa durante una hiperinsulinemia. En segundo lugar, PY:-
36) molécula predecesora de PY (3.36), parece estimular el pancreas paracrino, mediante la proliferacién
de células de los islotes e inhibiendo la apoptosis de células B, mejorando asi la integridad celular que
regulaba el metabolismo de la glucosa (276). En tercer lugar, la disminucidn en el vaciamiento
gastrico producido por PY (3.35) parece conducir a reducciones en la glucemia. Curiosamente, comidas
mixtas en HC y en grasa parece producir una menor secrecion de PY en pacientes con DM2. Para
confirmar este efecto, Viardot y cols. compard sujetos con fuertes antecedentes familiares de DM2
emparejados en RI, edad e IMC con sujetos sin antecedentes familiares de DM2. Las respuesta de PY
a las comidas ricas en HC estuvo alterada en los sujetos con riesgo de DM2, lo que sugiere que la
secrecién defectuosa de PY puede estar relacionada causalmente con DM2 (236). Sin embargo, la
administracidn de PY a seres humanos no parece modificar las concentraciones circulantes de

insulina, leptina, GLP-1 o PP, aunque si inhibe la secrecidn de grelina. También se ha observado que la
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secrecidn de PY en respuesta a la ingestion de grasas depende en gran medida de la CCK (277). En la
obesidad, los valores de PY estdn reducidos respecto a los sujetos delgados. El PY exdgeno reduce el
vaciado gastrico al igual de GLP-1 y CCK (265), y es posible que su efecto anoréxico dependa del

balance energético general y la sefializacién de leptina (244).

4.3.5.2. PEPTIDO PANCREATICO (PP)

PP es una proteina de 36 aminodacidos, producida principalmente en las células PP del pancreas
endocrino, situadas en la periferia de los islotes de Langerhans del pancreas, aunque también se ha
detectado la expresion de PP en el pancreas exocrino y en regiones distales del tracto gastrointestinal
como el colon o el recto (265). Ademas, su secrecidn se ve favorecida por la CCK o grelina mientras que
la somatostatina la inhibe (274). Los niveles plasmdaticos de PP permanecen elevados hasta 6 h después
de la ingestion de alimentos y su secrecién estd fuertemente estimulada por comidas ricas en proteinas
y grasas, aunque también existe correlacién entre la secrecion de PP y las calorias ingeridas (278).

Dentro de los efectos bioldgicos que se le atribuyen se incluye la regulacion de la funcidén hepatica en
la produccidn de glucosa, el retraso del vaciamiento géstrico, la disminucién de la motilidad intestinal
y la reduccidn de la produccién de acidos biliares. El PP también parece tener efecto sobre el control
del apetito con respuesta anorexigénica. De hecho, el PP periférico actia como una seiial de saciedad
tanto en ratones como en humanos (278). La administracién periférica crénica de PP en ratones obesos

produce un menor incremento de peso y mejora la Rl y la dislipemia (265).

4.3.5.3. NEUROPEPTIDO Y (NPY)
El NPY es un péptido de 36 aminodcidos distribuido ampliamente en el cerebro, pero principalmente
se sintetiza en el NArqg. El NPY activa una gran cantidad de neuronas orexigénicas y anorexigénicas. Es
por ello que es considerado uno de los neurotransmisores mds importantes implicados en la
produccidn de hambre y saciedad, junto con la proteina relacionada con Agouti (AgRP). Agouti es un
potente péptido anorexigénico, clave en la modulacidn del balance leptina e insulina e integra una
variedad sefales neuronales nutrionales con regulacion del balance energético.

Ademas, el NPY disminuye la expresién de enzimas lipogénicas en el tejido adiposo, aumenta
la acumulacidn de grasa y disminuye el gasto energético. Por otro lado, el aumento de leptina y CCK,
estimulan a las neuronas anorexigénicas del NArg y estimulan la produccién de melanocortinas,
péptidos derivados de la molécula de pro-opiomelanocortina (POMC), mecanismo asociado con los

efectos de la leptina, por lo que se inhibe el apetito y aumenta la actividad del sistema nervioso
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simpatico, lo que reduce la secrecidn basal de insulina y en consecuencia controla el peso corporal
(274). EI NPY disminuye de forma proporcional a la concentracién de leptina y con niveles elevados de

insulina, y aumenta con niveles elevados de grelina, hormona del crecimiento y otros glucocorticoides.

4.3.6. ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS (AGNE)

Los AGNE o AGL son un importante sustrato energético para el organismo. A nivel endégeno proceden
de la hidrdlisis de los TG almacenados en el tejido adiposo, siendo el tejido adiposo subcutaneo su
principal fuente. Los TG intracelulares se hidrolizan mediante el proceso de lipdlisis y liberan AGNE a la
circulacidn, que son trasportados unidos a una albumina plasmatica hasta el 6rgano donde requiere
dicho sustrato energético. Ademas, una pequeiia porcidn de AGL son re-esterificados para formar de
nuevo TG en los adipocitos. La lipdlisis del tejido adiposo estd regulada por una serie de sefiales
hormonales paracrinas, como catecolaminas, y autocrinas donde la insulina es el principal regulador de
la produccién de AGNE, por su accién antilipolitica que inhibe rdpidamente la lipdlisis en el adipocito.
Sin embargo, la dieta es una de las principales variables fisioldgicas que inciden en la sefalizacidn
hormonal. De hecho, este puede ser el motivo principal por el cual las concentraciones de AGNE
disminuyen en estado posprandial, especialmente con la ingesta de HC, debido al aumento de la
concentracién de insulina, que pretender regular los niveles de glucosa posprandial, pero a su vez,
suprime la movilizacién de grasas por su accion antilipolitica (279, 280). Por el contrario, en estado de
ayuno las concentraciones de AGNE estdn en sus niveles mas elevados, asociado con niveles reducidos
de insulina y dependiente de las necesidades energéticas (279). Ademas, la regulacién hormonal se ve
modificada por intervenciones a largo plazo en el equilibrio energético, como la restriccion o
intervencion dietética y/o el entrenamiento fisico, y se altera en algunos estados patoldgicos, como la
obesidad o la DM2.

En la obesidad, se piensa que las concentraciones de AGNE estdn aumentadas, posiblemente
debido a la existencia de mayor cantidad de masa de tejido adiposo y Rl, lo que contribuye a su vez al
aumento de la lipdlisis del tejido adiposo (279). Sin embargo, estudios recientes han obtenido
resultados divergentes, observado cdmo la cantidad de masa de tejido adiposo no aumenta las
concentraciones de AGNE. Por el contrario, un estado de Rl parece una de las causas de aumento de
las concentraciones de AGNE como ocurre en DM2, sindrome metabdlico, incluso en una obesidad con
RI. A su vez, varios estudios han demostrado, entre ellos el desarrollado por Eckel y cols., como la
sobreabundancia de AGNE contribuye a la Rl tanto hepdatica como periférica (52), por lo que la causa

concreta no se conoce. Uno de los efectos mas importante del aumento de la concentracidon de AGNE
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se produce a nivel hepatico, debido sobre todo a la incompleta supresion de la lipdlisis por la Rl, siendo
este el uno de los inicios para el desarrollo de los trastornos lipidicos caracteristicos de estas
enfermedades, como por ejemplo, la HTG (281). Ademas, los AGNE estdn directa e indirectamente
asociados con muchos procesos fisioldgicos, como el control del glucégeno, metabolismo lipidico, la
regulacién de la saciedad, el mantenimiento del peso corporal y la regulacién de inflamacion,
vasodilatacién y replicacién celular basica.

El metabolismo de las grasas e HC y las concentraciones plasmaticas de AGNE estdn
intimamente interrelacionados entre si, por tanto, cualquier alteracién asociada, asi como su
metabolismo, son una causa y una consecuencia de Rl y DM2. A su vez, algunas de las complicaciones
asociadas a la Rl, como ECV aterosclerosis, EHGNA, incluso aumentos en las cifras de tension arterial,
son consecuencias de un metabolismo desregulado de los AGL (47).

La acumulacion de lipidos hepaticos puede ser debido al resultado de LNH, la esterificacion de
AGL en plasma o el aumento de la ingesta de grasas a través de la dieta. La LNH, la ingesta dietética y
la lipdlisis de adipocitos son contribuyentes importantes de la EHGNA, patologia asociada a su vez con
estas enfermedades metabdlicas (282). Ademads, la LNH es un proceso mediante el cual los lipidos se
sintetizan de forma enddgena a partir de fuentes dietéticas, generalmente HC o depésitos de energia
almacenados. A nivel nutricional, la composicion de HC y grasas de una dieta puede influir en la
concentraciéon de AGNE posprandiales. Especialmente después de una comida, los acidos grasos
ingeridos pueden constituir hasta el 50% de los AGL circulantes, ya que algunos de los AGL
desesterificados se liberan en el plasma y provoca un desbordamiento, y con el resultado del aumento
de las concentraciones de AGNE. En otras ocasiones, la lipdlisis y la LNH juegan papeles principales en
la definicion de la composicién de los AGL circulantes. Sin embargo, estudios recientes de grandes
cohortes y revisiones sistemdticas de estudios de intervencidn no han encontrado asociacion entre la
ingesta total de grasas en la dieta, interpretada a partir del porcentaje de calorias totales, y la incidencia
de DM2 (281). El consumo excesivo de una dieta alta en grasas y el aumento de la ingesta de bebidas
azucaradas parecen ser uno de los principales FR para el desarrollo de EHGNA, pero también de SM,
obesidad y DM2.

Hoy en dia, y en especial en las dietas modernas y occidentales, el azicar mas consumido es
el jarabe de maiz, con alto contenido de fructosa. El consumo de fructosa aumenta los niveles de las
enzimas involucradas en LNH, incluso mas fuertemente que una dieta alta en grasas debido a que el
metabolismo de la fructosa es particularmente lipogénico. La fructosa se absorbe a través de la vena

porta, por lo que llegara al higado en concentraciones mucho mas altas que al resto de tejidos.
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Ademas, la fructosa favorece la lipogénesis en el contexto de la Rl, ya que no requiere la accién de la
insulina para su metabolismo y estimula directamente a la proteina de unién al elemento regulador
de esteroles (SREBP1c), el cual es importante regulador transcripcional de LNH. La fructosa también
conduce al agotamiento de ATP y la supresidn de la oxidacién de acidos grasos mitocondriales,
aumentando asi, la producciéon de ERO2. Ademas, la fructosa promueve el estrés en el REy la
formacidn de acido urico, las cuales son vias adicionales independientes de la insulina que también
conducen al LNH. En resumen, el metabolismo de los HC, especialmente la fructosa aumenta el LNH,
en comparacion a una ingesta dietética elevada en grasa (281), y posiblemente sea uno de los
mecanismos que expliquen el aumento de los niveles de AGNE, en personas con DM2, sindrome

metabdlico y obesidad.
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Justificacion

La elevada incidencia de DM2 y otras enfermedades cardiometabdlicas relacionadas con la dieta como
la obesidad, las ECV o la dislipemia, constituyen las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial, y conllevan una gran pérdida de afios de vida por la discapacidad que producen (23)
Estas enfermedades cardiometabdlicas se han convertido en un gran problema de salud publica global
por su gran impacto socio-sanitario y econdmico, lo que ha generado que las investigaciones se centren
en la identificacién de los factores de riesgo como una de las prioridades cientificas y de salud publica

(129).

En la etiologia de estas enfermedades cardiometabdlicas, especialmente sobre la DM2, influyen
multiples factores como el envejecimiento, antecedentes familiares y susceptibilidad genética, asi
como otros factores ambientales, pero el factor causal principal son los factores relacionados con el
estilo de vida, muy especialmente los factores dietéticos inadecuados y el sedentarismo, y el exceso de

grasa corporal sobre todo a nivel abdominal (28).

En los ultimos afos, la evidencia cientifica desarrollada ha probado que la intervenciéon sobre el estilo
de vida, mediante cambios de dietas poco saludables y la promocién de mejores patrones dietéticos,
es capaz de conseguir una disminucion de la incidencia de la DM2. Esto pone de manifiesto que la
prevencion es la mejor estrategia para abordar el impacto ocasionado por estas enfermedades crdnicas
y especialmente la DM2. Por ello, las principales instituciones sanitarias y de investigacion coinciden en
que se han de concentrar los esfuerzos en esta linea, explorando e identificando estrategias que
aborden el sobrepeso y la obesidad, y mejoren los factores dietéticos de la poblacion, con el fin dltimo
de una prevencién y manejo precoz de las patologias cardiometabdlicas (130-132). Ademas, es
necesario conocer los mecanismos reguladores y respuestas metabdlicas sobre las cuales intervienen
los diferentes alimentos que componen nuestra alimentacion, con el fin de establecer cual es la
composicion mds adecuada y fomentar aquellos alimentos que maximicen los beneficios fisioldgicos,
sin perder por ello, la variabilidad y palatabilidad de la alimentacién, que permita conseguir una
adherencia adecuada. Esto permitiria, ademas, establecer recomendaciones nutricionales especificas
y sélidas a la poblacion general o aquellos sujetos con alguna patologia en particular, donde la dieta

constituye el eje principal del manejo terapéutico, como en el caso de la DM2 (110).

En este contexto, se plantea el presente estudio en el que se explord, el efecto del consumo de una
cerveza sin alcohol con composicidn de HC modificada, que incluyd la fermentacidn casi completa de
los mismos y la adicidn de isomaltulosa y una maltodextrina resistente, sobre la respuesta postprandial,

en comparacidn con otras intervenciones. La hipétesis de esta investigacidon es que esta cerveza sin
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alcohol modularia la respuesta glucémica a los HC ingeridos con la dieta, pudiendo ser este mecanismo
el potencial mediador de la mejora de la resistencia periférica a la insulina y manejo glucémico que se
observo con la ingesta de esta bebida en un estudio previo, realizado en sujetos con DM2 y sobrepeso

u obesidad (152).
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HIPOTESIS

El consumo de cerveza sin alcohol con una composiciéon de HC modificada, que incluye la fermentacion
casi completa de los mismos y la adicidn de isomaltulosa y una maltodextrina resistente (CIM), induce
un menor IG y una menor CG que una cerveza sin alcohol con composicién estandar (CE). Y el consumo
de la cerveza sin alcohol con composicién modificada, junto a una carga de 50 gramos de HC, induce
una mejor respuesta metabdlica posprandial incluyendo una mayor sintesis de incretinas y una mayor
inhibicién de la saciedad, en comparacidn con la ingesta de una cerveza sin alcohol con composicion
estdndar o agua. Este mecanismo seria el potencial mediador de la mejora de la Rl y manejo glucémico,
recientemente descritos tras el consumo de la cerveza sin alcohol con composicion modificada en

sujetos con DM2 y sobrepeso u obesidad.

OBJETIVOS

= General
El objetivo principal del estudio consistio en explorar el IG y la CG inducidos por la cerveza sin alcohol
con composiciéon modificada a la que se le ha realizado una fermentacién casi completa de los HC y se
le han afiadido isomaltulosa y una maltodextrina resistente (CIM), asi como su respuesta metabdlica
posprandial, en comparacién con el efecto inducido por: a) una cerveza sin alcohol con composiciéon
estandar (CE); b) una cerveza sin alcohol con composicién modificada con una fermentacién casi

completa de los HC y a la que se le ha afiadido una maltodextrina resistente (CM)..

= Especificos
Para la consecucién del objetivo anteriormente planteado se plantea el desarrollo de dos estudios con

los siguientes objetivos especificos:

o Estudiol

El objetivo del primer estudio fue explorar el efecto del consumo, en ayunas, de 25 g de HC procedentes
de una cerveza sin alcohol con una composicion modificada (con una fermentacién casi completa de
los HC a la que se le ha afiadido isomaltulosa y una maltodextrina resistente (CIM) en comparacion con
la ingesta de: a) 25 g de HC procedentes de una cerveza sin alcohol con composicién estandar (CE); b)

25 g de HC procedentes de una cerveza sin alcohol con composicion modificada (donde se ha realizado
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una fermentacion casi completa de los HC y se le ha afiadido una maltodextrina resistente (CM); c) 25
g de HC procedentes de glucosa sobre:
. ElGyCG.
Il. El metabolismo glucidico (glucosa e insulina).
Il El metabolismo lipidico (TG y AGNE).

V. Hormonas incretinas (GLP-1 y GIP).

o Estudio 2

El objetivo del segundo estudio fue explorar el efecto del consumo, en ayunas, de 50 g de HC
procedentes de pan blanco junto con 14,3 g de HC procedentes de una cerveza sin alcohol con una
composicion modificada con una fermentacién casi completa de los HC a la que se le ha afadido
isomaltulosa y una maltodextrina resistente (CIM), en comparacidon con la ingesta de la misma cantidad
de HC procedentes de pan blanco junto con: a) 14,3 g de HC procedentes de una cerveza sin alcohol
con composicion estandar (CE); b) 14,3 g de HC procedentes de una cerveza sin alcohol con
composicion modificada donde se ha realizado una fermentacidn casi completa de los HC y se le ha
afadido una maltodextrina resistente (CM); c) 14,3 g de HC procedentes de pan blanco; d) agua
mineral, sobre:

. ElGyCG.

Il. El metabolismo glucidico (glucosa e insulina).

. El metabolismo lipidico (TG, AGNE, c-HDL y c-LDL).

V. Hormonas incretinas (GLP-1 y GIP), otras hormonas gastrointestinales (PY, PP, glucagdn vy

grelina) y adipoquinas (leptina).
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MATERIAL Y METODO

1.

SUJETOS A ESTUDIO

Se incluyeron varones y mujeres sanos y mayores de edad, que fueron visitados en la Unidad de

Investigacion Clinica del Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragdn (IS Aragdn) ubicada fisicamente

en el Hospital Universitario Miguel Servet.

- Los criterios de inclusién establecidos fueron:

Edad comprendida entre los 18 y 80 afios.

indice de masa corporal comprendido entre 18 y 27,5 kg/m?2.

Dar consentimiento informado por escrito de participacién voluntaria en el estudio, tras haber
leido la hoja de informacidn al participante, y haber resuelto las dudas que pudieran derivar de

la misma.

- Los criterios de exclusidn para la participacién en el estudio para los sujetos que cumplieran los

criterios de inclusion fueron:

Presencia de patologia cardiometabdlica como dislipemia (definida por cifras de CT > 200
mg/dLy/o TG > 150 mg/dL, y/o toma de farmacos hipolipemiantes), prediabetes o DM1 o0 DM2
(definida por cifras de glucosa = 100 mg/dL y/o HblAc = 5,7% y/o toma de farmacos
hipoglucemiantes) o hipertension arterial sin tratamiento farmacoldgico.

Presencia de otras patologias crénicas que pudieran interferir en los resultados del estudio
como enfermedad cardiovascular, enfermedad renal, enfermedad tiroidea o enfermedad
hepatica.

Presencia de sindromes de malabsorcion intestinal y/o presencia de enfermedad de Crohn o
colitis ulcerosa.

Uso de farmacos que pudieran interferir sobre el metabolismo lipidico y/o glucidico.

Presencia de alguna alteracidn analitica que pudiera condicionar los resultados del estudio.
Aumento o disminucién de peso corporal de 2 5 kg en los ultimos 6 meses.

Intolerancia al gluten.

Ingesta habitual de alimentos funcionales como fitoesteroles o levadura de arroz rojo, que
tengan un efecto significativo sobre el metabolismo lipidico o glucidico, en las dltimas 6
semanas.

Ingesta de suplementos vitaminicos.
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= Terapia hormonal sustitutiva.

= |ngesta elevada de alcohol (> 30 gramos de etanol) de forma habitual.

= Embarazo o intencion de embarazo durante el estudio.

= Enfermedad grave de cualquier tipo con esperanza de vida inferior a 1 aifio o que, a juicio de los
investigadores, limite una alimentacién homogénea a lo largo del estudio.

= Cualquier otra circunstancia que, a juicio de los investigadores, impida el seguimiento adecuado
de la intervencién nutricional planteada (ej.: viajes frecuentes durante el estudio, imposibilidad

de acudir a visitas por circunstancias personales o laborales, etc.).

2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los participantes debieron firmar un consentimiento antes de su entrada en el estudio. El
consentimiento fue obtenido por uno de los investigadores del estudio. El consentimiento se acompafié
de una hoja de informacidn al participante donde se explicaban los objetivos, la metodologia, los
beneficios e inconvenientes de la intervencion, la voluntariedad de la participacion y del equipo
investigador. El estudio fue valorado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragdn

(CEICA).

3. DISENO DEL ESTUDIO

Para la consecucién de los objetivos planteados en el estudio, se establecieron dos fases, incluyendo
dos estudios (estudio 1 y estudio 2). La realizacion de dos estudios, en el marco del objetivo general,
respondié a la necesidad de dos metodologias diferentes para responder a los diferentes objetivos
especificos. Por otra parte, este disefio permitid reclutar a diferentes sujetos que tuvieron que acudir
a un total de 5 visitas en el estudio al que fueron reclutados, minimizando asi los inconvenientes que
pudiesen surgir de la participacidn para ellos/as en relacion a su rutina diaria.

El estudio 1, tuvo como objeto explorar el efecto de las diferentes cervezas sin alcohol (CE, CIM y CM)
sobre el IG, CG y pardmetros del metabolismo lipidico, glucidico y hormonas intestinales (GLP-1 y GIP)
tras su administracidon en ayunas, en comparacién con una bebida a base de glucosa. El estudio 2, tuvo
por objeto explorar el efecto de las diferentes cervezas sin alcohol (CE, CIM, CM) sobre el IG, CG y
pardmetros del metabolismo lipidico, glucidico y hormonas intestinales (GLP-1 y GIP) tras su
administracién junto a 50 g de HC disponibles (administrados en forma de pan blanco), en comparacion

con el aporte de esta misma cantidad de HC a base de pan blanco y el consumo de agua
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o Estudio 1

El estudio 1 (esquematizado en la Figura 19) es un estudio controlado, doble-ciego, aleatorizado y
cruzado en el cual se incluyeron 10 sujetos sanos que fueron sometidos a las siguientes intervenciones

€n ayunas:

= Semana 1: La primera visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de una bebida que contenia
25 g de glucosa, y que se considerd la referencia, o grupo comparativo sobre la determinacién
del calculo del IG y de la CG, asi como del resto de parametros, generados por las 3
intervenciones restantes. El AUC inducida por la toma de este alimento para cada uno de los
parametros a estudio, constituyo la referencia para comparar las AUC inducidas por el resto de
intervenciones, para cada uno de los parametros a estudio.

= Semana 2: La segunda visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de cerveza sin alcohol con
composicion de HC modificada, en la que se habia realizado una fermentacidn casi completa
de los HC y a la que se habia afiadido isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina
resistente (0,8 g /100 mL)(CIM). Se aportd la cantidad de cerveza suficiente para administrar
25gde HC, lo que supuso 581 mL de esta bebida, teniendo en cuenta la composicién nutricional
de esta cerveza sin alcohol (Tabla 1).

= Semana 3: La tercera visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de cerveza sin alcohol con
composicion de HC modificada, en la que se ha realizado una fermentacién casi completa de
los mismos y a la que se habia afiadido una maltodextrina resistente (2,0 g/100 mL) (CM). Se
aporto la cantidad de cerveza suficiente para administrar 25 g de HC, lo que supuso 781 mL de
esta bebida, teniendo en cuenta la composicion nutricional de esta cerveza sin alcohol (Tabla
1).

= Semana 4: La cuarta visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de cerveza sin alcohol con
composicion estandar (CE). Se aportd la suficiente cantidad de cerveza para administrar 25 g
de HC, lo que supuso 447 mL de esta bebida, teniendo en cuenta la composicién nutricional de

esta cerveza sin alcohol (Tabla 1).

El orden de las intervenciones correspondientes a la semana 2, 3 y 4 fue variable para cada sujeto,

con el objetivo de evitar el sesgo que pudiera inducir el orden de las mismas sobre los resultados

obtenidos. Los participantes fueron aleatorizados a una u otra secuencia de intervenciéon mediante
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un sistema informatico. Los sujetos a estudio y los investigadores que procesaron los datos y
realizaron el analisis estadistico de los mismos eran desconocedores del tipo de cerveza sin alcohol
que los participantes estuvieron tomando en cada intervencién. Dos investigadores del estudio
llevaron a cabo el andlisis de la composicidon nutricional de cada una de las cervezas (Tabla 1) y
desarrollaron envases homogéneos en los que se envasaron las diferentes cervezas a estudio y les
otorgaron una codificacién. Un tercer investigador, conocedor de esta composicion y codificacion,
se encargd de la preparacidn de las bebidas a estudio y de la administracion de las mismas a los
participantes. Esta codificacién fue utilizada durante todo el estudio para el proceso de
aleatorizaciéon e intervencién, desveldndose a qué bebida corresponde cada factor una vez los
resultados del estudio habian sido analizados. Los tres investigadores conocedores de la
composicion de las cervezas sin alcohol y su codificacion permanecieron al margen del proceso
analitico de los resultados que, por lo tanto, permanecié ciego en las diferentes intervenciones

realizadas.
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Figura 19. Descripcién del disefio de estudio 1

Estudio 1
Ii Intervencion de estudio
Reclutamiento
de pacientes
Consumo en Consumo en Consumo en Consumo en
. ayunas de ayunas de ayunas de ayunas de
Crlterlqs de 500 mL de bebida 581 mL de una 781 mL de una 447 mL de
'"d‘is'én I S con cerveza sin cerveza sin una cerveza sin
_— © 25 g de glucosa alcohol alcohol alcohol habitual
criterios de © = -
exclusién - N modificada en HC modificada en HC (CE)
Visita g | (conisomaltulosa [ (con ] (25 g HC)*
scr::ing g y maltodextrina) maltodextrina)
o (CIm) (CMm)
‘ (25 g HC)* (25 g HC)*
Consentimiento
informado
Recogida de

En cada visita cada 15 minutos fue obtenida una muestra, en las cuales se determinaba

glucosa, insulina, TG, GIP, GLP-1 y AGNE.
Datos de peso, presién arterial y estilo de vida fueron determinados al inicio y al final de

cada visita.

consentimiento
informado, criterios
inclusion/exclusién.

Mantenimiento de una
dieta cardiovascular *Los participantes recibieron 581 mL de CIM, 781 mL de CM y 447 mL de CE, cada semana, con

s'al!udable y ictivicind el objetivo de mantener una misma cantidad isoglucidica de HC.
fisica durante todo el

estudio.
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O

Estudio 2

El estudio 2 (esquematizado en la Figura 20) es un disefio controlado, doble-ciego, aleatorizado y

cruzado incluyendo a 20 sujetos sanos que fueron sometidos a las siguientes intervenciones en ayunas:

Semana 1: La primera visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de 50 g de HC, administrados

en forma de pan blanco, y 330 mL de agua mineral. Esta intervencidén constituyé el grupo

comparativo y de referencia para el resto de intervenciones.

Semana 2: La segunda visita a estudio incluyé la toma, en ayunas, de 50 g de HC, administrados

en forma de pan blanco, y 330 mL de CIM). El aporte de HC del consumo de esta cerveza sin

alcohol supone un total de 14,3 g.

Semana 3: La tercera visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de 50 g de HC, administrados

en forma de pan blanco, y (CM). Se aportd la suficiente cantidad de cerveza para administrar
la misma cantidad de HC que en la anterior intervencién. Teniendo en cuenta que la cantidad
de HC de la cerveza aportada en la semana 2 fue de 14,3 g (contenidos en 330 mL), y que la
cantidad de HC disponibles en esta cerveza sin alcohol es de 3,2 g cada 100 mL (Tabla 1), se

aportaron 443 mL.

Semana 4: La cuarta visita a estudio incluyd la toma, en ayunas, de 50 g de HC, administrados

en forma de pan blanco, y cerveza sin alcohol con composicién estandar (CE). Se aportd la
suficiente cantidad de cerveza para administrar la misma cantidad de HC que en las anteriores
intervenciones. Teniendo en cuenta que la cantidad de HC de la cerveza aportada en las
semanas 1y 2 fue de 14,3 g, y que la cantidad de HC disponibles en esta cerveza sin alcohol es

de 5,59 g cada 100 mL (Tabla 1), se aportaron 254 mL.

Semana 5: La quinta visita a estudio incluyé la toma, en ayunas, de 64,3 g de HC, administrados

en forma de pan blanco Unicamente. Con esta intervencion se pretendié conocer la respuesta
glucidica del participante a la misma dosis de HC administrada en las intervenciones anteriores,

sirviendo como grupo comparativo para las tres intervenciones anteriores.

El orden de las cinco intervenciones fue variable para cada sujeto con el objetivo de evitar el sesgo

que pudiera generar el orden de las mismas sobre los resultados obtenidos. Los participantes

fueron aleatorizados a una u otra secuencia de intervencion mediante un sistema informatico. Los
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sujetos a estudio fueron desconocedores del tipo de cerveza sin alcohol que estaban tomando en
cada intervencion. Por motivos evidentes, las intervenciones no pudieron resultar ciegas a los
investigadores que realizaron las visitas clinicas, ya que las intervenciones programadas para la
semana 1y 5 son logisticamente diferentes y las programadas para las semanas 2, 3 y 4 implican
un volumen de bebida diferente. Los participantes del estudio si permanecieron ciegos al tipo de
cerveza sin alcohol que estaban tomando cada dia. Como se ha comentado previamente, dos
investigadores del estudio, llevaron a cabo el andlisis de la composicion nutricional de cada una de
las cervezas (Tabla 1) y la preparacién de las bebidas a estudio, homogeneizando el envase y
otorgandoles una codificacidn. El analisis estadistico fue realizado por uno de los investigadores
que aunqgue habia participado en las visitas clinicas a estudio, no se encargd de la preparacién de
las bebidas ni le fue desvelado la codificacidn de las mismas en ningin momento, permaneciendo

ciego durante todo el estudio, para evitar cualquier sesgo en el analisis de los resultados.
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Figura 20. Descripcién del disefio de estudio 2.

Estudio 2

Reclutamiento
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SCr 14

\ 4

Consentimiento
informado

Recogida de

consentimiento
informado,

criterios de
inclusién/exclusion.
Mantenimiento de
una dieta
cardiovascular
saludable y actividad
fisica durante todo el
estudio.

Randomizacién

Consumo en
ayunas de
50 g de HC

(pan blanco)

+
330 mLde agua
mineral

(50g HC)

Consumo en
ayunas de
50 g de HC

(pan blanco)

+
330 mL de
cerveza sin alcohol

modificada
(isomaltulosa y
maltodextrina)

(cm)
(14,3 g HC)*

Consumo en ayunas
de
50g HC
(pan blanco)
+
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sin alcohol
modificada en HC
(con maltodextrina)
(C™m)
(14,3 gHO)*

Consumo en
ayunas de
50gHC
(pan blanco)

+
254 mL de cerveza
sin alcohol habitual
(CE)

(14,3 g HC)*

En cada visita cada 15 minutos fue obtenida una muestra, en las cuales se determinaba glucosa, insulina,
TG, GIP, GLP-1, AGNE y perfil lipidico (c-HDL, CT, c-LDL)
Cada 60 minutos (basal, 60 y 120 minutos) se obtuvo una muestra en cada visita, en las cuales fue

determinado PY, PP, grelina, glucagdn y leptina, presion arterial; estilo de vida fueron determinados al
inicio y al final de cada visita.

*Los participantes recibieron 330 mL de CMI, 443 mL de CM y 254 mL de CE, en la semana correspondiente de
intervencion, con el objetivo de mantener una misma cantidad isoglucidica de HC.
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Tabla 1. Analisis de la composicidn de las tres cervezas sin alcohol utilizadas en las diferentes

intervenciones del estudio 1y 2.

Cerveza sin alcohol con
eliminacidn casi
completa de maltosa y
enriquecida con

Cerveza sin alcohol
con eliminacién
casi completa de

maltosa y

Cerveza sin alcohol
con composicion

isomaltulosay enriquecida con estandar
maltodextrina maltodextrina (CE)
(cim) (Cm)
Extracto, % p/p 5,27 5,20 5,95
Total carbohidratos, % p/p | 4,12 3,20 5,59
Azucares, % p/p 2,77 0,31 2,07
Glucosa, % p/p 0,07 0,13 0,48
Fructosa, % p/p 0,03 0,05 0,19
Sucralosa, % p/p <0,01 <0,01 0,05
Lactosa, % p/p <0,01 <0,01 1,00
Maltosa, % p/p 0,07 0,13 1,35
Isomaltulosa, % p/p 2,60 <0,01 <0,01
Glicerina, g/L 0,60 1,10 0,20
Residuo inorganico, p/p 0,05 0,09 0,11
Sodio, mg/kg 34 57,00 41
Acido Citrico, mg/kg 73 113,00 100
Densidad, g/mL 1,02 1,02 1,02

CIM: Cerveza sin alcohol con eliminacion casi completa de maltosa y enriquecida con isomaltulosa

y maltodextrina; CM: Cerveza sin alcohol con eliminacion casi completa de maltosa y enriquecida

con maltodextrina; CE: Cerveza sin alcohol con composicién estdndar;.(p/p):partes de

soluto/partes de disolucion.
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3.1. Visitas a estudio.
o Ambos estudios contaron con el siguiente plan de visitas:

= Visita de pre-selecciéon: Se determind el cumplimiento de criterios de inclusion y
exclusién, se obtuvo el consentimiento informado y se instd al participante a
mantener un estilo de vida (dieta y ejercicio fisico) estable durante todo el estudio.

Para la determinacién del cumplimiento de criterios de inclusién del estudio, se reviso

la Ultima analitica disponible del paciente y se realizé una historia clinica exhaustiva.
En caso de que el participante no dispusiera de datos bioquimicos de los ultimos 6
meses, se realizé una analitica para determinar los parametros analiticos pertinentes

para la valoracién de elegibilidad del participante.

= Visita de determinacion de elegibilidad vy, si aplicaba, randomizacién: En caso de que
el participante cumpliera los criterios de elegibilidad del estudio, se procedié a la
randomizacién del mismo a una u otra secuencia de intervencidn. Esta visita no
requeria la presencia fisica del participante, comunicandole via telefdnica la inclusion
o no en el estudio. Se programaba la primera visita, correspondiente a la primera

intervencién que correspondiese, en 1 0 2 semanas.

= Visitas de intervencion: Cada una de las intervenciones previstas a estudio se
realizaron en una semana diferente y de forma consecutiva. Se intentd, en la medida
de lo posible, que cada participante realizase cada una de las intervenciones en un

mismo dia de la semana, para evitar un potencial sesgo al respecto.

4. VARIABLES DETERMINADAS A LO LARGO DEL ESTUDIO

4.1. Variables clinicas:

= Visita de pre-seleccion: Se determind la edad, el sexo, toma de farmacos y otros
componentes como alimentos funcionales y/o suplementos vitaminicos,
antecedentes personales de enfermedad, habito tabdquico y otras variables

determinantes para valorar la elegibilidad para la participacion en el estudio.
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= Visitas de intervencidn: Se determind la toma de farmacos y otros componentes como
alimentos funcionales y/o suplementos vitaminicos y la presencia de cualquier

patologia que pudiera condicionar los resultados del estudio

4.2. Variables antropométricas:

Las variables antropométricas se determinaron en la visita de pre-selecciéon y en cada una de las
visitas de intervencion en ambos estudios. Incluian los siguientes parametros:
=  Peso corporal (kg): mediante bascula digital (modelo SECA 813), se realizé siempre
con la persona descalza y en ropa interior.
= Talla (cm): mediante tallimetro de precision (SECA 2017). Se determind con la
persona de pie, descalza y con la cabeza colocada en el plano de Frankfurt, con los
pies juntos, rodillas estiradas, talones, nalgas y espalda en contacto con la pieza
vertical del aparato medidor.
* indice de masa corporal: Determinado a partir del peso corporal y la talla con la
férmula de peso (kg) dividido por la talla (m) al cuadrado.
= Tensidon arterial: mediante el modelo Omron HEM-907-E. La tensidn arterial se
determind en ayunas y tras la realizacién de todas las extracciones sanguineas, con

el objetivo de detectar una posible hipotension asociada a las mismas.

4.3. Variables bioquimicas:

= Visita de pre-seleccidn: En caso de que el participante no tuviese datos analiticos
disponibles en los Ultimos 6 meses, se realizd una analitica en ayunas para determinar
aquellos parametros analiticos incluidos en los criterios de elegibilidad. Esta analitica
incluyé pardmetros como la glucosa, la hemoglobina glicosilada o el perfil lipidico,
entre otros, que fueron determinados en el Servicio de Bioquimica del Hospital Miguel
Servet, de acuerdo con los procedimientos habituales alli utilizados y validados.

= Visitas de intervencion: En cada visita de intervencion, tanto en el estudio 1 como en
el 2, se determinaron las variables bioquimicas en ayunas (ayuno 2 10 horas) y cada 15
minutos. Al participante se le colocd una via intravenosa periférica, para facilitar la

extraccion de una muestra sanguinea cada 15 minutos. Estas muestras fueron
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O

congeladas a -802C para realizar la posterior determinaciéon de los metabolitos a
estudio. Tal y como se muestra en la Figuras 19 y 20, los parametros variaron entre el

ambos estudios, determinandose lo siguiente:

Estudio 1: se determinaron glucosa, insulina, TG, AGNE, GLP-1 y GIP. Estas determinaciones se
valoraron en la muestra basal y en todas las muestras extraidas cada 15 minutos.

Estudio 2: se determinaron glucosa, insulina, glucagdn, TG, AGNE, c-HDL, c-LDL, GLP-1, GIP, PY,
PP, grelina y leptina. La concentracidn de glucosa, insulina, TG, AGNE, GLP-1y GIP se determiné
en la muestra basal y en todas las muestras extraidas cada 15 minutos. Los restantes

metabolitos se determinaran en la muestra basal, a los 60 y 120 minutos.

4.4. Valoracion dietética y de ejercicio fisico.

Con el objetivo de determinar que el estilo de vida se habia mantenido estable durante todo el

estudio, y controlar asi los posibles sesgos que pudieran interferir sobre los resultados del estudio,

se realizé una valoracién dietética y del ejercicio fisico. Estas se determinaron mediante la siguiente

metodologia:

Recuerdo de 24 horas: El registro o recordatorio de 24 horas, se le explicaba al paciente

que debia apuntar durante 3 dias consecutivos (2 dias laborales y 1 festivo), antes de
la visita, todo lo que comia y bebia reflejando las cantidades de ambos durante todo el
dia. Esta informacion fue analizada mediante el software EasyDiet® para valoracion
nutricional, a través del sistema de tablas de intercambio de alimentos (283). Para ello,
se solicité al participante que trajese los 3 cuestionarios dietéticos completados el dia
de la visita. Posteriormente, se introdujo toda la informacién descrita por cada uno de
los participantes, como tipo de alimento (sdlido y liquido) junto con la cantidad
consumida de cada uno de ellos y en cada una de las comidas realizadas en ese dia,
obteniendo asi una valoracién nutricional global diaria para cada una de las encuestas
nutricionales. De este modo, establecid caracteristicas dietéticas de cada uno de los
participantes a lo largo del estudio. Esta valoracion se realizé en la visita de pre-
seleccidon y en cada una de las visitas a estudio, reflejando asi las caracteristicas

dietéticas del participante en los dias previos a la visita. La valoraciéon consistié en
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analizar cada alimento y bebida de manera individual y en las cantidades o medidas
registradas presente en cada recordatorio, de cada uno de los 3 dias necesarios para
cada visita. Posteriormente, se establecid la media de la ingesta energética y de
macronutrientes, de los tres recordatorios por cada visita y por cada paciente, para
analizar si su dieta habia seguido un patrdn similar y estable durante el desarrollo del

estudio.

= Determinacién de actividad fisica: El investigador realizé un cuestionario al

participante, en el que se valord la cantidad de actividad fisica que realizaba, a través
de preguntas acerca del tipo de ejercicio realizado, su duracién y frecuencia. La
valoracion se realizd mediante el cuestionario validado de actividad fisica de

Minnesota (284).

5. Andlisis de la composicion del pan blanco

Los HC disponibles en el pan blanco que fue utilizado en la combinacién con distintos tipos de bebidas
en el estudio 2, se analizaron con kits de HC y fibra dietética (K-ACHDF 06/18, Megazyme). Los HC
disponibles se determinaron en muestras por triplicado de pan molido seco. Las muestras se incubaron
a 80 °C con a-amilasa termoestable, y se incubaron a 60 °C con proteasa y amiloglucosidasa.
Posteriormente, se extrajo una alicuota, se centrifugd y se incubd con una mezcla de sacarasa/maltasa
mas [-galactosidasa. Se determinaron D-glucosa y D-fructosa espectrofométricamente usando
hexoquinasa mas glucosa-6-fostato deshidrogenasa, seguido de fosfoglucosa isomerasa. Los resultados

se dan como HC disponibles, obteniendo la cantidad de g HC disponibles por cada 100 g de pan blanco.

6. Valoracion de efectos adversos
Aungue no se preveia la aparicion de efectos adversos, por las caracteristicas de la intervencion, se
registraron todos aquellos efectos adversos que pudiesen aparecer durante o después de cada una de

las intervenciones.
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5. DETERMINACION DE METABOLITOS

5.1. Determinacion de variables bioquimicas

En cada visita de intervencion, en cada uno de los estudios, se determinaron variables bioquimicas en
ayunas (ayuno = 10 horas) y cada 15 minutos. La determinacidon de parametros bioquimicos incluyé:
glucosa, TG, insulina, CT, c-HDL y c-LDL Unicamente al inicio del estudio junto a los parametros
anteriores, se determinaron las enzimas hepaticas, gamma-glutamil transferasa (GGT), transaminasa
glutdmico pirdvico (GPT) y la transaminasa glutamico-oxalacética (GOT), Hb1Ac, y hormona estimulante
de la tiroides (TSH), para valorar el cumplimiento de los criterios de inclusiéon y exclusion de los

participantes.

La determinacidn de todos estos parametros bioquimicos de la primera visita, donde se comprobé el
cumplimiento de criterios (inclusidn y exclusion) de los participantes se llevd a cabo en el servicio de
bioquimica del Hospital Universitario Miguel Servet. La determinacién de los pardmetros bioquimicos
recogidos en cada visita y cada 15 minutos, glucosa, TG, insulina, CT, c-HDL y c-LDL, se determinaron
en le servicio de bioquimica del Hospital General San Jorge de Huesca. Los TG, CT y las enzimas
hepaticas (GGT, GPT y GOT) se midieron con métodos enzimaticos estandar. Los niveles de c-LDL se
calcularon con el método de la formula de Friedewald. Se calculd la concentracion de colesterol no HDL
como CT menos c-HDL. La concentracién de glucosa se determind mediante el método de glucosa
oxidasa, y los niveles de insulina fueron medido por radioinmunoensayo. La HbAlc se determiné
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento. La TSH se determind mediante luminiscencia

inmunoensayo TSH3-Dxi (Beckman).
5.2. Determinacion de metabolitos: glucagon, GLP-1, GIP, PY, PP, grelina y leptina.

Para la determinacion de glucagdén, GLP-1, GIP, PP, PY, grelina y leptina se utilizo MILLIPLEX ® MAP.
MILLIPLEX® MAP se basa en la tecnologia Luminex® xMAP®, una de las tecnologias multiplex de mas
rapido crecimiento y mas respetadas que ofrece aplicaciones en todas las ciencias de la vida y es capaz
de realizar una variedad de bioensayos, incluidos inmunoensayos en la superficie de perlas magnéticas

codificadas por fluorescencia conocidas como microesferas MagPlex®.

La tecnologia Luminex® se basa en el uso de técnicas patentadas para codificar con distintos cddigos
de colores microesferas mediante dos tintes fluorescentes. Cada bolita magnética se conjuga con un
anticuerpo especifico para cada metabolito de interés, lo que permite la cuantificacidn simultanea de

varios metabolitos, mejorando asi la productividad. MILLIPLEX ® MAP de EMD Millipore es un kit que
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permite la cuantificacion simultdnea de varios metabolitos humanos en suero, plasma, lisados de

tejido/células y muestras de sobrenadante de cultivo.

= El procedimiento llevado a cabo incluyé los siguientes pasos:
Las muestras de suero extraidas en cada intervencion se almacenaban a -209C dias antes de la
determinacidn de los metabolitos, y a 42C horas antes de la prueba. En primer lugar, se debe realizar
la curva de calibrado mediante diluciones seriadas, tal y como indica la Figura 21. El standard 7 se
reconstituia con 250 plL de H20. Se afiadieron 200 plL de buffer assay a cada tubo del 1 al 6 y a partir
del standard 7, se realizaron diluciones seriadas afiadiendo 100 plL de la muestra anterior, tal y como

se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Protocolo de preparacién de la curva de calibrado.

(R R R LR (R, L)

100 uL

100 pL

100 uL

100 pL

100 pL

100 pL

' =y 7y == =y =y Y
g,::,}) - - s\,:,jj - - S
Stock 200 pL 200 pL 200 L 200 pL 200 pL 200 pL
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 v
Reconstituted  Standard 6 Standard 5 Standard 4 Standard 3 Standard 2 Standard 1
Standard 7

Seguidamente, se preparaban los controles de calidad y la matriz de suero, reconstituyendo sus
productos liofilizados con 250 puLy un 1 mL de agua respectivamente. Se afiadian 200 pL de assay buffer
a cada pocillo de la placa y se agitaba durante 10 minutos. A continuacidn, se preparaba el anticuerpo,
sonicando los viales de anticuerpos durante 30 segundos, volteando durante un minuto y afiadiendo
150 ulL de cada vial de microesferas de anticuerpo a la botella de mezcla mix bottle. Por ultimo, el
contenido del mix bottle se llevaba a un volumen final de 3 mL con el Bead diluent y se agitaba.

Una vez preparados todos los reactivos, se decantaba en primer lugar, el tampdn de ensayo assay
buffer de los pocillos de la placa y se afiadia 25 pL del background, del standard y de los controles, todo

ello por duplicado en la posicién que correspondia. En los pocillos restantes se afiadia 25 uL del suero
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a analizar. A continuacion, en todos los pocillos que contuvieran background, standard y controles se
afadia 25 pl de la solucién matriz, mientras que en todos los pocillos que contuvieran suero, se afadia
25 uL de assay buffer.

Finalmente, a los 96 pocillos se afiadia también 25 pL de la preparacién de anticuerpos que se habia
realizado en la botella de mezcla mix bottle. Por ultimo, se sellaban las placas y se incubaba, los 75 pL
contenidos en cada pocillo, con agitacion suave durante toda la noche entre 16-18 horas, protegidos
delaluzyencamarafriaad?C.

Al dia siguiente, se sacaba el kit a temperar y se colocaba la placa con las muestras sobre una placa
magnética al menos 1 minuto, para a continuacién decantar la placa y lavarla con un tampén de lavado
wash buffer 1X previamente preparado. El lavado se realizaba por triplicado afiadiendo 200 pL por
pocillo del tampdn de lavado wash buffer 1X, agitando durante 30 segundos y decantando tras cada
lavado, tras haber colocado previamente un minuto la placa de muestras sobre la placa magnética. Este
paso es critico, ya que es la fijacidon de la placa magnética la que permite que las bolas magnéticas
queden en el interior de cada pocillo y no sean decantadas por la fregadera.

A continuacidn, se afiadian 50 uL del anticuerpo secundario y se incubaba durante una hora con
agitacion suave y protegida de la luz. Después se afiadian 50 pL de estreptomicina y se volvia a incubar
durante 30 min con agitacidn suave y protegida de la luz.

Terminadas ambas incubaciones, se procedié a realizar tres lavados con 200 uL wash buffer 1X vy
decantando con placa magnética, tal y como se ha indicado anteriormente.

Finalmente se afadieron 100 uL de Sheath Fluid a cada pocilloy se procedio a su lectura en el Analizador

multiplex LABSCAN 100 (Luminex)®, perteneciente al Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.

5.3. Determinacion de acidos grasos no esterificados (AGNE)

Para la determinacion de los AGNE se utilizé el kit Max Discovery™ de ensayo de AGNE. El kit utiliza un
ensayo espectrofotométrico para detectar AGNE directamente de muestras de suero de manera simple
y precisa. La deteccidon se basa en la reaccion de AGNE en suero con determinados reactivos
incorporados en el kit.

Primeramente, reaccionan los AGNE en suero con ATP y coenzima A en presencia de acil-CoA sintetasa
para generar acil-CoA, AMP y PPi. A continuacidn, la acil-CoA oxidasa presente en el kit, oxida a la acil-
CoA para producir H202. La presencia de H202 y peroxidasa permite que dos reactivos del kit

reaccionen generando un color purpura, los cuales son la 4-aminoantipirina y el 3-metil-N-etil-N- (j3-
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hrdroxyenthyl) anilina (MEHA). La presencia de este color se puede medir mediante absorbancia a 550

nm y su intensidad es directamente proporcional a la concentracién de AGNE.

e El procedimiento consistio:
En primer lugar, se dejo que los reactivos y el estandar alcanzaran la temperatura ambiente antes de
ser utilizados. Seguidamente, se reconstituyeron los dos reactivos presentes en el kit con disolvente,
agregando 24 mL de disolvente al reactivo AGNE A y 8 mL al reactivo AGNE B. A continuacidn, se
prepard la curva estdndar, etiquetando 6 tubos de microcentrifuga y diluyendo el estdndar AGNE con
el diluyente estandar tal y como se describe en la (Tabla 2)

Tabla 2. Preparacion curva estandar para AGNE.

Volumen estandar Volumen Concentracion
Tubos AGNE (4 mmol/L) estandar del de AGNE
disolvente (mmol/L)
1 0 pL 80uL 0
2 10uL 70uL 0,5
3 20pL 60uL 1
4 40uL 40uL 2
5 60uL 20plL 3
6 80uL oulL 4

Se afiadieron 4 plL de cada muestra o estdndar por duplicado en los pocillos de la placa. Después se
afadio 225 pL de reactivo AGNE A en todos los pocillos, se mezclé brevemente y se dejé incubar la
placa durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacidn, se agregaron 75 plL de reactivo AGNE B
en los pocillos y se dejé incubar la placa durante 10 min a temperatura media. Por ultimo, se midid la
absorbancia de cada pocillo a 550 nm y extrapolando las absorbancias obtenidas a la curva estandar se

obtuvo la concentracidon de AGNE para cada una de las muestras.

6. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

o Estudio1l
El tamafio muestral se establecié tomando como variable principal el cambio en el IG determinado por
el AUC inducida por CIM que contenia 2,5 g de isomaltulosa por cada 100 mL y 0,8 g de una
maltodextrina resistente por cada 100 mL (incluyendo una cantidad de 25 g de HC), en comparacion

con la administracién de 25 g de glucosa, que constituyd el HC de referencia. Se establecié que la
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variabilidad del IG fue de 22 unidades en poblacidn sana. En base a la literatura cientifica, esperamos
una diferencia de 35 unidades en el IG inducido por la cerveza sin alcohol con composicion modificada,
en comparacion con CE. Se establecid un nivel de confianza o seguridad (1-a) de 95% (Za bilateral =
1,960) y un poder estadistico (1-B) del 90% (ZB bilateral = 1,282), obteniendo asi un tamafio muestral

de 8 sujetos, siendo 10 sujetos al estimarse una tasa de pérdidas del 25%.

o Estudio 2
No se disponen datos en la bibliografia cientifica sobre el efecto del consumo de isomaltulosa y de una
maltodextrina resistente cuando se administran junto a 50 gramos de HC, que resulta ser el valor de
referencia para determinar la respuesta posprandial de un alimento, determinando asi su impacto
sobre el metabolismo glucidico. Por ello, se determind un tamafo muestral a partir de los incrementos

obtenidos en el estudio 1 tras el consumo de cada tipo de cerveza, siguiendo los siguientes criterios:

= La diferencia de incremento de la CE versus CM es de 19,4 mg/dL (51,1-31,7).
Se establecioé un nivel de confianza o seguridad (1-a) de 95% (Za bilateral = 1,960)
y un poder estadistico (1-B) del 90% (ZB bilateral = 1,282), y una desviacidn tipica

de 18,4 obteniendo asi un tamafio muestral de 15 sujetos.

= La diferencia de incremento de la CE versus la CIM es de 18,7 mg/dL (51,1-32,4). Se
establecié un nivel de confianza o seguridad (1-a) de 95% (Za bilateral = 1,960) y un
poder estadistico (1-B) del 90% (ZB bilateral = 1,282), y una desviacién tipica de 15,0
obteniendo asi un tamafio muestral de 11 sujetos. Segun el tamafio muestral calculado

fue de 15y 11 sujetos, siendo 20 sujetos al estimarse una tasa de pérdidas del 25%.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con R versidn 3.5.0 y la significacidn se establecio en p
< 0,05. Las variables cuantitativas con distribucién normal se expresaron como media + desviacién
estandar (DE) y las variables cuantitativas no paramétricas se expresaron como mediana y rango
intercuartilico (percentil 25 — percentil 75). Las variables categéricas (nominales) se mostraron como N
(numero total de personas) y los correspondientes porcentajes del total de la muestra. Para comprobar

si las variables continuas seguian una distribucidn normal o no, se realizd el test Shapiro. Las diferencias
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entre las variables independientes se calcularon mediante la prueba t-Student para variables
paramétricas o la prueba U de Mann-Whitney para variables no paramétricas, mientras que las
variables categodricas se compararon mediante la prueba de chi-cuadrado. Para la comparacién de
muestras pareadas se utilizé la prueba t para variables paramétricas o la prueba de suma de rangos de
Wilcoxon para variables no paramétricas como es apropiado. Para el analisis de las variaciones de
glucosa, insulina, GIP y GLP-1 a lo largo de 120 minutos, después de la ingestidn de cada bebida y pan
blanco, en su caso, se analizaron en ambos estudios utilizando la prueba de ANOVA o Kruskall-Wallis,
segln correspondia. Se evaluaron las diferencias sobre el efecto posprandial de cada intervencién
comparando el AUC versus tiempo de cada metabolito (glucosa, insulina, GLP-1 y GIP, insulina y
glucagdn, grelina y leptina), después el consumo de cada bebida y pan blanco. Las AUC y su

comparacion se calcularon con el paquete PK, utilizando el método t.
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS BASALES DE LOS SUJETOS INCLUIDOS EN AMBOS
ESTUDIOS (ESTUDIO 1Y 2).

Fueron examinados un total de 31 participantes para determinar la elegibilidad del estudio, de los
cuales 30 personas fueron finalmente incluidas en uno de los dos estudios, por cumplimiento de todos
los criterios inclusién y exclusion establecidos (Figura 22). Unicamente un participante no cumplié

criterios de inclusién, por tener un valor de Hb1Ac 2 5,7%, y cumpliendo criterio de prediabetes.

En la Tabla 3, se describen las caracteristicas clinicas y bioquimicas basales de todos los sujetos
incluidos en ambos estudios (estudio 1 y 2). Del total de los 30 participantes incluidos en ambos
estudios, la mayoria son adultos jévenes con una edad media de 31,5 afios (30,3 - 34,5) para el primer
estudio, y de 30,5 afios (24,8 - 33,0) en el estudio 2, ademas de ser predominantemente hombres, con
un 70% en ambos estudios. Los participantes del estudio 1 tenian menor IMC, con una mediana de 23,4
kg/m2 (22,4 - 25,7) frente a un IMC de 24,4 kg/m2 (20,6 - 26,0) en el estudio 2. Todos los participantes
estaban sanos y presentaban niveles de glucosa, TG y perfil lipidico (CT, c-HDL y c-LDL), TSH y enzimas
hepaticas dentro de los rangos de normalidad analiticos y sin ninguna enfermedad previa importante
tales como ECV, hipertension o DM2, siendo estas enfermedades criterios de exclusién para la

participacion y seleccidén en ambos estudios, tal y como se ha comentado previamente (Tabla 3).
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Figura 22. Diagrama del desarrollo para ambos estudios (estudio 1y 2).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y bioquimicas basales de todos sujetos incluidos en estudio1y 2 -

Sujetos incluidos en el Sujetos incluidos en el

Edad, afios

Hombres, n (%)

Peso corporal, kg

IMC, kg/m?2

Diabetes, n (%)
Hipertension, n (%)
Enfermedad cardiovascular, n (%)
Consumo alcohol (g/dia)
Glucosa, mg/dL

TSH, pUl/L

Triglicéridos, mg/dL
Colesterol total, mg/dL
Colesterol LDL, mg/dL
Colesterol HDL, mg/dL
GGT, UI/L

GOT, Ul/L

GPT, UI/L

estudio 1
(N=10)
31,5(30,3 -34,5)

7 (70%)
86,0 (80,8 — 87,8)
23,4 (22,4 -25,7)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

2,35 (0,47 - 5,81)
86,0 (80,8 — 87,8)
2,11+ 0,99
56,0 (51,0 - 63,3)
192 (183 —198)
113 (103 - 122)
61,0 (53,5- 69,3)
13,0 (13,0 - 16,3)
22,0 (21,0 - 25,5)
18,0 (14,0 — 22,3)

estudio 2
(N=20)
30,5 (24,8 —33,0)

14 (70%)
76,7 (61,4 —84,7)
24,4 (20,6 - 26,0)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

6,25 (1,22- 15,2)
86,0 (82,3 — 95,0)
2,36 41,28
76,0 (47,5 — 89,0)
188 (168 — 199)
112 (98,0 — 128)
56,0 (50,5 — 60,8)
18,5 (15,5 — 23,0)
25,0 (21,0 - 28,3)
17,5 (14,0 - 29,3)

1L as variables cuantitativas se expresan como media * DE, excepto variables que no siguen la distribucién normal
que se expresan como mediana (percentil 25 - percentil 75). Las variables cualitativas se expresan como
porcentaje. Abreviaturas que aplican en la siguiente tabla: IMC significa: indice de masa corporal; GGT: gamma-
glutaril transferasa; GOT: transaminasa glutdmico oxalacética; GPT: transaminasa glutamico-piruvica; TSH:
hormona tiroidea2.
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2. EVOLUCION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS, ANTOPOMETRICAS Y DIETETICAS DE LOS
SUJETOS A LO LARGO DE AMBOS ESTUDIOS (ESTUDIO 1Y 2)

Las Tablas 4 y 5 muestran la evolucién de las caracteristicas clinicas y antropométricas de los

participantes a lo largo de ambos estudios (estudio 1y 2).
1.1.ESTUDIO 1

Los resultados muestran como el peso corporal, la presion arterial sistélica, presion arterial diastélica,
y la actividad fisica realizada a lo largo del estudio 1, se mantuvieron estables sin encontrarse
diferencias significativas en cada una de las intervenciones realizadas correspondientes al consumo de
las distintas bebidas. Sin embargo, hubo diferencias significativas en el tiempo de consumo de cada
bebida, donde tiempo de duracion del consumo de la CM fue superior al resto, con mediana de 18
minutos (p=0,012). Estas diferencias significativas, especialmente se produjeron entre CM frente CE
(p=0,027) y CM frente a la bebida glucosada (p=0,015). Este hallazgo se esperaba que sucediese ya que
el volumen a beber por parte de los participantes de CM era mayor (781 mL) en comparacién con CE

(447 mL) y CIM (581 mL) (Tabla 4).

En la Tabla 5, se muestran las caracteristicas dietéticas de los 3 dias previos a cada intervencion en el
estudio 1, y observamos como el patrén dietético se mantuvo estable a lo largo del estudio sin

diferencias significativas entre las 4 bebidas planificadas del estudio 1.
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Tabla 4. Evolucién de las caracteristicas clinicas y antropométricas de los sujetos durante el estudio 1.

Glucosa CE c™M ciMm p
(25 g de HC) (25 g de HC) (25 g de HC) (25 g de HC) P
Peso corporal, kg 74,0 (62,3-77,7) | 74,3(59,8—77,0) | 752 (64,4—78,0) | 76,3 (72,8—77,4) 0,934
PAS, mmHg 119 (104 — 121) 106 (104 — 112) 114 (101 - 123) 117 (104 — 123) 0,897
PAD, mmHg 77,0 (68,5-85,0) | 72,0(68,0-77,0) | 75,0(63,0—79,0) 74,0 (67,0- 78,0) 0,694
Tiempo de consumo de
onsurr 6,00 (5,00—8,00)* | 7,00(6,00—12,0)# | 18,0(15,3-22,0) | 13,0 (9,00 15,0) 0,012
cada bebida (min)
Actividad fisica
Actividad fisica vi i
ctividag isica vigorasa 0,00 (0,00 — 600) 1140 (180-1920) | 1280 (720-1890) | 120 (0,00 — 1680) 0,722
METs/min
Actividad fisi derada,
ctividad fisica moderada, | 4 00 (0,00 — 135) 0,00 (0,00- 800) 0,00 (0,00- 360) 0,00 (0,00 — 240) 0,811
METs/min
Caminar, METs/min 1386 (1213 - 2772) | 1732 (1386—2599) | 1386 (1040-2079) | 1213 (322 — 1534) 0,565
Actividad fisica global,
ctvi I\:ET;S/';?:% oba 2969 (1568 — 4073) | 3533 (2346 —5119) | 3335 (1546 —4599) | 2431 (1170 — 4566) 0,806

1Las variables cuantitativas expresan como mediana (percentil 25 - percentil 75). Abreviaturas que aplican en la siguiente tabla: HC: hidratos de carbono; PAS:
presion arterial sistdlica; PAD: presidn arterial diastdlica; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100
mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL);
CE: cerveza sin alcohol con composicion estandar.

2El p valor se calculé mediante la prueba de Kruskall-Wallis. * Indica p <0,05 comparando CM frente a bebida glucosada y # indica p <0,05 comparando CM frente
a CE o CM frente o bebida glucosada, segun corresponda, calculado mediante la prueba U Mann Whitney en el paquete PK
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Tabla 5. Evolucién de las caracteristicas dietéticas de los sujetos durante el estudio 1.

Glucosa CE c™M ciMm P
(25 g de HC) (25 g de HC) (25 g de HC) (25 g de HC) P
Energia, kcal 2184 + 758 2301 + 956 2462 + 870 2195 + 447 0,924
HC, %° 181 +76,5 207 £ 103 218 + 109 189 £ 61,2 0,864
Azlcares, g 73,9+30,4 74,7 £ 32,2 73,1+33,3 84,4 +15,5 0,891
Polisacaridos, g 105+51,4 128 £+ 74,1 143 £79,3 101 £51,5 0,625
Fibra, g 19,0+9,37 21,5+13,9 24,5+ 16,4 20,3 +6,35 0,854
Grasa, %> 109 +42,6 107 £32,5 120+31,9 110+ 31,9 0,928
AGS, %* 35,9+15,8 33,3+9,32 32,3+9,94 32,0+7,20 0,903
AGM, %* 47,1 +20,1 44,8 + 16,9 52,1+13,0 45,9+16,1 0,895
AGP, %° 15,9+ 8,33 18,4 +9,98 23,5+135 21,2 +9,57 0,527
Colesterol, mg 507 + 252 374 +151 445 + 185 349 + 136 0,363
Proteinas, %> 110+ 45,7 102 £42,9 122 £43,3 107 £31,8 0,862
Sodio, mg 3208 + 1182 3325+ 1358 4383 + 2120 3118 + 1082 0,422

1las variables cuantitativas se expresan como media * desviaciones estdndar. Abreviaturas que aplican en la
siguiente tabla: HC: hidratos de carbono; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y
enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza sin
alcohol con composicion estdndar. AGS: dcidos grasos saturados; AGM: dcidos grasos monoinsaturados; AGP:
dcidos grasos poliinsaturados.

2El p valor se calculé mediante la prueba ANOVA.

3Expresado como porcentaje del total de calorias consumidas.
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2.2 ESTUDIO 2

La Tabla 6, muestra la variacion de las caracteristicas clinicas y antropomeétricas de los sujetos a lo largo
de las intervenciones del estudio 2, indicando como el peso corporal, presion arterial sistdlica, presidn
arterial diastdlica, la actividad fisica, asi como el tiempo de consumo de las bebidas en cada una de las
intervenciones a lo largo del estudio permanece estables, sin encontrarse diferencias significativas

(p=0,279; p=0,108; p=0,866; p=0,508 y p=0,379, respectivamente).

En la Tabla 7, se muestran las caracteristicas dietéticas de los sujetos de los 3 dias previos al consumo
de cada tipo de bebida a lo largo del estudio 2. Del mismo modo que sucedié en el estudio 1, el patrén
dietético se mantuvo estable a lo largo del estudio sin diferencias significativas entre las 5

intervenciones llevadas a cabo durante el estudio 2.
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Tabla 6. Evolucién de las caracteristicas clinicas y antropométricas de los sujetos durante el estudio 2!

CE +50 g HC CIM + 50 g HC CM + 50 g HC Agua+50gHC  Agua+64,3gHC
en forma en forma en forma en forma en forma pan p?
pan blanco pan blanco pan blanco pan blanco blanco
(64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (50 g de HC) (64,3 g de HC)
Peso corporal, kg 78,7+17,1 77,3+17,0 78,0+17,0 77,7 £ 16,7 73,7 £ 20,9 0,279
PAS, mmHg 114 + 10,8 105 + 27,9 112 +12,9 119 +11,5 116 +11,2 0,108
PAD, mmHg 73,6 £ 8,01 69,9 + 18,7 71,4+7,83 75,9 £ 6,57 73,0+ 7,46 0,866
Tiempo de consumo de cada
. . 11,8+3,78 11,0+ 4,01 12,3+5,32 9,95+ 4,37 11,6 +3,84 0,379
bebida (min)
Actividad fisica
Actividad fisica vigorosa, METs/min 1138 + 1480 1488 + 1574 1032 + 2010 1726 + 1839 852 +1313 0,358
Actividad fisica moderada,
. 554 + 867 548 + 1247 586 + 1146 653 + 1606 556 £ 875 0,974
METs/min
Caminar, METs/min 2453 + 2475 2512 + 2265 1701 £ 1777 1837 + 1688 1970+ 1943 0,605
Actividad fisica global, METs/min 4145 + 2699 4548 + 3493 3319+ 2413 4216 £ 2550 3378,1 £ 2515 0,508

1Las variables cuantitativas se expresan como media + DE. Abreviaturas que aplican en la siguiente tabla: HC: hidratos de carbono; PAS: presion arterial sistélica;
PAD: presion arterial diastdlica; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina
resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza sin alcohol

con composicion estdandar. AGS: dcidos grasos saturados; AGM: dcidos grasos monoinsaturados; AGP: dcidos grasos poliinsaturados.

2El p valor se calculé mediante la prueba ANOVA.
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Tabla 7. Evolucién de las caracteristicas dietéticas de los sujetos durante el estudio 2

Pan Blanco + Pan

Pan Blanco PanBlanco+CE  PanBlanco+CM  Pan Blanco + CIM Blanco p?

(50 g de HC) (64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (64,3 g de HC)
Energia, kcal 2057 + 655 2035 + 758 2025 + 626 1963 + 689 2029 £ 601 0,994
HC, %° 178 £ 69,8 188 78,7 190 £ 77,5 182 +73,3 182 £+ 69,5 0,985
AzlUcares, g 71,2+ 26,0 68,2 25,4 76,9 32,3 77,5+26,5 73,8+31,6 0,825
Polisacaridos, g 16,8 £9,19 17,0+ 6,57 16,9 + 8,13 19,0 + 8,60 107 £51,7 0,807
Fibra, g 106 * 38,2 95,2+38,1 95,7+29,3 87,7+35,5 100 34,7 0,593
Grasa, %° 33,8+15,6 30,6 £+14,4 30,8 +11,7 26,5+13,2 31,24£12,6 0,574
AGS, %° 44,3 £ 16,2 38,5+14,6 39,8 £10,6 39,0 15,4 42,4 +£16,5 0,709
AGM, %3 18,1+8,40 17,6 £9,84 14,7 £5,31 14,3+7,38 17,5+6,18 0,368
AGP, %* 378 £ 160 409 * 235 389 +243 408 + 220 358 £ 199 0,940
Colesterol, mg 94,8 +30,4 93,3+32,6 87,9 26,6 101+32,5 93,0+ 26,5 0,744
Proteinas, %° 2914 + 1475 2973 £971 2939 + 1277 3037 £ 1601 2651 + 1108 0,911
Sodio, mg 2914 + 1475 2973 £971 2939 + 1277 3037 £ 1601 2651 + 1108 0,911

1L as variables cuantitativas se expresan como media + DE. Abreviaturas que aplican en la siguiente tabla: HC: hidratos de carbono; PAS: presién arterial sistdlica;
PAD: presion arterial diastdlica; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina
resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza sin alcohol
con composicion estandar. AGS: dcidos grasos saturados; AGM: dcidos grasos monoinsaturados; AGP: dcidos grasos poliinsaturados.

2El p valor se calculé mediante la prueba ANOVA.

3Expresado como porcentaje del total de calorias consumidas.

138



Resultados

2. PARAMETROS DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

3.1 ESTUDIO 1
3.1.1 Variacion e incremento de la glucosa

En la Tabla 8 y Figura 23A, se muestra la variacién de los niveles de glucosa durante los 120 minutos
posteriores tras la ingesta de las diferentes bebidas durante el estudio 1. Los resultados muestran cémo
el AUC de la variacidn de glucosa en sangre fue significativamente inferior después del consumo de CM
que el AUC producido tras el consumo de CE (p = 0,016). Sin embargo, cuando se compara el AUC de la
variacion de la glucosa tras el consumo de CIM y tras el consumo de la solucidn a base de glucosa, no

se observaron diferencias significativas (p=0,772).

Respecto al incremento maximo de glucosa, que fue calculado como la diferencia entre el valor basal y
el pico mdximo obtenido después de la ingesta de cada bebida, observamos como hubo diferencias
significativas, produciéndose el mayor incremento maximo de glucosa tras el consumo de la CE,
llegando a 60,4 mg/dL, seguido de la bebida a base de glucosa, que produjo 58,0 mg/dL frente a los
34,7 mg/dL producidos tras la ingesta de CIM y los 33,7 mg/dL de la CIM (p=0,005, Tabla 12). En esta
linea, observamos en la Figura 23B como el AUC de variacién del incremento mdaximo de glucosa fue
significativamente menor después del consumo de CIM y CM que el producido después del consumo

de la bebida a base de glucosa o CE.

Tabla 8.AUC de glucosa en sangre después de la ingesta de las bebidas correspondientes al estudio

1.1
AUC GLUCOSA 95% IC p2 p3
CE (25 g de HC) 11578 +£313 12211-10944 Ref. 0,027
CIM (25 g de HC) 11415 + 241 11898-10932 0,608 0,085
CM (25 g de HC) 10631 + 220 11077-10186 0,016 0,772
Glucosa (25 g de HC) 10721 + 218 11162-10280 0,027 Ref.

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y
enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con
fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza estdndar sin alcohol.

2E| p valor denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como referencia la
AUC producida después del consumo de 25 g de HC procedente de CE y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

3El p valor denota la comparacién entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida tras el consumo de 25 g de HC procedente de la solucion de glucosa y se calculd
mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 23. Variacion (A) e incremento maximo de glucosa en sangre (B) producidos tras el consumo de

cada tipo de bebida en el estudio 1.
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3.1.2. Variacion e incremento de insulina

En la Tabla 9 y Figura 24A, se muestran las AUC de la variacidn de insulina en sangre después del
consumo de cada bebida durante el estudio 1. En los resultados obtenidos, observamos como el AUC
de la variacién de insulina tras el consumo de CM y CIM fueron significativamente mas bajas que el AUC
producida tras el consumo de CE o de la bebida a base de glucosa (p = 0,036; p = 0,024; p <0,001 y p

<0,001, respectivamente).

Respecto al incremento maximo de insulina observamos diferencias significativas segiin cada una de
las bebidas consumidas (p=0,012), donde el mayor incremento de insulina se produjo después del
consumo de CE, que alcanzé un valor maximo de insulina de 22,2 uU/mL frente a los incrementos
maximos alcanzados tras el consumo de CM, con 14,8 uU/mLy CIM, con 12,1 uU/mL, respectivamente

(Tabla 12 y Figura 24B).

Tabla 9.AUC de insulina en sangre después de la ingesta de las bebidas correspondientes al estudio

1.1

AUC INSULINA 95% IC p’ p?
CE (25 g de HC) 1196 + 103,5 983 - 1408 Ref. 0,648
CIM (25 g de HC) 928 £51.3 824 -1032 0,024 <0,001
CM (25 g de HC) 937,6 £58,6 816 - 1059 0,036 <0,001
Glucosa (25 g de HC) 1249 + 50,7 1145 - 1353 0,648 Ref.

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de
HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza
estdndar sin alcohol.

2El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida después del consumo de 25 g de HC procedente de CE y se calculé mediante la prueba
ten el paquete PK.

3El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida tras el consumo de 25 g de HC procedente de la solucion de glucosa y se calculd
mediante la prueba t en el paquete PK
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Figura 24. Variacion (A) e incremento maximo de insulina en sangre (B) producidos tras el consumo

de cada tipo de bebida en el estudio 1.
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3.1.3. Variacion e incremento de GIP

En la Tabla 10 y Figura 25A, se muestra las AUC de la variacidon de GIP en sangre producidas después
del consumo de las diferentes bebidas consumidas en el estudio 1. Los resultados mostraron como la
variacion de GIP tras el consumo de CM y CIM fue significativamente menor que tras del consumo de

CE y la bebida a base de glucosa (p <0,001).

Ademas, el incremento maximo de GIP fue significativamente menor después de la ingestion de CM o
CIM que el producido tras el consumo de bebida a base de glucosa, que generd un incremento de 168
pg/mL, similar al incremento de 128 pg/mL producido tras la ingesta de la CE, ambos mucho mayores
que los incrementos producidos tras la ingesta de las cervezas modificadas, donde la CM generd un

incremento maximo de tan solo 34,6 pg/mLy la CIM de 18,9 pg/mL (p <0,001, Tabla 12 y Figura 25B).

Tabla 10. AUC de GIP en sangre después de la ingesta de las bebidas correspondientes al estudio 1.1

AUC GIP 95% IC p? p?
CE (25 g de HC) 10065 + 545 8961 - 11169 Ref. 0,077
CIM (25 g de HC) 6518 + 324 5865 - 7172 <0,001 <0,001
CM (25 g de HC) 5795 +250 5290 - 6300 <0,001 <0,001
Glucosa (25 g de HC) 11801 + 793 10180 - 13423 0,077 Ref.

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de
HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza
estdndar sin alcohol.

2El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida después del consumo de 25 g de HC procedente de CE y se calculé mediante la prueba
t en el paquete PK.

3El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida tras el consumo de 25 g de HC procedente de la solucion de glucosa y se calculd
mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 25. Variacion (A) e incremento maximo de GIP en sangre (B) producidos tras el consumo de

cada tipo de bebida en el estudio 1.
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3.1.4 Variacion e incremento de GLP-1

En la Tabla 11 y Figura 26A se muestra la variacion de los niveles de GLP-1 producidos tras la ingesta
de cada bebida durante el estudio 1. Observamos como el AUC de GLP-1 generada tras el consumo de
la bebida a base de glucosa es significativamente mas baja que el AUC producido después del consumo

de cualquiera de las tres cervezas sin alcohol (CE, CM o CIM) (p <0,001).

Sin embargo, cuando se analizé el incremento maximo de GLP-1 no hubo diferencias significativas entre
las AUC de los tres tipos de cervezas sin alcohol consumidas en el estudio 1, ya que el incremento
maximo producido tras el consumo de CE fue de 17,9 pg/mL, similar al incremento maximo de 13,9
pg/mL generado tras el consumo de la bebida a base de glucosa, siendo ambos menores que los
producidos tras el consumo de las cervezas modificadas, con 3,27 pg/mLy 1,67 pg/mL de las cervezas

CIM y CM, respectivamente (p=0,529, Tabla 12 y Figura 26B).

Tabla 11. AUC de GLP-1 en sangre después de la ingesta de las bebidas correspondientes al estudio

1.1
AUC GLP-1 95% IC p’ p?
CE (25 g de HC) 17402 £ 579 16246 - 18558 Ref. <0,001
CIM (25 g de HC) 16929 + 639 15654 - 18203 0,584 <0,001
CM (25 g de HC) 16633 + 644 15341 - 17920 0,373 <0,001
Glucosa (25 g de HC) 13580 + 421 12739 - 14422 <0,001 Ref.

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de
HC y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza
estdndar sin alcohol.

2El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida después del consumo de 25 g de HC procedente de CE y se calculé mediante la prueba
ten el paquete PK.

3El valor p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia la AUC producida tras el consumo de 25 g de HC procedente de la solucion de glucosa y se calculd
mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 26. Variacion (A) e incremento maximo de GLP-1 en sangre (B) producidos tras el consumo de

cada tipo de bebida en el estudio 1.
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Tabla 12. Incremento maximo de glucosa, insulina, GIP y GLP-1 en sangre producidos tras el consumo de cada una de las bebidas en el estudio 1.

1

Estudio 1

Cerveza sin alcohol

Cerveza sin alcohol
con isomaltulosa'y

Cerveza sin alcohol
con maltodextrina

Solucion a base

estandar maltodextrina . )
. resistente de glucosa p
(CE) resistente
(cm) (25 g de HC)
(25 g de HC) (Cim) (25 g de CH)
(25 g de HC) &

Pico maximo de glucosa, mg/dL 60,4 £ 24,1 33,7 £ 14,2* 34,7 £19,1* 58,0+ 20,0 0,005
Pico maximo de insulina mg/dL 22,2+12,2 12,1 +4,31* 14,8 + 8,6+ 18,8+ 7,48 0,012
Pico maximo de GIP, pg/mL 128 +62,3 18,9 + 23,8* 34,6 £22,1* 168 +112 <0,001
Pico maximo de GLP1, pg/mL 17,9 + 23,7 3,27 +33,0 1,67 +33,7 13,9+35,0 0,529

1El aumento mdximo de cada metabolito se calculé como la diferencia entre el valor mdximo alcanzado durante 120 minutos y el valor basal. Las variables
cuantitativas se expresaron como media + DE. HC significa carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con
isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y enriquecida con
maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza estdndar sin alcohol.

2El p valor se calculé mediante la prueba de Kruskall-Wallis. * Indica p <0,05 y + indica p <0,090 comparando CIM frente a CE o CM frente a CE, seguin corresponda,
calculado mediante la prueba t en el paquete PK
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3.2. ESTUDIO 2
3.2.1 Variacion e incremento de glucosa

En el estudio 2, el AUC de la variacidon de glucosa mas bajo se produjo después del consumo de CM
junto con pan blanco. De hecho, el consumo de 64,3 g de HC provenientes de CM con pan blanco
produjo un AUC de glucosa significativamente mas bajo que el producido después del consumo de la
misma cantidad de HC procedentes Unicamente de pan blanco (p=0,012, Tabla 13). Ademas, los AUC
de glucosa producidos tras el consumo de 64,3 g de HC provenientes de la combinacién de CM o CIM
junto con pan blanco fueron significativamente inferiores a las AUC producidos tras el consumo de 64,3
g de HC provenientes de la ingesta de la CE junto con pan blanco (p=0,006 y p<0,001 respectivamente).
De hecho, la mayor AUC fue la producida tras el consumo de 64,3 g de HC provenientes de la
combinacion de CE con pan blanco (Figura 27A, Tabla 13). El incremento maximo de glucosa difirio
significativamente en funcion de la bebida ingerida (p=0,002, Tabla 17), mostrando que el AUC del
incremento de glucosa fue significativamente superior tras la combinacidon de CE mas pan blanco en
comparacion con el resto de combinaciones (p=0,002, Figura 27B, Tabla 17). Por el contrario, el menor
incremento de glucosa se produjo tras la ingesta de las combinaciones de pan junto con las cervezas
modificadas CM o CIM (Figura 27B, Tabla 17).

Tabla 13. AUC de glucosa producida después del consumo de cada una de las bebidas junto a pan

blanco en el estudio 2!

AUC GLUCOSA 95% IC p? p* p*
CE + Pan Blanco (64,3 g de HC) 14213 + 179 13860 - 14568 0,055 0,204 Ref.
CIM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 13590 + 139 13315 - 13865 0,451 0,159 0,006
CM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 13360 + 133 13096 - 13624 0,067 0,012 <0,001
Agua + Pan Blanco (64,3 g de HC) 13901 + 169 13568 - 14235 0,518 Ref. 0,055
Agua + Pan Blanco (50 g de HC) 13751 + 161 13433 - 14068 Ref. 0,518 0,204

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC regular y
enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con
fermentacion casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza normal sin alcohol.
2E| valor p denota la comparacion entre los AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como referencia el
AUC producido después del consumo de 50 g de HC y agua y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

3El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 64,3 g de HC y agua, y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.
4El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 14,3 g de HC provenientes de CE + 50 g de HC de pan blanco, y se calculé mediante la
prueba t en el paquete PK.

148



Resultados

Figura 27. Variacion (A) e incremento maximo de glucosa en sangre (B) producidos tras el consumo de

pan blanco en combinacidn con las diferentes bebidas en el estudio 2.
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3.2.2. Variacion e incremento de insulina

El AUC correspondiente a la variacidn de insulina producida después del consumo de CE mas pan blanco
fue significativamente mas alta que el AUC producido después de la ingestidn de la misma cantidad de
HC, provenientes todos ellos de pan blanco (p=0,043, Tabla 14). Mientras el consumo de CM o CIM
junto con pan blanco, no produjo diferencias significativas frente al AUC producido tras la ingestion de
la misma cantidad de HC, procedente todos ellos de pan blanco (p=0,128 y p=0,554, respectivamente,
Tabla 14, Figura 28A). Sin embargo, el consumo de CM junto con pan blanco produjo un AUC
significativamente menor que el AUC producido después de la ingestion de CE combinada con pan

blanco (p=0,028, Tabla 14).

Respecto al incremento mdaximo de insulina en sangre, no hubo diferencias significativas tras el
consumo de las diferentes combinaciones de bebidas fermentadas junto con pan blanco (p=0,124,
Tabla 17). Sin embargo, es importante destacar que el mayor incremento de insulina se produjo
después del consumo de CE con pan blanco, llegando a alcanzar un pico de 40,1 uU/mL, tal y como se

muestra en la Tabla 17 y Figura 28B.

Tabla 14. AUC de insulina producida después del consumo de cada una de las bebidas junto a pan

blanco en el estudio 2.1

AUC INSULINA 95% IC P p? p*
CE + Pan Blanco (64,3 g de HC) 3115+159 | 2798-3432 | <0,001 | 0,043 Ref.
CIM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 2847 +149 | 2552-3142 | 0,017 0,128 | 0,229
CM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 2664 +127 | 2412-2915 | 0,016 0,554 | 0,028
Agua + Pan Blanco (64,3 gde HC) | 2564 +105 | 2356-2771 | 0,042 Ref. 0,043
Agua + Pan Blanco (50 g de HC) 2234+122 | 1993-2476 Ref. 0,042 | <0,001

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de
HC regular y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM:
cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL);
CE: cerveza normal sin alcohol.

2El valor p denota la comparacion entre los AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como
referencia el AUC producido después del consumo de 50 g de HC y se calculé mediante la prueba t en el paquete
PK.

3El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como
referencia las AUC producidas tras el consumo de 64,3 g de HC y agua, y se calculd mediante la prueba t en el
paquete PK.

“El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como
referencia las AUC producidas tras el consumo de 14,3 g de HC provenientes de CE + 50 g de HC de pan blanco, y
se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 28. Variacion (A) e incremento maximo de insulina en sangre (B) producidos tras el consumo de
pan blanco en combinacién con las diferentes bebidas en el estudio 2.

A

Incremento de Insulina (Ul/mL)

Insulina (uU/mL)

40

30 4

20 A

10 A

PAN + CE (64,3g HC)
PAN + CIM (64,3g HC)
PAN + CM (64,3g HC)
PAN BLANCO (50g HC)
PAN BLANCO (64,3g HC)

bitd

40

301

N
o
f

101

0 25 50 75 100 125
Tiempo (min)

PAN + CE (64,3g HC)
PAN + CIM (64,3g HC)
PAN + CM (64,3g HC)
PAN BLANCO (50g HC)
PAN BLANCO (64,3g HC)

bttt

0 25 50 75 100 125
Tiempo (min)

151



Resultados

3.2.2 Variacion e incremento de GIP

En la Tabla 15 y Figura 29A, se muestra la variacion de GIP en sangre después de la ingesta de pan
blanco en combinacién con las diferentes bebidas durante el estudio 2, donde se observa que la menor
AUC de GIP se produjo tras la ingesta de agua con 50 g de HC procedentes de pan blanco (p<0,001). Sin
embargo, cuando se comparan las variaciones de GIP tras la ingesta de la misma cantidad de HC,
solamente la combinacién de la CE junto con pan blanco produjo un AUC significativamente mds
elevada que el producido después del consumo de pan blanco y agua (p=0,019). Por el contario, la
variacion de GIP no fue significativamente diferente tras el consumo de pan junto con las cervezas
modificadas (CIM o CM), en comparacién con la generada tras el consumo de la misma cantidad de HC,
todos ellos provenientes de pan blanco (p=0,857 y p=0,540, respectivamente). Ademas, las AUC de GIP
después del consumo de CIM con pan blanco fue significativamente menor que la producida tras la
ingesta de CE mads pan blanco (p=0,046, Tabla 15, Figura 28A). Cuando se analiza el incremento maximo
de GIP, se observa que fue significativamente diferente dependiendo de la bebida ingerida (p=0,011,
Tabla 17). El mayor incremento de GIP se produjo después del consumo de CE junto con el pan blanco,
llegando a generar un pico de 229 pg/mL, mientras que el menor incremento se produjo después de la
ingestion de 50 g de HC, que tan solo generd un pico de 126 mg/dL (Figura 29B, Tabla 17).

Tabla 15. AUC de GIP producida después del consumo de cada una de las bebidas junto a pan blanco
en el estudio 2.1

AUCGIP 95% IC p’ p? p*
CE + Pan Blanco (64,3 g de HC) 25774 + 1085 23627 - 27922 <0,001 0,019 Ref.
CIM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 22545+ 1194 20175 - 24915 <0,001 0,857 0,046
CM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 23189+ 1116 20978 - 25399 <0,001 0,540 0,098
Agua + Pan Blanco (64,3 g de HC) 22263 + 1015 20244 - 24282 <0,001 Ref. 0,019
Agua + Pan Blanco (50 g de HC) 15994 + 552 14902 - 17086 Ref. <0,001 | <0,001

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC regular
y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con
fermentacidn casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza normal sin alcohol.
2E| valor p denota la comparacion entre los AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como referencia el
AUC producido después del consumo de 50 g de HC y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

3El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 64,3 g de HC y agua, y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

4El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 14,3 g de HC provenientes de CE + 50 g de HC de pan blanco, y se calculé mediante la
prueba t en el paquete PK.
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Figura 29. Variacion (A) e incremento maximo de GIP en sangre (B) producidos tras el consumo de pan

blanco en combinacién con las diferentes bebidas en el estudio 2.
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3.2.3 Variacion e incremento de GLP-1

En la Tabla 16 y Figura 30A se muestra el AUC de la variacidn de los niveles de GLP-1 en sangre después

de la ingesta de las diferentes bebidas combinadas con el pan blanco en el estudio 2. Los resultados

muestran como el AUC mas baja se produjo después de la ingesta de agua con 50 g de HC procedentes

de pan blanco. Cuando se compararon las AUC producidas entre las tres cervezas sin alcohol, solo se

observaron diferencias significativas entre el consumo de CIM y pan blanco con un AUC

significativamente menor que el AUC producido tras la ingesta de CE con pan blanco (p = 0,028, Tabla

16, Figura 30A).

Respecto al incremento maximo de GLP-1 producido tras la ingesta de pan blanco combinado con las

diferentes bebidas, no se observaron diferencias significativas en funcion del tipo de bebida consumida

(p=0,058, Tabla 17). El menor incremento de GLP-1 se produjo tras la ingesta de CIM con pan blanco,

que llegd a generar un pico de 13,3 pg/mL, mientras que el mayor incremento de GLP-1 se produjo tras

la ingesta de la misma cantidad de HC, provenientes en su totalidad del pan blanco, que llegaron a

generar un pico de 46,6 pg/mL (Figura 30B, Tabla 17).

Tabla 16. AUC de GLP-1 producida después del consumo de cada una de las bebidas junto a pan

blanco en el estudio 2.1

2

3

4

AUC GLP-1 95% IC p p p
CE + Pan Blanco (64,3 g de HC) 20813 + 614 19599 - 22027 | <0,001 | 0,074 Ref.
CIM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 18338 + 542 17266 - 19410 0,005 | 0,119 | 0,028
CM + Pan Blanco (64,3 g de HC) 19560 + 585 18404 - 20715 | <0,001 | 0,874 | 0,141
Agua + Pan Blanco (64,3 g de HC) 19443 + 453 18547-20339 | <0,001 Ref. 0,074
Agua + Pan Blanco (50 g de HC) 16286 + 489 15320 - 17253 Ref. | <0,001 | <0,001

1AUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC regular y
enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con
fermentacidn casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza normal sin alcohol.

2E| valor p denota la comparacion entre los AUC que producen las comparaciones de dos a dos, utilizando como referencia el

AUC producido después del consumo de 50 g de HC y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

3El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 64,3 g de HC y agua, y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.
4El valor de p denota la comparacion entre las AUC que producen las comparaciones de dos a dos, tomando como referencia
las AUC producidas tras el consumo de 14,3 g de HC provenientes de CE + 50 g de HC de pan blanco, y se calculé mediante la

prueba t en el paquete PK.
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Figura 30. Variacion (A) e incremento maximo de GLP-1 en sangre (B) producidos tras el consumo de

pan blanco en combinacidn con las diferentes bebidas en el estudio 2.
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Tabla 17. Incremento maximo de glucosa, insulina, GIP y GLP-1 producidos tras el consumo de pan blanco en combinacion con las diferentes
bebidas en el estudio 2.*

Estudio 2

CE + 50 g de HC CIM + 50 g de HC CM + 50 g de HC Agua + 50 g de HC Agua + 64,3 g de HC

de pan blanco de pan blanco de pan blanco de pan blanco de pan blanco p?

(64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (64,3 g de HC) (50 g de HC) (64,3 g de HC)
Pico maximo de 58,3 + 14,9 44,7 +9,83* 41,1 + 10,8* 41,2 13,2 48,1+ 14,8 0,002
glucosa, mg/dL
Pico maximo de 40,1+17,8 31,1+ 11,7+ 35,9+ 19,4 27,7+14,9 30,5+ 11,4 0,124
insulina, mg/dL
Pico maximo de 229 +134 240 + 189 229 +194 126 +41,4 216 + 185 0,011
GIP, pg/mL
Pico maximo de 27,0 47,3 13,3 +33,7 28,8 +29,0 21,3 +30,9 46,6 + 45,1 0,058
GLP-1, pg/mL

1 El aumento mdximo de cada metabolito se calculé como la diferencia entre el valor mdximo alcanzado durante 120 minutos y el valor basal. Las variables
cuantitativas se expresaron como media + desviacion estandar. HC significa carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y
enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC y
enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza estdndar sin alcohol.
2 El p valor se calculé mediante la prueba de Kruskall-Wallis. * Indica p <0,05 y + indica p <0,090 comparando CIM frente a CE o CM frente a CE, segun corresponda,

calculado mediante la prueba t en el paquete
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4. HORMONAS GASTROINSTINALES Y ADIPOCINAS
4.1 Variacion de los niveles de grelina, glucagén, PP, PY y leptina.

En la Tabla 18 y Figuras 31A y 31B se muestra la variacidn de las hormonas gastrointestinales grelina 'y
glucagdn. En la Tabla 19 y Figura 32A y 32B, se muestra la variacion de hormonas gastrointestinales PY
y PP. En la Tabla 20 y Figura 33, se muestra la variacidén de leptina. Estas hormonas gastrointestinales
glucagdn, grelina, el PY y el PP y leptina juegan un papel fundamental en la regulacion del apetito y la
saciedad, entre otros efectos. Para todas ellas, se analizaron los valores basales, a los 60 y a los 120
minutos Unicamente en el estudio 2, tal y como se ha explicitado en el apartado correspondiente a la
metodologia. Los resultados mostraron que no existian diferencias significativas en la variacién de estos
metabolitos, tras el consumo de pan blanco en combinacién con las diferentes bebidas (Tabla 18,19 y

20y Figuras 31A, 31B, y Figura 32A, 32B y Figura 33).

Tabla 18. AUC de la concentracion de grelina y glucagdn producidos tras el consumo de pan blanco en

combinacion con las diferentes bebidas en el estudio 2.

GRELINA Basal (pg/mL) 60 minutos (pg/mL) | 120 minutos (pg/mL) p?
CE + Pan blanco
16,2 - 11,8 (10,4 - 1 11,6 (10,6 — 1
(64,3 g de HC) 49,3 (16,2 -64,3) 8(10,4-18,4) 6 (10,6 —13,0)
CIM + Pan blanco
(64,3 g de HC) 48,8 (31,3 -84,3) 13,0 (12,1- 17,3) 13,0 (10,6 - 13,8)
CM + Pan blanco
(64,3 g de HC) 36,6 (23,9-65,3) 13,7 (11,8 -27,3) 13,0 (11,5 - 16,4) 0,942
Agua + Pan blanco
19,2~ 12,6 (10,6 -1 13,0 (10,6 - 17,2
(64,3 g de HC) 57,8 (19,2-90,3) 6(10,6-17,9) 3,0 (10,6 — 17,2)
AguatPanblanco | gy 4 206-747) | 17,9(129-340) 13,0 (11,0 - 33,3)
(50 g de HC) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ) ) ’
GLUCAGON Basal (pg/mL) 60 minutos (pg/mL) | 120 minutos (pg/mL) P2
CE + Pan blanco
(64,3 g de HC) 53,0(44,1-60-0) | 37,5(244-532) 33,4 (19,6 - 47,2)
CIM + Pan blanco
1- 2 16,8 — 2 150 —
(64,3 g de HC) 43,9 (36,1-57,8) 3,0(16,8-35,7) 4,9 (15,0 -37,4)
CM + Pan blanco
(64,3 g de HC) 47,6 (38,2 -62,5) 34,0 (27,1-47,5) 33,6 (18,1 -40,3) 0,988
Agua + Pan blanco 46,9 (36,9 — 61.5) 315 (23,4 —53.4) 303 (20,6-35.2)
(64,3 g de HC) ’ ’ ’ ’ ’ , , ) ,
Agua + Pan blanco
- 2 19,1-42 2 150 —
(50 g de HC) 45,9 (36,4 - 54,5) 8,4(19,1-42,9) 9,7 (15,0 - 39,5)

LAUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de HC regular y enriquecida con
isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de HC

regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza normal sin alcohol.
2 El p valor denota la comparacion entre las AUC y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 31. Variacion de grelina A) de glucagén B) producida después del consumo de cada una de las

bebidas junto a pan blanco en el estudio 2
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Tabla 19. AUC de la concentracidn de PPy PY producidos tras el consumo de pan blanco en combinacién

con las diferentes bebidas en el estudio 2.

PP Basal (pg/mL) 60 minutos (pg/mL) | 120 minutos (pg/mL) p?
C(Eel,zag"dﬁ"ccf 47,1(31,4-657) | 79,9 (657~105) 83,8 (57,4 — 132)
c'('\é' ;::';:ﬁz)c © | 472(235-567) | 82,0(528-122) | 71,0(39,2—120)
q(\g ; s ;'L:';';° 495(37,1-88,6) | 76,8(463-127) | 94,7 (47,4—114) 0,982
Ag(zgzageb;acr;w 43,8(355-58,7) | 70,2(47,8-110) 78,3 (63,4 - 112)
Agl::g gP:: :'é')"w 36,0(30,2-553) | 843(41,7-117) | 65,6(384—99,5)
PY Basal (pg/mL) 60 minutos (pg/mL) | 120 minutos (pg/mL) p?
C(I:;Z’:agndg?_,ncc)o 13,0 (13,0-93,2) 30,0 (13,0 - 85,5) 13,0 (13,0-78,9)
CI(“éI;sP; Z: IHaE)c ° | 130(13,0-589) | 130(13,0-51,1) | 13,0(13,0-584)
c:\g ; : ;Z:';’é? 13,0 (13,0-97,2) | 13,0 (13,0— 106) 13,0 (13,0 - 101) 0,992
Ag(la;';ageblﬂ;w 13,0 (13,0-97,8) | 20,5(13,0-69,8) | 13,0(13,0-62,5)
Agl::g gP:: E'S"w 26,8(13,0-993) | 13,0(130-102) | 13,0(13,0-883)

IAUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC
regular y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza
normal sin alcohol; PP: polipéptido pancredtico,; PY: polipéptido Y.
2 El p valor denota la comparacidn entre las AUC y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.
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Figura 32. Variacion de PY A) y de PP B) producida después del consumo de cada una de las bebidas

junto a pan blanco en el estudio 2.
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Tabla 20. AUC de la concentracién de leptina tras el consumo de pan blanco en combinaciéon con las

diferentes bebidas en el estudio 2.

LEPTINA

Basal (pg/mL)

60 minutos (pg/mL)

120 minutos (pg/mL) p?

CE + Pan blanco
(64,3 g de HC)

3684 (1386 — 6801)

2714 (1243 - 6057)

3079 (1145 — 5408)

CIM + Pan blanco
(64,3 g de HC)

2732 (980 — 5038)

2195 (824 — 4047)

2066 (819- 3804)

CM + Pan blanco
(64,3 g de HC)

3101 (1150 - 6119)

2450 (1178 — 4567)

2414 (1056 —4389) 0,723

Agua + Pan blanco
(64,3 g de HC)

2576 (1372 — 7047)

2030 (1087 —5380)

2281 (1033 — 6204)

Agua + Pan blanco
(50 g de HC)

2030 (1374 — 4289)

1977 (1177 — 3609)

1861 (1056 — 3533)

IAUC significa drea bajo la curva; HC: carbohidratos; CIM: cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de HC
regular y enriquecida con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8 g/100 mL); CM: cerveza sin
alcohol con fermentacion casi completa de HC regular y enriquecida con maltodextrina (2,0 g/100 mL); CE: cerveza

normal sin alcohol;

2 El p valor denota la comparacidn entre las AUC y se calculé mediante la prueba t en el paquete PK.

Figuras 33. A) Variacion de leptina tras el consumo de pan blanco en combinacién con las diferentes

bebidas en el estudio 2
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5. PARAMETROS DEL PERFIL LIPiDICO
5.1 ESTUDIO 1
5.1.1. Variacion de los niveles de triglicéridos y AGNE

En la Figura 34A y 34B se muestran las AUC de la variacién de los niveles de TG y AGNE tras el consumo
de las diferentes bebidas del estudio 1. Los resultados mostraron como las AUC de la variaciéon de los
niveles de TG en sangre tras la ingesta de diferentes cervezas sin alcohol y la bebida a base de glucosa
no fueron significativamente diferentes (p=0,436, Figura 34A). En la misma linea, la variacién de los
niveles de AGNE no mostraron diferencias significativas tras de la ingesta de cada bebida, generando
similares descensos tras la ingesta de cada una de las bebidas incluidas en el estudio 1 (p=0,235, Figura

34B).

Figura 34. Variacion de los niveles de TG (A) y AGNE (B) producidos tras el consumo de cada tipo de

bebida en el estudio 1.
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5.2 ESTUDIO 2

5.2.1. Variacion de los niveles de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, TG y AGNE

La Figura 35 muestra la variacion de las concentraciones de TG (A), AGNE (B), colesterol total (C),
colesterol LDL (D) y colesterol HDL (E), producidas en el estudio 2, tras la ingesta de pan blanco
combinado con las diferentes bebidas fermentadas. Los resultados mostraron que no hubo diferencias
significativas ni en la variacién de colesterol total, ni colesterol LDL, ni colesterol HDL tras del consumo
de diferentes bebidas con pan blanco (p=0,993, p=0,995 y p=0,992, respectivamente, Figura 35C, 35D
y 35E). La variaciéon de TG y AGNE tampoco difirid significativamente tras la ingesta de cada bebida

combinada con pan blanco (p=0,812 y p=0,075, respectivamente, Figura 35A y 35B).
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Figura 35. Variacion de las concentraciones de TG (A), AGNE (B), colesterol total (C), colesterol LDL (D)

y colesterol HDL (E) tras el consumo de pan blanco combinado con las diferentes bebidas fermentadas

en el estudio 2.
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El presente estudio analizd la respuesta glucémica posprandial producida por el consumo de CIM. El
objetivo incluyé comparar su consumo con CM, frente a una CE en sus HC. Todo ello con el objetivo de
analizar el efecto individual de la isomaltulosa y maltodextrina resistente por separado, pero también
su posible efecto sinérgico sobre la respuesta posprandial. Este estudio es la continuacion de un estudio
anterior donde, mediante una intervencion doble ciega y cruzada, se analizé el efecto del consumo CIM
sobre 41 sujetos con DM2 y sobrepeso u obesidad, comparandola con una CE. Cada cerveza sin alcohol
fue tomada con las principales comidas del dia (comida y cena) durante 10 semanas, cada una de ellas,
habiendo un periodo de lavado entre ambas fases (152). Los resultados de este primer estudio
revelaron que la ingesta de la cerveza con composiciéon modificada y enriquecida con isomaltulosa y
maltodextrina resistente tenia un efecto beneficioso sobre la homeostasis de la glucemia, con una
mejora significativa en la Rl independiente al resto de factores asociados. Ademas, el estudio de la
microbiota en un subgrupo de los participantes evidencié mejoras en la microbiota intestinal lo que
podria explicar parte del beneficio hallado (285). Sin embargo, los mecanismos por los cuales se
produce esa mejora de la Rl tras el consumo de esta cerveza sin alcohol modificada, quedaron
pendientes de dilucidar. En ese contexto, se planted el desarrollo del presente trabajo, de caracter
novedoso y pionero, que ha constituido el eje central de la tesis doctoral. El objetivo de esta
investigacion se centrd en explorar la respuesta glucémica producida por la cerveza sin alcohol con
composicion modificada, valorando si diferia frente a diferentes intervenciones comparativas. La
hipétesis fue que este tipo de cerveza mejoraba la Rl gracias, entre otros mecanismos, a la modulacién

del IG inducido por las comidas.

Para conseguir dilucidar los posibles mecanismos de accion de esta CIM, se plantearon dos
estudios. Los principales hallazgos del primero, mostraron que: a) El consumo de CIM, produce un
menor incremento de glucosa e insulina que el producido tras el consumo de una CE; b) El incremento
glucidico también fue significativamente menor tras el consumo de CM pero no isomaltulosa, en
comparacion con la ingesta de una CE; c) La variacion de GIP después del consumo de las dos cervezas
sin alcohol con composicién modificada fue significativamente menor que tras el consumo de la CE. Los
hallazgos del estudio 2 evidenciaron que: a) Consumir 50 g de HC provenientes del pan blanco junto
con cualquiera de las dos cervezas sin alcohol con composicién modificada CIM o CM (aportando un
64,3 g de HC) inducian el mismo incremento de glucosa que consumir exclusivamente 50 g de HC
provenientes de pan blanco junto con agua; b) Ambas cervezas sin alcohol modificadas en su
composicion de HC, CIM y CM, producian un menor aumento de glucosa e insulina, y un mayor

aumento de GIP que la ingesta de la CE. Por tanto, estos hallazgos evidencian que el consumo de una
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CIM, es capaz de atenuar y mejorar la respuesta posprandial a la ingesta de HC en la comida (en este
caso, pan blanco). Esta conclusidn confirmaria la hipotesis anteriormente planteada, demostrando que
esta mejora en la respuesta posprandial constituiria uno de los mecanismos responsables de que el
consumo de este tipo de cerveza sin alcohol en las comidas, durante 10 semanas, contribuyé a la
mejora de la Rl en personas con prediabetes o DM2 (152). Por este motivo, esta investigacion parece
evidenciar el hecho de que pequefios cambios en la composicién de la dieta pueden modificar la

respuesta posprandial, lo que se traduce en beneficio clinico.

Diferentes estudios han demostrado que la isomaltulosa tiene efectos positivos sobre el
metabolismo de la glucosa, logrando disminuir los niveles de glucosa e insulina en sujetos con
sobrepeso, obesos y con DM2 (202, 286-289). Henry y cols. evidenciaron, en un estudio aleatorizado,
doble ciego, controlado y cruzado donde incluyeron a 20 hombres, que el consumo de una dieta
controlada combinada con isomaltulosa redujo la respuesta glucémica y la variabilidad frente a la
combinacion de la misma dieta controlada con sacarosa (290). De la misma manera, Okuno y cols.
demostraron, en 50 adultos sedentarios, que la suplementacion con 40 g/dia de isomaltulosa conseguia
una reduccidn significativa de la Rl después 12 semanas. Sin embargo, el efecto de este HC en sujetos
con DM2 ha sido menos estudiado y los resultados son contradictorios (291). Por ejemplo, Brunner y
cols. mostraron que la suplementacién con 50 g/dia de isomaltulosa en sujetos con DM2 no producia
cambios significativos en la HbAlc tras 12 semanas de intervencion (292). Por el contrario, otro estudio
que incluyé a 11 participantes con DM2 mostré que la ingestion de 1 g/kg de isomaltulosa atenuaba la
hiperglucemia posprandial, reduciendo las concentraciones plasmaticas medias de insulina, péptido C,
glucagdn y GIP en un 10-23% en comparacion con la sacarosa (257). Los mecanismos subyacentes del
beneficio de la isomaltulosa sobre la sensibilidad a la insulina no estdn completamente dilucidados.
Kawaguchi y cols. demostraron que el consumo de 20 g de isomaltulosa mejoraba la Rl en 5 pacientes
con ENGNA. Los autores apuntaban a que este beneficio parecia estar directamente asociado con
cambios metabdlicos que habian observado y que estaba en relacidon con los acidos biliares, acidos
grasos, glicina/serina, alteraciones en L-arginina y concentraciones de L-ornitina (293) Todos estos
factores se han relacionado previamente con vias de sefalizacidn de insulina. Hasta donde sabemaos, el
presente estudio es el primero que explora los efectos posprandiales de dosis relativamente bajas de
isomaltulosa y los resultados muestran que este disacdrido conduce a una mejora de la glucemia
posprandial que los HC convencionales que suele contener la cerveza, principalmente almidén vy
oligosacaridos como maltosa o maltotriosa. Es importante considerar un efecto sinérgico de la

isomaltulosa con la dextrina resistente, al interpretar la mejor respuesta glucémica inducida por la
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cerveza sin alcohol modificada ya que los efectos beneficiosos fueron observados en la cerveza a la que
se le afiadieron los dos componentes (isomaltulosa y maltodextrina resistente) pero también en la que

sdlo contenia la maltodextrina resistente.

En relacion a la dextrina resistente, diferentes ensayos aleatorios controlados han demostrado
que la suplementacion con esta fibra dietética puede modular la inflamacién, mejorar la Rl y tener
efectos beneficiosos sobre la salud mental e incluso sobre la respuesta del sistema inmunolégico en
mujeres con DM2 (200, 294). En este sentido, Li y cols. demostraron que la ingesta de 17 g de dextrina
resistente producia la disminucion de un 18% de la concentracidon de insulina en sujetos sanos, siendo
ademas significativamente menor en comparacion con el grupo de control (202). De la misma forma,
otro estudio reportd una disminucidn significativa del 22,8% en la insulina, 24,9% en HOMA-IR, 0,6%
en la glucosa y 9,6% en la concentracién de HbAlc en 55 mujeres con DM2 que consumieron 10 g de
dextrina resistente durante 8 semanas (294). Estas evidencian avalan las mejoras que produce la
dextrina resistente sobre la homeostasis de la glucosa, aunque los mecanismos responsables de estos
beneficios no se conocen del todo. En esta linea, nuestro grupo ha demostrado recientemente cémo
el consumo de la CIM, durante 10 semanas en 14 sujetos con prediabetes o DM2, tenia un impacto
significativo sobre la microbiota intestinal, provocando una disminucién significativa de las especies del
género Parabacteroides (152). Curiosamente, esta especie Parabacteroides se encuentra en menor
proporcién en pacientes con obesidad y diferentes enfermedades metabdlicas y se ha demostrado que
su abundancia incrementa tras una intervencion basada en dieta mediterranea (295, 296). Otros
investigadores especulan que la suplementacién con una dextrina resistente, con probado efecto
prebidtico, podria favorecer la diferenciacion de células L, lo cual estimularia la secreciéon de hormonas

digestivas como GLP-1, PY o GIP, entre otros (297).

GIP y GLP-1 son hormonas incretinas secretadas por las células endocrinas intestinales Ky L,
respectivamente, como respuesta a la ingestién de una dieta rica en HC y en grasas. La secrecion de
GLP-1 y GIP tiene acciones en diferentes érganos, pero en concreto a nivel pancreatico, GLP-1 y GIP
favorecen el aumento de la biosintesis y secrecion de insulina, y una disminucién de la apoptosis de las
células B, manteniendo la integridad celular (249), por lo que tienen un potencial regulador de la
glucemia posprandial. En esta linea, la hipdtesis en el estudio 1 mostré que el consumo de CIM produjo
una menor sobrecarga de HC, con el resultado de un menor incremento de insulina y hormonas
incretinas en comparacion con la CE. Del mismo modo, el estudio 2 demostré que el consumo de la

CIM junto con pan blanco produjo un pico menor de glucosa y, en consecuencia, menores aumentos
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de insulina y hormonas incretinas, GIP y GLP-1, que el consumo de pan blanco con CE. Esto concuerda
con los resultados en otras investigaciones donde la presencia de la isomaltulosa y la maltodextrina
resistente parece retrasar la tasa de absorcion de HC, influyendo, por tanto, en la liberacién de GLP-1
y GIP. Estos resultados concuerdan con los de Keyhani-Nejah y cols., quienes demostraron en un
estudio cruzado aleatorizado con 35 sujetos (15 sanos, 10 con prediabetes y 10 con DM2), que la
ingesta de 50 g de HC procedentes de isomaltulosa producia un pico de glucosa e insulina
significativamente mds bajo y menor AUC de GIP (298). Otro ensayo controlado aleatorio incluyé a 16
sujetos con DM2, quienes ingirieron 25 g de HC provenientes de tres soluciones diferentes: una
solucion estdndar; una solucion con maltodextrina resistente y sucralosa; y otra con lactosa,
isomaltulosa, y almiddn resistente. Los autores reportaron que el consumo de la solucidn que contenia
la isomaltulosa produjo un pico mas bajo de GLP-1 (299). Estos autores demostraron que se produjo
un mayor aumento de GIP tras el consumo de la solucién estandar y la solucién con isomaltulosa. No
obstante, es importante destacar que la solucién que contenia isomaltulosa también tenia lactosa,

aunque los autores no explicitaban el porcentaje de cada HC contenido en la solucidn.

Respecto al andlisis del efecto producido sobre las hormonas relacionadas con el apetito y la
saciedad por el consumo de pan junto a las diferentes bebidas a estudio, ninguna de las intervenciones
evaluadas indujo una variacion posprandial significativa sobre los niveles de grelina, leptina, glucagdn,
PP y PY. Esta ausencia de cambio en la concentracidn de hormonas relacionadas con la saciedad y el
apetito no parece coincidir con los resultados obtenidos del primer estudio, donde los participantes
informaron de una mayor sensacion de saciedad durante el periodo del consumo de la cerveza sin
alcohol con composicion modificada, en comparacidn con el periodo de consumo de la cerveza sin
alcohol estdndar (152). Una de las hipétesis que se plantearon, tras valorar los hallazgos del estudio
mencionado, es que la cerveza sin alcohol modificada podria inducir una mayor saciedad y un
vaciamiento gastrico mas lento, induciendo asi beneficios metabdlicos. A pesar de que los resultados
del presente estudio no confirman un efecto modulador sobre la saciedad, por parte de esta cerveza
sin alcohol modificada, al menos de forma aguda, no habria que descartar por completo la posibilidad
de un efecto a medio plazo, que es lo que se reflejaba en el primer estudio. Este incremento de la
sensacion de la saciedad podria tener relacién con el efecto sobre la microbiota, pues diferentes
estudios han demostrado que ésta tiene un rol esencial en la regulacién de la saciedad, a través de la
sintesis de 4acidos grasos de cadena corta, entre otros mecanismos (300). También es importante
sefialar que, en el estudio anterior desarrollado por nuestro equipo, la evaluacién de la saciedad se

realizd6 mediante escalas analdgicas visuales que son una herramienta subjetiva. Seria importante, en
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estudios futuros, explorar si el efecto de la dextrina resistente sobre el microbioma intestinal podria

influir en la regulacion de la saciedad.

Esta demostrado los efectos negativos que produce el consumo de ciertas cantidades de
fructosa, especialmente cuando es afiadida a los alimentos, (301, 302) son aumento del peso corporal,
un peor control glucémico, marcadores de EHGNA y aumento en la sintesis de TG y AGNE
posprandiales, siendo de los factores del aumento de las enfermedades cardiometabdlicas, como
obesidad, DM2 o ECV (303).Esto mismo fue concluido en una revisién sistematica, donde determinaron
como en intervenciones dietéticas isocaldricas la fructosa no altero el perfil lipidico incluidos los TG
comparado con la sustitucidn de otro HC, pero en intervenciones hipercaléricas con fructosa frente a
solo dietas hipercaldricas sin fructosa, aumento los TG y la apolipoproteina B (304, 305). Por lo tanto,
segln nuestros resultados ese efecto negativo que produce la fructosa por si sola, la isomaltulosa no
lo produce. Posiblemente sea debido a las caracteristicas quimicas de su enlace glucosidico-1,6 que
hace que la degradacion de la isomaltulosa sea mas lenta y ademas se caracteriza por una baja ingesta
posprandial (258). Por lo tanto, nuestros resultados referentes al perfil lipidico con el consumo de
cualquiera de estas bebidas sin alcohol fermentadas no produjo alteraciones sobre los niveles de c-
HDL, c-LDL, TG o AGNE durante el periodo posprandial de 2 h a estudio. Esta ausencia de modificacion

de las concentraciones de los lipidos es consistente con los hallazgos previamente reportados (306).

El estudio tiene algunas limitaciones que es importante mencionar. El tamafio muestral,
relativamente pequefio, podria haber condicionado y limitado la significacion del efecto de las
intervenciones sobre algunos metabolitos y, por lo tanto, las conclusiones derivadas de estos hallazgos.
Sin embargo, el tamafio de la muestra se calculé en base a estudios previos, que implicaban la toma de
suplementos de isomaltulosa y dextrina resistente, y que tenian caracteristicas metodoldgicas

similares, incluyendo incluso un tamafio de muestra aun mas pequefio (299).
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El consumo de una cerveza sin alcohol con fermentacion casi completa de los hidratos de
carbono y suplementada con isomaltulosa (2,5 g/100 mL) y una maltodextrina resistente (0,8
g/100 mL) produce un menor incremento de glucosa, insulina y GIP, que el consumo de una
cerveza sin alcohol con composicidn estandar. Este efecto se observa igualmente tras la ingesta
de una cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de los hidratos de carbono vy

suplementada sdélo con una maltodextrina resistente, aunque en mayor dosis (2 g/100 mL).

El consumo de una cerveza con fermentacion casi completa de los hidratos de carbono y
suplementada con isomaltulosa y dextrina resistente, junto con pan blanco, induce un menor
incremento glucidico que la ingesta de la misma cantidad de hidratos de carbono procedentes
sélo de pan blanco, consumidos junto a agua. Este efecto se observa igualmente tras la ingesta
de una cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de los hidratos de carbono vy

suplementada sélo con una maltodextrina resistente, aunque en mayor dosis.

El consumo de una cerveza con fermentacion casi completa de los hidratos de carbono y
suplementada con isomaltulosa y dextrina resistente, junto con pan blanco, induce el mismo
incremento glucidico que el consumo de pan blanco con agua, a pesar de que esta Ultima
supone una ingesta de 14,3 g hidratos de carbono menos. Este efecto se observa igualmente
tras la ingesta de una cerveza sin alcohol con fermentacién casi completa de los hidratos de

carbono y suplementada sélo con una maltodextrina resistente, aunque en mayor dosis.

Ninguna de las intervenciones evaluadas modificé significativamente la concentracidn de las
hormonas gastrointestinales y adipoquinas que se valoraron, y que estan directamente
involucradas en la regulacion del apetito y la saciedad. De este hallazgo se desprende la
conclusion de que las cervezas sin alcohol con composicion modificada (tanto la suplementada
con isomaltulosa y maltodextrina resistente como la que sélo lleva este Ultimo componente)

no inducen un incremento agudo de la saciedad.

Ninguna de las intervenciones evaluadas modificd significativamente la concentracion de los

diferentes parametros evaluados en cuanto al perfil lipidico.

De los hallazgos del presente estudio se desprende la conclusion global de que las cervezas con
composicion modificada en HC (tanto la que contiene isomaltulosa y maltodextrina resistente
como la que sdlo contiene este Ultimo componente en mayor cantidad) son capaces de

modular la respuesta posprandial de los HC consumidos. Este mecanismo podria explicar, al
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Conclusiones

menos en parte, el beneficio en la homeostasis de la glucosa que se observd en un estudio
previo, en el que personas con prediabetes y DM2 consumieron este tipo de cerveza sin alcohol

durante 10 semanas.
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1. Introduction

Diabetes mellitus burden is becoming a cause of concern due to
its rapidly increasing global prevalence, complications and the
excessive mortality rate which follows from its diagnosis [1,2].
Lifestyle intervention is a key issue in diabetes management and
includes, among other aspects, medical nutrition therapy [3]. In the
presence of overweight or obesity, weight loss constitutes one of
the key objectives of treatment. However, there is limited evidence
on the optimal diet to control hyperglycemia and obesity in type 2
diabetes mellitus (T2DM). The amount and type of carbohydrate is
one of the cornerstones in nutrition therapy of T2DM patients since
they commonly comprise fifty percent or more of all calories
consumed, and they have a substantial impact on glucose homeo-
stasis [4]. The effect of low-carbohydrate diets in patients with
T2DM remains unclear [3,5,6]. Beyond the quantity, carbohydrate
composition directly impacts postprandial glucose control [7]. The
metabolic effects of carbohydrate-containing foods are determined,
mainly, by their content of sugars, dietary fiber, glycemic responses
to digestion, processing and whole-grain content. Several clinical
trials have documented the beneficial effect of low-glycemic index
(GI) diets on glycemic control in T2DM [8]. More recently, several
studies have demonstrated that the impact of carbohydrates on
insulin secretion and postprandial glycemia can substantially
change depending on the types of foods with which the carbohy-
drates are consumed [9].

Isomaltulose, a disaccharide composed of «-1,6—linked glucose
and fructose, was recently introduced as an alternative sugar with
delayed digestion and absorption resulting in a low Gl of 32 [10]. A
relatively high isomaltulose consumption (over 20 g per day) leads
to cardiometabolic benefits including glycemic control, macronu-
trient oxidation and improved lipid profile, both in healthy and in
diabetic patients [11]. Resistant dextrin is a glucose polymer (rich in
a-1,4 and «-1,6 linkages) derived from wheat or maize [12]. It is
incompletely hydrolyzed and absorbed in the small intestine, while
the majority is fermented in the colon. High doses (>10 g) of
resistant dextrin induce beneficial effects on glycemic status, sys-
temic inflammation, body weight, and body composition in
humans [13—15]. To the best of our knowledge, no study has pre-
viously explored the potential synergistic beneficial effect of iso-
maltulose and resistant dextrin in glucose homeostasis of subjects
with prediabetes or T2DM.

Beer is over 90% water while the rest of components are mainly
carbohydrates (glucose polymers) and alcohol. As a product of
cereals fermentation of cereals, beer has B-complex vitamins, in
particular folate and choline, and trace amounts of minerals such
as potassium, calcium and magnesium [ 16]. Beer composition also
includes a range of polyphenols such as flavonoids and phenolic
acids that have protective effects on cardiovascular health as
measured by inflammatory biomarkers, among other biomarkers
[17—20]. Beer is widely consumed and it is often a preferred drink
both in social events and on a daily basis. However, beer is usually
restricted in T2DM patients because of its high content of carbo-
hydrates and alcohol [3,5]. Alcohol-free beer has the same
bioactive compounds (although in lower concentrations) than
regular beer, excluding the alcohol [16,21]. GI is estimated as 119
in regular beer and 80 in alcohol-free beer, which is similar to that
of potatoes, white bread or rice. In this context, we aimed to
explore the effects of an alcohol-free beer with modified carbo-
hydrates (almost completely eliminating maltose and adding
isomaltulose (16.5 g/day) and a resistant maltodextrin (5.28 g/
day)) on glycemic control (HOMA-IR as main outcome) in diabetic
subjects who are overweight or obese, in comparison to an
alcohol-free beer with regular composition to overcome the

restrictions to regular beer for T2DM. A secondary and explor-
atory objective of the study was to address the effect of modified
alcohol-free beer on satiety.

2. Material and methods
2.1. Study design and subjects

A randomized, controlled, double-blind design with two parallel
groups was performed among volunteers of both sexes aged 18—80,
with a body mass index (BMI) ranging from 25 to 40 kg/m? and
steady weight (+4 Kg) in the previous 2 months. We included those
subjects with any of the following criteria: a) Diagnosis of predia-
betes or T2DM according to international guidelines (fasting
glucose concentration >100 mg/dL and/or glycated hemoglobin
(HbA1c) > 5.7%, and not taking antidiabetic drugs); b) Previous
diagnosis of prediabetes or T2DM on stable dose of metformin for 2
months, regardless of glucose and/or HbAlc levels. We excluded
those subjects with poorly controlled diabetes defined as HbAlc
concentration over 7%. Other exclusion criteria were: gluten intol-
erance, lipid-lowering drugs and/or supplements of sterols or
omega-3 fatty acids, weight loss medications, kidney disease
(glomerular filtration rate < 45 mL/min), active liver disease, un-
controlled hypothyroidism, and any other disease or condition that
could limit the study compliance.

2.2. Recruitment and pre-screening

Volunteers were recruited by public advertisements on local
television and newspapers. They were invited to an informative
session in which study objectives, and inclusion and exclusion
criteria were explained in depth. Participants willing to participate
completed a questionnaire that included: body weight, height,
medical history, common medications, and availability to parti-
cipate. Those volunteers who completed the study questionnaire
and were eligible according to the inclusion and exclusion criteria
were scheduled for a pre-screening visit. The visit was performed to
assess eligibility criteria. It included clinical and anthropometric
measurements to confirm that participants met BMI and other
clinical criteria like gluten tolerance or pharmacological use, among
others. We reviewed the most recently (<2 months) glucose and
HbA1c concentrations to check inclusion and exclusion criteria. If
not available, we performed a blood extraction collection to assess
these values according to the described methodology. If participant
was eligible to enter the study, they were provided with dietary and
exercise counseling and a randomization visit was scheduled 2—4
weeks later. We aimed to stabilize the lifestyle among participants
during the entire study. Informed consent was obtained at this visit
(Fig. 1).

The trial was carried out in the Clinical and Research Unit on
Lipids and Atherosclerosis (Hospital Universitario Miguel Servet at
Zaragoza (Spain)) from February 2017 to December 2017. The study
protocol was approved by the local institutional ethical committee
(Comité de Etica e Investigacién Clinica de Aragén). All procedures
were in accordance with the ethical standards of that committee.
This clinical trial was registered in ClinicalTrials.gov under identi-
fier NCT03337828.

2.3. Randomization and intervention

Participants were randomized into two groups (Fig. 1): a) con-
sumption of two bottles (33 cL each) per day of alcohol-free beer with
regular composition for the first 10 weeks and two bottles (33 cLeach)
per day of alcohol-free beer with modified carbohydrates
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Fig. 1. Study design description.

composition for the next 10 weeks; b) the same described interven-
tion in opposite order. There was a washout phase for 6—8 weeks
between the two intervention phases, during which time no beer was
consumed. Alcohol-free beer with modified carbohydrates included a
complete fermentation which almost completely eliminated maltose
(0.07 g/100 mL) and the addition of isomaltulose (2.5 g/100 mL) and
resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL). The participants received 16.5 g
per day of isomaltulose and 5.28 g per day of resistant dextrin. The
complete nutritional composition of both alcohol-free beers is pro-
vided in Supplemental Table 1.

Alcohol-free beers were provided to participants without charge
and they were counseled to take the beers within main meals
(lunch and dinner). Volunteers and research staff were blinded to
the type of beer that individuals were assigned to consume in each
phase. A local brewery prepared the beers in similar containers to
maintain the blinding which was only revealed after the results
were analyzed. Randomization was performed by using online
software which generated a sequence of 44 numbers. Study
numbers were correlatively assigned to the participants and they
were assigned to a different intervention order based on the
computer generated sequence. Participants were asked to fill in a
daily questionnaire by recording all beers they consumed during
the study. If they skipped any prescribed beer, it was recorded
together with the reason on the beer was not consumed. The
questionnaire was reviewed by a researcher on each visit who
recorded consumption compliance. Participants were urged not to
consume other beers (both with alcohol and alcohol-free) during
the entire study.

Clinical, anthropometric and biochemical parameters along
with dietary and physical activity information were collected at the
following visits: randomization, end of the first phase, beginning of
the second phase and end of the second phase (Fig. 1). Intermediate
visits including clinical and anthropometric measurements and
dietary and physical activity assessments were performed in the
middle of each phase. These mid-phase visits intended to monitor
the study intervention and to reinforce lifestyle intervention.

2.4. Diet and physical activity

Eligible participants were provided with counseling on cardio-
vascular healthy diet at pre-screening visits and at each study visit.
Dietary counseling included established recommendations for
subjects with T2DM and overweight or obesity. Advise included
higher consumption of fruits, vegetables, whole-grains, low-fat
dairy products and nuts and lower intake of red and processed
meats, sweetened soft-drinks, alcohol, sweets or snacks. [llustrative
sized portions were shown according to each participant's energy
requirements to try to achieve a restriction of calorie consumption.
All participants were provided with general physical-activity advice
that was in accordance with their physical status. Physical activity
advice was quite heterogeneous due to the different fitness con-
ditions of subjects (i.e.: walk one hour a day or running 30 min
three times a week).

Diet and physical activity were monitored across the study to
control lifestyle factors that could interfere in the study findings.
Participants were asked to complete a 3-day weighed food record
before each visit. Dietary analysis was performed by an open source
online tool (© InsideMyFood.com) which is based on Spanish food-
composition tables [22]. The International Physical Activity Ques-
tionnaire (IPAQ), a brief validated exercise questionnaire, was
administered by direct interview from the researcher to the
participant [23].

2.5. Satiety questionnaire

Participants were instructed to complete a satiety questionnaire
60—90 min after drinking one of the alcohol-free beers along with
the eating food. We asked the volunteers to fill it in at 4 time-
points: once during the first 5 weeks of each phase and once dur-
ing the last 5 weeks. The questionnaire was based on visual
analogic scales (VAS) by including 8 questions regarding satiety and
fullness. It included 100 mm horizontal lines anchored with the
extremes of the subjective feeling of hunger to be quantified (i.e.:
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“not at all hungry” (0 mm)) and “as hungry as I have ever felt”
(100 mm). This scale is commonly used and validated to measure
appetite sensations and it is known to have good repeat reliability
between groups [24]. Subjects were asked to record the amounts
and times of eating all foods in the last 3 days. These amounts were
analyzed in relation to the consumption of the different beers and
to the proportions of calories, proteins, carbohydrates and fats
consumed. This data was analyzed by an open source software, as
previously explained.

2.6. Anthropometric and clinical parameters

Body weight was measured in subjects without shoes to the
nearest 0.1 kg with a calibrated scale (Seca 813, Seca Deutschland®,
Hamburg, Deutschland). Height was assessed to the nearest 0.1 cm
with a wall-mounted stadiometer (Seca 217, Seca Deutschland®,
Hamburg, Deutschland). BMI was calculated as weight in kilograms
divided by the square of height in meters. Waist circumference was
measured with anthropometric tape midway between the lowest
rib and the iliac crest. Body composition was assessed via bioelec-
trical impedance through the bipolar foot-to-foot technique (Tanita
TBF 410 GS, Omron Corporation®, Tokyo, Japan) [25]. All mea-
surements were taken in accordance with the recommended
guidelines: no food or drink 3 h prior to measurements, no
exhausting exercise 12 h prior to measurements, and no alcohol or
caffeine consumption 24 h prior to measurements. Blood pressure
was measured in triplicate with a validated semiautomatic oscill-
ometer (Omron M3, Omron Cop; Hoofdorp, the Netherlands).

2.7. Laboratory measurements

Blood samples were drawn by venipuncture after 12 h fasting.
The levels of total cholesterol, triglycerides, and HDL cholesterol,
uric acid, gamma-glutamyl transferasa (GGT), glutamic-pyruvic
transaminase (GPT) and aspartate transaminase (AST) were
measured with standard enzymatic methods. LDL cholesterol levels
were calculated with the Friedewald formula when serum tri-
glycerides were <400 mg/dL. Non-HDL cholesterol was calculated
as total cholesterol minus HDL cholesterol. Blood glucose concen-
tration was measured with the glucose-oxidase method. Insulin
levels were measured via radioimmunoassay. The homeostasis
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was estimated
using fasting serum glucose (mg/dL) x plasma insulin (nU/mL)/405.
HbA1c was determined via high-performance liquid chromatog-
raphy. C-reactive protein (CRP) was determined by nephelometry
using IMMAGE-Immunochemistry System (Beckman Coulter, USA).

2.8. Statistical analyses

HOMA-IR was established as the main outcome and its vari-
ability was estimated at 1.5 units. We expected a difference of
HOMA-IR of 0.70 among intervention groups after dietary inter-
vention. A total sample size of 41 subjects was obtained by
considering 80% power (Zp unilateral = 0.842) to detect a difference
between treatment groups and a confidence interval (1-a,) of 90%
(Zow unilateral = 1.282). All subjects who completed the study were
included in the data analysis, independent of reported intervention
compliance according to intention-to-treat analysis. Continuous
variables are expressed as mean + SD or median (25th percentile —
75th percentile) as applicable and categorical (nominal) variables
are reported as percentages of total sample. Differences between
independent variables were calculated by t-test or Mann—Whitney
test, as appropriate, while categorical variables were compared
using the chi-squared test. Two-tailed t tests or the Wilcoxon rank-
sum test for paired samples as appropriate were used to compare

changes in outcome variables in response to each alcohol-free beer.
Differences between both alcohol-free beers across the study were
tested using linear mixed-effects models by including the 4 study
time-points. To examine whether there was any carryover effect
from intervention order and clinical and biochemical changes
across the study, we used multiple linear regressions by including
potential confounding factors (weight loss, energy intake and
physical activity after intervention, and intervention order) as in-
dependent variables and study outcomes as dependent variables.
All statistical analyses were performed with SPSS version 20.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and R version 3.4.3 and significance was
set at P < 0.05.

3. Results
3.1. Participants and study course

A total of 57 participants were examined for eligibility of which
43 met all inclusion/exclusion criteria. Just one participant (a man
beginning with alcohol-free beer with regular composition) drop-
ped out of the study because of personal reasons and he was not
included in the final analysis. As shown in Table 1, those parti-
cipants assigned to one of the two study intervention sequences did
not differ in terms of clinical or biochemical characteristics at
baseline (P > 0.05 for all parameters). Participants were mostly
middle-aged (55.8 + 7.41 years) with a mean BMI of 31.9 + 3.09 kg/
m? and there were more men than women in both groups. Glucose,
insulin, HOMA-IR and HbA1c concentrations were 111 + 18.6 mg/
dL, 9.90 + 3.84 mg/dL, 2.70 + 1.10 and 6.01 + 0.59%, respectively, at
the beginning of the study. Eight participants were taking metfor-
min in stable doses during the whole study. The percentage of
volunteers taking metformin did not significantly differ between
those participants beginning with alcohol-free beer with modified
composition (N = 6) and those starting by alcohol-free beer with
regular composition (N = 2).

We observed a high compliance in beer consumption in both
intervention periods. Subjects reported 96.2% (95% CI: 94.8—97.5)
compliance during the period of consuming alcohol-free beer with
regular composition and 96.7% (95% Cl: 95.5—97.8) compliance
during the period of consuming alcohol-free beer with modified
carbohydrates composition. High compliance was constant across
the study: 97.3% (95% ClI: 96.1—98.4) at the intermediate visit and
95.2%(95% CI: 93.1-97.2) at the final visit in the regular alcohol-free
beers intervention period; and 97.1% (95% CI: 96.0—98.2) at the
intermediate visit and 96.3% (95% CI: 94.7—97.8) at the final visit in
modified composition alcohol-free beer period. The sequence of
study intervention did not significantly influence the compliance.

3.2. Weight loss and body composition

Subjects showed a significant weight loss in both
interventions: —1.69 + 3.21% (P = 0.004) in the period of consuming
the alcohol-beer with modified carbohydrates composition
and —1.77 + 3.70% (P = 0.007) in the period of consuming the
regular alcohol-free beer (Table 2). Weight loss did not significantly
differ between consumption periods of the two alcohol-free beers
according to intervention order (data not shown). A similar
significant decrease was observed in waist circumference after both
intervention periods while no significant change was observed in
body composition in any phase.

3.3. Glucose metabolism parameters

As indicated in Table 2 and in Fig. 2, blood glucose levels did not
significantly change in any phase. HbA1c slightly decreased after
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Table 1

Clinical and biochemical characteristics at baseline according to dietary intervention sequence.”

Alcohol-free beer with regular composition — Alcohol-free beer

with modified composition sequence

Alcohol-free beer with modified composition — Alcohol-free beer P’
with regular composition sequence

N =22 N =21
Age, years 55.7 + 8.68 55.9 + 6.03 0.939
Gender, n (%) males 15 (68.2) 12 (57.1) 0.454
Weight, kg 90.6 + 11.0 888 +11.8 0.618
Waist circumference, cm 113 [105—120] 110 [105—-113] 0.265
Fat mass, kg 31.0+7.12 30.6 + 6.91 0.885
Fat free mass, kg 58.6 + 10.8 57.5+9.72 0.745
Visceral fat, levels 139 + 342 13.6 + 3.63 0.809
Systolic blood pressure, 130 + 16.9 129 + 13.8 0.927
mmHg
Diastolic blood pressure, 85.0 + 8.56 84.3 +9.21 0.794
mmHg
Metformin, n (%) 2 (9.10) 6 (28.6) 0.132
Total cholesterol, mg/dL 208 + 34.1 206 + 30.9 0.815
HDL cholesterol, mg/dL 51.2 + 7.90 52.7 + 8.78 0.575
Triglycerides, mg/dL 111 + 46.3 125 +51.1 0.211
LDL cholesterol, mg/dL 134 + 27.6 133 +24.7 0.824
Apolipoprotein B, mg/dL 108 + 31.6 114 + 283 0.473
Glucose, mg/dL 112 + 184 110 + 19.1 0.706
Insulin, mg/dL 9.38 + 3.36 104 + 4.24 0.368
HOMA-IR 2.57 +0.91 2.84 +1.27 0.419
HbAlc, % 5.98 + 0.67 6.05 + 0.50 0.700
GGT, U/L 24.5[18.5—-35.0] 25.0 [21.5-39.5] 0.490
AST, U/L 22.0 [19.5-28.0] 24.5 [20.0-31.0] 0.955
GPT, U/L 233 +8.91 23.6 + 10.0 0.905
Uric acid, mg/dL 6.32 + 1.09 6.15 + 1.80 0.707
CRP, mg/dL 0.17 [0.08—0.36] 0.27 [0.15—0.48] 0.198

¢ Values are expressed as mean + SD or median (25th percentile — 75th percentile) as applicable. AST denotesaspartate transaminase; CRP; C-reactive protein; GGT, gamma-
glutamyl transferase; GPT, gamma-glutamyl transaminase; HbA1c, glycated hemoglobin; HOMA-IR, Homeostasis model assessment of insulin resistance.
b p refers to differences within each beer intervention period calculated by %2 test, t-test or Mann—Whitney U test as applicable.

both phases —0.75 + 5.16% after regular alcohol-free beer con-
sumption and —1.11 + 4.61% after modified alcohol-free beer intake,
with no differences within interventions (P = 0.500 and P = 0.177,
respectively). We did find significant differences between both
beers (P = 0.001; Fig. 2) although differences disappeared after
adjusting by weight loss and other confounding factors. Insulin
concentrations significantly decreased by —11.1% (P = 0.019) after
the intake of experimental alcohol-free beer while no significant

Table 2

change was observed in the period consuming the regular beer
(P = 0.812). We found statistically significant differences between
diets (P = 0.043; Fig. 2) that remained significant after BMI change
and order intervention adjustment (P = 0.001). However, the
significance was lost in the fully adjusted model (BMI change,
intervention order, gender, energy consumption, physical activity
and fat mass change), P = 0.051. HOMA-IR significantly decreased
by —1.92 + 32.8% (P = 0.041) after consuming the modified alcohol-

Percentage change in clinical and biochemical characteristics after each type of alcohol-free beer.”

Alcohol-free beer with regular composition

Alcohol-free beer with modified composition

A% change after intervention P° A% change after intervention P°
N =43 N =42
Weight -1.77 £ 3.70 0.007 -1.69 + 3.21 0.004
Waist circumference —2.87 +4.40 0.006 —1.55+245 0.003
Fat mass —2.70 £ 9.95 0.112 —4.05 +9.94 0.167
Fat free mass —0.23 + 3.62 0.833 -0.28 +£3.13 0.142
Visceral fat 0[—7.85—0] 0.113 0[—8.33—0] 0.243
Systolic blood pressure —-2.93 + 8.84 0.020 —1.46 + 9.55 0.247
Diastolic blood pressure —3.70 + 8.62 0.006 —3.65+9.17 0.046
Total cholesterol 2.02 + 108 0.309 6.44 + 17.7 0.050
HDL cholesterol 1.38 +9.72 0.419 2.76 + 8.98 0.047
Triglycerides 9.17 + 338 0.268 —0.41 + 30.9 0.197
LDL cholesterol 2.02 + 14.7 0.550 541 +19.7 0.029
Apolipoprotein B —4.54 [-9.60—15.8] 0.881 1.06 [-9.33—-13.2] 0.674
Glucose 021 + 106 0.503 1.26 + 12.2 0.751
Insulin —1.64 [-20.5-18.2] 0.812 —11.1 [-21.3-4.64] 0.019
HOMA-IR 10.4 + 59.6 0.504 -1.92 + 32.8 0.041
HbA1c —0.75 + 5.16 0.500 ~1.11 + 4.61 0177
GGT —3.70 [-12.5-5.45] 0.231 0.86 [—15.7—6.70] 0.566
AST —0.56 + 20.1 0.326 6.01 + 185 0.176
GPT —0.02 +23.5 0.269 9.28 + 34.2 0.434
Uric acid -0.72 + 10.3 0377 -0.77 + 11.0 0.175
CRP 11.1 [-32.2-50.0] 0.688 0[—24.3-27.6] 0.519

2 Values are expressed as mean + SD or median (25th percentile — 75th percentile) as applicable. AST denotes aspartate transaminase; CRP, C-reactive protein; GGT, gamma-
glutamyl transferase; GPT, gamma-glutamyl transaminase; HbA1c, glycated hemoglobin; HOMA-IR, Homeostasis model assessment of insulin resistance.
b p refers to differences within each beer intervention period calculated by paired t-test or Wilcoxon test as applicable.
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free beer while regular alcohol-free beer intake did not lead to
significant change (10.4 + 59.6%, P = 0.504). There was statistical
significant differences in HOMA-IR change between both beers
(P <0.001) that remained significant after adjusting by BMI change,
intervention order, gender, energy consumption, physical activity
and fat mass change (P = 0.030).

3.4. Other cardiometabolic parameters

Systolic blood pressure significantly decreased just after the
regular alcohol-free beer period while diastolic blood pressure
significantly decreased after the consumption of both alcohol-free
beers. There were not significant differences between the two
alcohol-free beers in systolic (P = 0.203) and diastolic (P = 0.074)
blood pressure after adjusting for BMI change, intervention order,
gender, energy consumption, physical activity and fat mass change.
LDL and HDL cholesterol slightly and significantly increased during
the period of modified composition alcohol-free beer consumption
while no significant change was observed during the regular alcohol-
free beer period. LDL cholesterol varied from 135 + 25.2 mg/dL at
baseline to 139 + 26.0 mg/dL at the end of intervention (P = 0.029)
and HDL cholesterol increased from 52.5 + 8.74 mg/dL to
54.0 + 10.6 mg/dL (P = 0.047). However, statistical differences dis-
appeared after adjusting by all confounding factors (BMI change,
intervention order, gender, energy consumption, physical activity
and fat mass change; P = 0.104 and P = 0.204 for LDL and HDL,
respectively). The rest of the biochemical parameters did not
significantly change after any intervention.

3.5. Dietary and physical activity parameters
Dietary characteristics reported by participants across the study

are included in Supplemental Table 2. Baseline dietary character-
istics did not significantly differ between both phases (P > 0.05 for

A
4,0
&£ 30
o P=0.247
o
o
3 2,0+
o
£
©
2 1,0
o}
£
(3]
0,0
1,0 T T
Alcohol-free beer with Alcohol-free beer with
regular composition modified composition
Cc
20,0
- P =0.043
g
£ 10,0
3
]
]
=
o
2 o0
5]
<
(3]
10,0

T
Alcohol-free beer with
modified composition

T
Alcohol-free beer with
regular composition

all dietary parameters). Participants did not report a significant
change of energy intake in the period of consuming the regular
alcohol-free beer. However, a significant decrease in energy intake
at the intermediate visit in the period of consuming the experi-
mental alcohol-free beer was observed (P = 0.013 across inter-
vention; P = 0.024 comparing intermediate and final visits). The
percentage of fat intake also decreased at the intermediate visit in
the period in which participants were consuming modified
composition alcohol-free beer (P = 0.023 across intervention,
P =0.043 comparing intermediate and final visits). This change was
mainly observed at the expense of saturated fat (P = 0.007 across
interventions with experimental alcohol-free beer, P = 0.022
comparing baseline and intermediate visits and P = 0.003
comparing intermediate and final visits). Fiber and polyunsaturated
fatty acid intake heterogeneously changed during regular compo-
sition alcohol-free beer period (P = 0.027 and P = 0.017 across in-
terventions for fiber and polyunsaturated fatty acids, respectively).

Physical activity significantly differed at baseline between those
subjects beginning with regular and those starting with experi-
mental alcohol-free beer (1752 + 1305 and 961 + 732 METS-h/week
respectively, P = 0.025). However, baseline physical activity did not
significantly differ between both periods (P = 0.140). During the
study physical activity changed by 49.7 + 128% (P = 0.569
comparing baseline and the final visit) in the period consuming
regular composition alcohol-free beer and it varied by 36.1 + 88.6%
(P = 0.030 comparing baseline and final visit) in the phase
consuming modified composition alcohol-free beer. For that
reason, we included physical activity change across the study in
full-adjustment models previously described.

3.6. Satiety assessment

As reported in Table 3, participants reported a mean fullness
score of 51.4 + 5.26 (mean of the two satiety assessments during the
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Fig. 2. Glucose metabolism parameters change after each alcohol-free beer. 'Statistical significance tested using linear mixed-effects models.
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intervention) after modified composition alcohol-free beer while
this score was 48.5 + 8.55 after the intake of regular alcohol-free
beer (P = 0.024 comparing both beers). These values were
adjusted by potential confounders: time since last alcohol-free beer
consumption and carbohydrates, fiber, proteins and fat intake in
the last meal. Subjects reported lower hunger scores (mean of
23.9 + 7.10 between intermediate and final visits within interven-
tion) after experimental alcohol-free consumption comparing to
regular alcohol-free beer intake (mean of 26.9 + 7.49 between in-
termediate and final visits within intervention), although no sig-
nificant differences were denoted (P = 0.059). No differences were
detected in others questions regarding appetite and desire for
specific food types.

3.7. Adverse events

Subjects reported 31 non-severe adverse events across the
study: 13 occurred during the period subjects were consuming the
alcohol-free beer with modified composition and 18 during the
period under regular alcohol-free beer intervention. Seven adverse
events were related to mild gastrointestinal symptoms: 3 parti-
cipants reported abdominal discomfort (2 during the modified beer
consumption period and 1 during the regular beer consumption
beer), 2 subjects reported constipation, 1 subject reported
dyspepsia and 1 reported diarrhea. These last 5 adverse events
were observed during the regular alcohol-free beer consumption
period. All gastrointestinal adverse events were solved without
requiring medication or any other medical intervention.

4. Discussion

The main finding of this randomized, double-blind and cross-
over study was that the consumption, within main meals, of
66 cL per day of alcohol-free beer including the substitution of
regular carbohydrates by isomaltulose (16.5 g per day) and the
addition of a resistant maltodextrine (5.28 g per day) led to an
improvement in insulin resistance in subjects with T2DM and
overweight or obesity. This benefit was not denoted in while
consuming regular alcohol-free beer and it was observed regardless
of weight loss and other potential confounders like physical activ-
ity. Subjects reported higher satiety after consumption of modified
composition alcohol-free beer in comparison with the regular
alcohol-free beer consumption.

Different trials have revealed that isomaltulose decreases
glucose and insulin concentrations and leads to an increase in fat
oxidation in healthy, overweight and obese subjects [11,26—28].
Khalhofer et al. reported a 28% reduction in insulin secretion and 5%
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in blood glucose levels in healthy men consuming 37 g of iso-
maltulose during 7 days [29]. However, the effect of this carbohy-
drate in subjects with T2DM has been barely explored. Brunner
et al. did not observe significant changes in glucose metabolism
after intake of 50 g/d of isomaltulose during 12 weeks although
they did denote a significant decrease in triglycerides compared
with those participants consuming 50 g/d of sucrose [30]. Another
research study demonstrated that the ingestion of 1 g/kg-iso-
maltulose attenuated postprandial hyperglycemia by reducing oral
glucose appearance and inhibiting endogenous glucose production,
in comparison with the intake of rapidly absorbed sucrose in pa-
tients with T2DM [31]. Authors observed that isomaltulose
decreased the mean plasma concentrations of insulin, C-peptide,
glucagon, and glucose-dependent insulinotropic peptide by
10—23% in comparison with sucrose. Glucagon-like peptide-1 (GLP-
1) increased by 64% more and the cumulative amount of systemic
glucose appearance was 35% lower after isomaltulose than after
sucrose consumption. Similar metabolic effects have also been
described in healthy subjects [32].

To our knowledge, only two trials have determined the effect of
resistant dextrin, which is a prebiotic, on glucose metabolism and
both of them showed it to be beneficial. A clinical trial carried out in
60 healthy subjects showed a 18% decrease in plasma insulin after
intake of 17 g of resistant dextrin which was statistically signifi-
cantly higher than in controls [33]. A slightly higher glucose
metabolism improvement was observed in 55 women with T2DM
that were randomized to 10 g of resistant dextrin or placebo for 8
weeks. The researchers reported a significant 22.8% decrease in
insulin, 24.9% in HOMA-IR, 0.6% in glucose and 9.6% in HbA1c [13].
The benefits observed in glucose metabolism, weight loss and
inflammation have been attributed to two different mechanisms.
First, the supplementation with prebiotics has been demonstrated
to favor the differentiation of L-cells which promote secretion of
digestive hormones like GLP-1, peptide YY or gastric inhibitory
polypeptide, among others [34]. Second, increased levels of endo-
toxins have been reported in diabetic patients [35]. Increased
endotoxin levels like bacterial lipopolysacharides (metabolic
endotoxaemia) lead to disturbances in appetite regulation and the
expression of pro-inflammatory cytokines which are directly
related to decrease in insulin action [36—38]. It has been proposed
that resistant dextrin may contribute to the modulation of glycemic
status by reducing body weight and inflammatory biomarkers
through decreased metabolic endotoxaemia [13]. The modified
alcohol-free beer provided in our study involved lower doses of
isomaltulose and resistant dextrin than those used in prior
research. However, we observed significant —11.1% and —1.92%
decreases of insulin and HOMA-IR, respectively, which could be due

Table 3
Satiety assessment after each alcohol-free beer consumption.®
Questions Alcohol-free beer with regular composition Alcohol-free beer with modified composition P
Intermediate visit Final visit Mean of both visits” Intermediate visit Final visit Mean of both visits”
N=32 N=32 N =32 N=32 N=32 N=32
How hungry do you feel? 313+7.74 24.1+7.93 269 +7.49 28.1 +9.32 204 +585 239+7.10 0.059
How satisfied do you feel? 504 + 8.78 52.8 + 104 524 +9.71 51.7 £ 5.88 53.5+832 527 +6.60 0.443
How full do you feel? 453 + 6.70 49.4 + 10.7 48.5 = 8.55 52.6 +4.81 50.5+7.02 514 +5.26 0.024
How much do you think you can eat? 386+ 11.2 42.6 + 154 40.5 +13.2 374+ 894 352 +9.12 364 +6.97 0.108
How strong is your desire to eat something sweet? 59.6 + 13.4 609 + 12.6 60.7 + 10.3 54.2 + 15.0 63.1 +124 586+ 123 0.477
How strong is your desire to eat something salty? 55.1 + 13.4 60.8 + 13.1 589 +12.6 56.6 + 11.5 64.2 +6.89 60.5 +8.12 0.793
How strong is your desire to eat something tasty? 56.0 + 13.8 61.1+11.6 59.6 + 11.6 55.5 +9.86 63.0 +9.22 59.8 +8.51 0.881
How strong is your desire to eat something fatty? 78.1 + 8.98 70.5 +11.9 73.0 + 10.6 69.3 + 17.1 74.18 + 697 71.6 +10.7 0.808

2 Values are expressed as mean + SD. Questionnaire values have been adjusted by time since last alcohol-free beer consumption and carbohydrates, fiber, proteins and fat

intake in the last meal.

> Mean of both visits refers to the mean between intermediate and final visit values in that period.
¢ P refers to differences between the means in each alcohol-free beer period which is calculated by paired t test.



482 R. Mateo-Gallego et al. / Clinical Nutrition 39 (2020) 475—483

to a synergistic effect of both nutrients. The effects were lower than
those previously reported in the studies above but that would be
consistent with a dose-dependent effect of these components. Also,
we advised the participants to take the alcohol-free beers with
meals which could have played an essential role in findings by
confirming the modulation of postprandial glycemia of both nu-
trients despite the low doses were used.

The participants reported higher satiety scores during the
period of drinking the alcohol-free beer with isomaltulose and
resistant dextrin than during the regular alcohol-free beer period.
However, we did not find a differential effect of the two beers in
weight loss. We observed a significant decrease in energy intake in
the first 5 weeks that subjects consumed alcohol-free beer with
modified composition but significance was lost at the end of that
study period. Previous trials have reported that resistant dextrin
increased satiety which was confirmed by key-appetite digestive
hormones like ghrelin [39,40]. Despite previous research involving
higher doses of both nutrients, their synergic effect could lead to a
higher satiety effect. We hypothesized that we did not denote an
enhanced-weight loss ability of modified alcohol-free beer because
of an acute effect on satiety or because higher doses of both nu-
trients are needed. Anyway, the possible satiety enhance ability of
the modified composition alcohol-free beer should be confirmed in
future studies by including the assessment of more sensitive
measurement of satiety and appetite biomarkers.

This study involved healthy lifestyle recommendations
including slight energy intake restriction, a cardiovascular healthy
dietary pattern (based on the Mediterranean diet) and an increase
of physical activity. Subjects showed a —1.77% mean weight loss
after the phase of consuming a regular composition alcohol-free
beer and —1.69% after the period of consuming the experimental
alcohol-free beer. Results demonstrated that inclusion of tasty and
light foods does not prevent body weight reduction and could even
be an incentive in weight loss management. Beyond calorie
counting, a recent report proposed that high—glycemic-load car-
bohydrates produce hormonal changes that promote calorie
deposition in adipose tissue, exacerbate hunger, and lower energy
expenditure [41]. Thus, it is crucial to go in depth into approaches
that ameliorate the negative influence of carbohydrates in
commonly consumed foods.

Our study has some limitations worth mentioning. The mid-
term length of intervention design could have influenced find-
ings, although previous interventional studies that have explored
the effect of isomaltulose and resistant dextrin have a shorter time
frame. The relatively small sample size could have limited the
significance of the effect of the intervention in some outcomes and
the extrapolation of findings. Although satiety has been explored
by VAS, which has been previously validated, an objective mea-
surement of appetite and satiety such as ghrelin or neuropeptide Y
assessment would be necessary to confirm our findings.

In conclusion, an alcohol-free beer including the substitution of
regular carbohydrates by isomaltulose (16.5 g per day) and the
addition of a resistant dextrin (5.28 g per day) within meals lead to
an improvement of insulin resistance (insulin concentration and
HOMA-IR) in subjects with T2DM and overweight or obesity. These
effects were observed within a lifestyle intervention and regardless
of weight loss, physical activity and other confounding factors. To
our knowledge, this is the first study employing relatively low
doses of isomaltulose and resistant dextrin that demonstrates that
a synergic effect of these nutrients could modulate postprandial
glycemia and improve glucose metabolism in subjects with T2DM.
Improvement in carbohydrate quality in the diet is a cornerstone
that merits further research based on its impact not only on glucose
metabolism but in overall metabolism. The inclusion of this
alcohol-free beer with modified carbohydrates composition could

be part of a healthy diet by improving glycemia management but
also increasing the palatability of nutritional therapy.
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Abstract: (1) Background: We investigated the postprandial effects of an alcohol-free beer with mod-
ified carbohydrates (CH) composition compared to regular alcohol-free beer; (2) Methods: Two ran-
domized, cross-over studies were conducted. In the first study, 10 healthy volunteers received in
four different periods 25 g of CH coming from: regular alcohol-free beer (RB), alcohol-free beer
enriched with isomaltulose and a resistant maltodextrin (IMB), alcohol-free beer enriched with re-
sistant maltodextrin (MB) and glucose-based beverage. In the second study, 20 healthy volunteers
were provided with 50 g of CH from white bread (WB) plus water or with 14.3 g of CH coming
from: RB, IMB, MB and extra WB. Blood was sampled after ingestion every 15 min for 2 hours.
Glucose, insulin, incretin hormones, TG and NEFAs were determined in all samples; (3) Results:
The increase of glucose, insulin and incretin hormones after the consumption of IMB and MB was
significantly lower than after RB. The consumption of WB with IMB and MB showed significantly
less increase in glucose levels than WB with water or WB with RB; (4) Conclusions: The consump-
tion of an alcohol-free beer with modified CH composition led to a better postprandial response
compared to a conventional alcohol-free beer.

Keywords: Alcohol-free beer; postprandial effect; glucose metabolism; insulin; incretin hormones

1. Introduction

Carbohydrates (CH) are the main source of metabolic energy in the body, having
their quality an essential impact on several health problems [1-3]. A high consumption of
poor-quality CH leads to the development of obesity, insulin resistance or type 2 diabetes
mellitus (T2DM), among others [1,4-6]. The quality of CH is determined by fiber amount,
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percentage of whole grain, processing and glycemic responses after absorption [7]. Many
studies have demonstrated that high glycemic index (GI) diets are associated with a high
risk of T2DM, cardiovascular disease and death [8,9].

Alcohol-free beer is a good source of B-complex vitamins (especially folate), and bi-
oactive components, such as flavonoids and phenolic acids, and contains trace amounts
of minerals such as potassium, silicon or magnesium [10]. However, this beverage has a
relatively high GI, estimated in 80, because of its content in starch and oligosaccharides
like maltose or maltotriose. Therefore, despite its valuable nutritional content, their con-
sumption should be moderated, especially in those subjects with glucose intolerance or
T2DM. Our group has recently demonstrated that the intake of an alcohol-free beer (in-
cluding the substitution of regular CH by low doses of isomaltulose and the addition of a
resistant maltodextrin) with meals led to an improvement of insulin resistance in subjects
with T2DM and overweight or obesity [11]. Isomaltulose is a disaccharide composed of a-
1,6-linked glucose and fructose which is widely used as alternative sugar since it leads to
a delayed digestion and absorption [12]. Resistant dextrin is a glucose polymer (rich in a-
1,4 and a-1,6 linkages) derived from wheat or maize which is principally fermented in the
colon [13]. Both have previously demonstrated beneficial effects in glycemic control and
insulin resistance when provided in relatively high doses [12,14]. We hypothesized that
the synergic effect of these components within alcohol-free beer could improve postpran-
dial glycemia after main meals, which could have a beneficial impact in glucose metabo-
lism in the mid-term. Other studies have demonstrated that consuming CH containing
foods concurrently with other nutrients (such as protein) could improve the postprandial
effect of that meal [15]. Thus, our objective was to investigate the postprandial effects (in-
cluding glycemic and lipid metabolism and satiety response) produced after, fasting con-
sumption and in combination with simple CH in form of white bread, of alcohol-free beers
in which CH composition have been modified (by substituting conventional CH in beer
by isomaltulose and a resistant dextrin), compared to regular alcohol-free beer

2. Materials and Methods

2.1. Subjects

Eligible volunteers were healthy women and men aged 18-80, with a body mass in-
dex (BMI) between 18 - 27.5 kg/m2 and steady weight (<5% of body weight) in the previ-
ous six months. Exclusion criteria included: a) presence of cardiometabolic disease, such
as dyslipidemia (total cholesterol > 200 mg/dL, triglycerides >150 mg/dL or lipid-lowering
drugs treatment), prediabetes or T2DM (glucose > 100 mg/dL and/or HbAlc > 5.7% or
hypoglycemic drugs) or hypertension; b) presence of other chronic diseases including car-
diovascular disease, kidney disease (glomerular filtration rate < 45 mL/min), active liver
disease, uncontrolled hypothyroidism and any other condition that could limit study's
compliance; c) gluten intolerance and/or high alcohol intake (> 30 mL/day) on a regular
basis; d) sterols or omega-3 fatty acids supplements; e) current weight loss medications
treatment. Volunteers who were eligible according to the inclusion and exclusion criteria
were scheduled for a pre-screening visit. Informed consent was obtained at the screening
visit along with anthropometric, clinical and biochemical parameters, to confirm eligibil-
ity, before randomization.

The study protocol was approved by the local ethical committee institution (Comité
de Etica e Investigacién Clinica de Aragén). All procedures were in accordance with the
ethical standards of that committee.

2.2. Study Design
2.2.1 Study 1
Study 1 is a randomized, controlled, double-blind with a cross-over design including
four interventions with 1-week interval among them (Figure 1): a) intake of a drink con-
taining 25 g of glucose; b) intake of 25 g of CH coming from 447 mL of regular alcohol-
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free beer (RB), c) intake of 25 g of CH coming from 581 mL of alcohol-free beer with almost 98

complete fermentation of regular CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and 99
a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL) (IMB), d) intake of 25 g of CH coming from 781 mL 100
of alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with 101
resistant maltodextrin (2.0 g/100 mL) (MB). Participants received different volume of each 102
beer to maintain the isoglucidic amounts and they consumed the beverage in fasting con- 103
ditions. The complete nutritional composition of alcohol-free beers is provided in Supple- 104
mental Table 1. 105
2.2.2 Study 2 106
The study 2 was a randomized, controlled, double-blind and cross-over design, last- 107
ing 5 weeks, with the following interventions (Figure 1): a) consumption of 50 g of CH 108
from white bread and 330 mL of mineral water; b) consumption of 50 g of CH from white 109
bread and 14.3 g of CH coming from RB (254 mL); c), consumption of 50 g of CH from 110
white bread and 14.3 g of CH coming from MB (443 mL); d) consumption of 50 g of CH 111
from white bread and 14.3 g of CH coming from IMB (330 mL); e) consumption of 64.3 g 112

of CH coming from white bread and 330 mL of mineral water. 113
Study 1

Study intervention

Patient recruitment

Fasting Fasting
Fasting consumption of consumption of Fasting
i T i 581 mL modified 781 mL modified consumption of
Inclusion criteria consumption of < <
10 iy free-alcohol beer free-alcohol beer 447 mL regular
4 —» 500 ml ofdrink - 7" — g —
Subijects - (with isomaltulose (with free-alcohol beer
) with 25 g of . .
Exclusion oo and maltodextrin) maltodextrin) (RB)
e glucos (IMB) (MB) (25 g CH)*
criteria (25 g CH)* (25 g CH)*
l ) - Every 15 minutes a sample was obtained in each visit, in which glucose, insulin,
Plc'sf}ff““‘g TG, GIP, GLP-1 and NEFAS were determined.
Informed consent . - Weight, blood pressure and lifestyle data were determined at the beginning and end of
each visit.

Informed consent collection, «—
inclusion/exclusion criteria
assessment.

Cardiovascular healthy diet

and physical activity

counselling to be maintained

across the entire study

* Participants received 581 mL of IMB, 781 mL of MB and 447 mL of RB, each week, with the objective to maintain the same
isoglucidic amounts.

Study 2

Study intervention

Patient recruitment

Inclusion Fasting Fasting Fasting Fasting Fasting
cilein consumption of ~ consumption of consumption of consumption of | consumption of
) 50 g CH (White _, 50 g CH (White 50 ¢ CH (White | | 50 g CH (White | 50 g CH (White
Subjects bread) + 330 bread) + 330 bread) + 443 bread) + 254 bread) + 14.2 g
Exclusion ‘ mL mineral mL IMB mL MB mL RB of white bread
water (50g CH) (64.2g CH)* (64.2g CH)* (64.2 g CH)* (64.2g CH)*
criteria

| l l 1 .

- Every 15 minutes a ssample was obtained in each visit, in which glucoese, insulin, TG, GIP,
GLP-1 and NEFAS were determined.

- Every 60 minutes (baseline, 60 and 120 min) a sample was obtained in each visit, in HDLe,
LDLc, peptide Y, pancreatic peptide, glucagon, ghrelin and leptin were determined.

- Weight, blood pressure and lifestyle data were determined at the beginning and end of each

¥

Informed consent

Pre-screening
visit

Informed consent collection,
inclusion/exclusion criteria bt
assessment. visit.
Cardiovascular healthy diet
and physical activity
counselling to be maintained

. * Participants received 330 mL of IMB, 443 mL of MB and 254 mL of RB, each week. with the objective to maintain the same
across the entire study

isoglucidic amounts.

114
Figure 1. Study design description 115
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As in the study 1, participants received different volume of each beer to maintain the 116
isoglucidic amounts and they consumed the beverages and the bread in fasting condi- 117
tions. The order of the interventions corresponding to week 2, 3, 4 and 5 was variable for 118
each subject. In both studies, the participants were randomized to one or another sequence 119
of intervention using a computerized system (Random.org). Volunteers and research staff 120
were blinded to the type of beer that individuals were assigned to consume in each phase 121
in both studies. Only the researcher who prepared the beverages was aware of the type of 122
beers, but she was not involved in biochemical neither statistical analysis of the results. A 123
local brewery prepared the beers in similar containers to maintain the blinding which was 124
only revealed after the results were analysed. 125

2.3. Diet and physical activity 126

Eligible participants were urged to maintain their lifestyle as much stable as possible 127
along both studies. Diet and physical activity were assessed across the study to monitor 128
lifestyle factors that could interfere in the study findings. Participants were asked to com- 129
plete a 24 h-weighed food record for 3 days before each visit. Dietary analysis was per- 130
formed by EasyDiet® (Biocentury, S.L.U, Barcelona, Spain) which is based on Spanish 131
food-composition tables [16]. The International Physical Activity Questionnaire (IPAQ), a 132
brief validated exercise questionnaire, was completed by direct interview with partici- 133
pants [17]. Physical activity was assessed in each visit in both studies. 134

2.4. Anthropometric and clinical parameters 135

Clinical and anthropometric parameters were collected at the beginning of each visit 136
in both studies. Body weight was measured in subjects without shoes to the nearest 0.1kg 137
with a calibrated scale (SECA 813, Hamburg, Deutschland). Height was assessed to the 138
nearest 0.1 cm with a wall-mounted stadiometer (SECA 2017, Hamburg, Deutschland). 139
BMI was calculated as weight in kilograms divided by the square of height in meters. 140
Waist circumference was measured with anthropometric tape midway between the low- 141
est rib and the iliac crest. Blood pressure was determined at the beginning and at the end 142
of each visit in both studies with a validated semiautomatic oscillometer (Omron HEM- 143
907-E, Hoofddorp, The Netherlands). All measurements were taken in accordance with 144
the recommended guidelines: no food or drink 3 h prior to measurements, no exhausting 145
exercise 12 h prior to measurements, and no alcohol or caffeine consumption 24 h priorto 146
measurements. 147

2.5. Laboratory measurements 148

Blood samples were drawn by venipuncture after 10-12 hours fasting in the pre- 149
screening visit and biochemical parameters for eligibility criteria assessment were ana- 150
lysed. Levels of total cholesterol, triglycerides (TG), HDL cholesterol, gamma-glutamyl 151
transferase (GGT), glutamic-pyruvic transaminase (GPT) and glutamic oxaloacetic trans- 152
aminase (GOT) were measured with standard enzymatic methods. LDL cholesterol levels 153
were calculated with the Friedewald’s formula. Non-HDL cholesterol was calculated as 154
total cholesterol minus HDL cholesterol. Blood glucose concentration was measured with 155
the glucose-oxidase method. Insulin levels were measured by radioimmunoassay. HbAlc 156
was determined by high-performance liquid chromatography. Thyroid-stimulating hor- 157
mone (TSH) was determined by luminescent immunoassay TSH3-Dxi (Beckman). 158

In each study intervention, blood samples were collected by peripheral venous cath- 159
eter at baseline (fasting status) and every 15 minutes for 120 minutes, after consumption 160
of the drink and the bread, if applicable. Glucose, insulin, gastric inhibitory polypeptide 161
(GIP), glucagon-like peptide 1 (GLP-1), TG and non-esterified fatty acids (NEFAs) were 162
determined every 15 minutes in both studies. HDL and LDL cholesterol, leptin, ghrelin, 163
peptide Y (PY), pancreatic polypeptide (PP), glucagon and peptide Y were determined 164
every 60 minutes (baseline, 60 and 120 min) in the study 2. 165
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GIP, GLP-1, leptin, ghrelin, glucagon, peptide Y (PY) and pancreatic polypeptide (PP) 166
were determined in plasma using the Human Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel 167
protocols from the MILLIPLEX® MAP Kits (Cat. # HMHEMAG-34K, Merck) according to 168
manufacturer's instructions. Plasma sample dilutions were done according to the detec- 169
tion range of each panel. Assay sensitivities were 0.6 pg/mL for GIP, 2.5 pg/mL for GLP- 170
1, 13 pg/mL for glucagon, 41 pg/mL for leptin, 2 pg/mL for PP and 28 pg/mL for PYY. 171
Intra-assay precision (mean of % CV) was <10% for all metabolites, while inter-assay pre- 172
cision (mean of % CV) was <15% for all of them. Accuracy was 103% of recovery in plasma 173
samples for GIP and GLP-1, 101% of recovery in plasma samples for glucagon, 102% of 174
recovery in plasma samples for leptin, 104% of recovery in plasma samples for PP and 175
107% of recovery in plasma samples for PY. 176

NEFAs were determined by colorimetric enzymatic assay using the MaxDis- 177
coveryTM NEFA assay kit from Bioo Scientific Corporation (Catalog # 5620-01) according 178
to manufacturer’s instructions. Briefly, we added 4 pL of each sample or standard, for 179
duplicate, to the microplate wells, plus 225 pL of NEFA reagent A and 75 pL of NEFA 180
reagent B to each well. Allow plate to stand for at 10 minutes at room temperature and we 181
measured the absorbance of each well at 550 nm. 182

2.6. White bread analysis 183

Available carbohydrates in the white bread used in the study 2 were analysed with 184
the available carbohydrate and dietary fiber kit (K-ACHDF 06/18, Megazyme, Bray, Ire- 185
land). Briefly, available carbohydrates were determined on triplicate samples of dried 186
ground bread. Samples were incubated at 80°C with heat stable a-amylase and incubated 187
at 60°C with protease and amyloglucosidase. An aliquot was removed, centrifuge and 188
incubated with a mixture of sucrase/maltase plus (3-galactosidase. D-glucose and D-fruc- 189
tose were determined spectrophometrically using hexokinase plus glucose-6-phostate de- 190
hydrogenase, followed by phosphoglucose isomerase. Results are given as available car- 191
bohydrates (g/100g) on as “as is” basis. 192

2.7. Statistical analysis 193

Glucose variation after consumption of each beer was established as the main out- 194
come and its variability in healthy subjects was estimated at 18.4 mg/dL. We expected a 195
difference of glucose variation of 19.4 mg/dL after consumption of RB versus MB. A total 19
sample size of 20 subjects in the study 2 was obtained by considering 90% power (Z3 197
unilateral = 0.842) to detect a difference between treatment groups and a confidence inter- 198
val (1-a) of 95% (Zot unilateral = 1.645). Continuous variables are expressed as mean +SD 199
or median (25th percentile - 75th percentile) as applicable and categorical (nominal) vari- 200
ables are reported as percentages of total sample. Differences between independent vari- 201
ables were calculated by t-test or Mann-Whitney test, as appropriate, while categorical 202
variables were compared using the chi-squared test. Two-tailed t-tests or the Wilcoxon 203
rank-sum test for paired samples, as appropriate, were used to compare changes in out- 204
come variables in response to the consumption of each alcohol-free beer. Variations of 205
glucose, insulin, GIP and GLP-1 throughout 120 minutes, after the ingestion of each drink 206
and white bread, if applicable, were analyzed in both studies using ANOVA or Kruskal- 207
Wallis tests, as appropriate. Differences in postprandial effect of each intervention were 208
assessed by comparing the area under the concentration versus time curve (AUC) of each 209
metabolite, after the consumption of each drink and white bread, if possible. The AUC 210
and the comparison between them were calculated with the PK package, using the t 211
method. All statistical analyses were performed with R version 3.5.0 and significance was 212
set at p <0.05. 213

214

3. Results 215
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3.1. Participants 216

A total of 31 participants were examined for study eligibility of whom 30 of them met all 217
inclusion/exclusion criteria. Participants were mostly young-adults (31.5 (30.3- 34.5) and 218

30.5 (24.8-33.0) years in study 1 and 2, respectively) with a median BMI of 23.4 (22.4 - 219
25.7) and 24.4 (20.6 — 26.0) kg/m2, in study 1 and 2, respectively, and there were more 220
men than women in both studies. All subjects were healthy with normal values of 221
glucose, TG and lipid profile, without any important previous disease, as cardiovascular 222
disease, hypertension or T2DM, according to the inclusion and exclusion criteria 223
selection (Table 1). Body weight, blood pressure, physical activity and dietary 224
characteristics carry on stable, without significant differences throughout both studies. 225
The length of consumption of MB was significantly higher than IMB, RB and glucose in 226
the study 1 (Supplemental Table 2, Supplemental Table 3, Supplemental Table 4 and 227
Supplemental Table 5). This was an expected finding since MB had the higher volume 228
(781 mL) in comparison with RB (447 mL) and IMB (581 mL). 229

Table 1. Clinical, anthropometric and biochemical characteristics of all subjects included in both 230
studies. 231

Subjects included in the Subjects included in the

study 1 study 2
(N=10) (N=20)
Age, years 31.5(30.3 -34.5) 30.5(24.8 - 33.0)
Men, n (%) 7 (70%) 14 (70%)
Body weight, kg 86.0 (80.8 —87.8) 76.7 (61.4 —84.7)
BMI, kg/m? 23.4(22.4-25.7) 24.4 (20.6 — 26.0)
Alcohol consumption (g/day) 2.35(0.47 —5.81) 6.25 (1.22- 15.2)
TSH, pUI/L 2.11+0.99 2.36 +1.28

Triglycerides, mg/dL
Total cholesterol, mg/dL
LDL cholesterol, mg/dL
HDL cholesterol, mg/dL

56.0 (51.0- 63.3)
192 (183 — 198)
113 (103 - 122)
61.0 (53.5- 69.3)

76.0 (47.5 — 89.0)
188 (168 — 199)
112 (98.0 - 128)

56.0 (50.5 — 60.8)

GGT, UI/L 13.0 (13.0 - 16.3) 18.5 (155 - 23.0)
GOT, UI/L 22.0 (21.0 - 25.5) 25.0 (21.0 - 28.3)
GPT, UI/L 18.0 (14.0 - 22.3) 17.5 (14.0 - 29.3)

Glucose, mg/dL 86.0 (80.8 — 87.8) 86.0 (82.3 —95.0)
Quantitative variables are expressed as mean * standard deviations, except for variable not follow-
ing normal distribution that are expressed as median (25th percentile - 75th percentile). Qualitative
variables are expressed as percentage. BMI stands for: Body Mass Index; GGT: Gamma glutamyl
transferase; GOT: glutamic oxaloacetic transaminase; GPT: glutamic-pyruvic transaminase; TSH:
Thyroid-stimulating hormone.

3.2. White bread composition

The white bread analysis reported that of the bread used in the study 2 had 53.45 +1.73
g of available carbohydrate for each 100 g of total bread.

3.3. Glucose metabolism parameters
3.3.1 Study 1

The AUC of blood glucose was significantly lower after the consumption of MB than
that produced after consumption of RB (p = 0.016), without significant differences
between IMB and glucose-based beverage (Supplemental Table 6 and Supplemental
Figure 1A). However, the increase in glucose, calculated as the difference between the
basal value and the maximum peak obtained after the ingestion of each drink, was
significantly different depending on the drink ingested (p = 0.005, Table 2). The results
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showed that the increase in glucose was significantly lower after the consumption of 248
IMB and MB than that produced after the consumption of glucose-based beverage or RB 249
(Figure 2A). 250
The AUC:s of insulin after the consumption of MB and IMB were significantly lower 251
than those produced after the consumption of RB or glucose-based beverage (p=0.036, 252
p=0.024, p<0.001 and p<0.001, respectively) (Supplemental Table 6 and Supplemental 253
Figure 1B). Besides, the increase of insulin was significantly different depending on the 254
type of drink that was consumed (p=0.012, Table 2), indicating that the higher increase of 255
insulin occurred after the consumption of RB and glucose-based beverage (Figure 2B). 256
The AUCs of GIP produced after the consumption of MB and IMB were 257
remarkably much smaller than those produced after the consumption of RB and 258
glucose-based beverage (p<0.001 in all comparisons, Supplemental Table 6 and 259
Supplemental Figure 1C). In the same line, increases of GIP were significantly lower 260
after the ingestion of MB or IMB than after the consumption of glucose-based beverage 261
or RB (p<0.001, Table 2 and Figure 2C). 262
Regarding to the AUCs of GLP-1, the consumption of glucose-based beverage 263
produced significantly lower AUC than those produced after the consumption of the 264
three alcohol-free beers (p<0.001, Supplemental Table 6 and Supplemental Figure 1D). 265
However, increases of GLP-1 did not significantly differ among alcohol-free beers (Table 266
2 and Figure 2D). 267
A
B 20
g ° I
- N T
£ 2 VB E “1 /] . MB
§ - IMB § / ~ IMB
2 £
c . ’ ” Time (min) 'OO - b ) ) " rime (min) ¢ -
s 400 :ET 0
E E‘: o Glucose
2 - Glucose P L RB
% : = ':/?B : - M8
E “ § - - IMB

0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Time (min) Time (min)
Figure 2. Increase of Glucose (A), Insulin (B), GIP (C) and GLP-1 (D) over time depending 269
on the type of drink consumed in study 1. 270
CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and 271
enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer = 272

with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular ~ 273
alcohol-free beer; GIP: Gastric Inhibitory Polypeptide; GLP-1: Glucagon-Like Peptide 1. 274



Nutrients 2022, 14, x FOR PEER REVIEW 8 of 18

3.3.2 Study 2 275
The lowest AUC of glucose concentration was produced after the consumption of MB 276
with white bread. In fact, the consumption of 64.3g of carbohydrates, coming from MB 277
plus white bread, generated significantly lower AUC of glucose than that produced after 278
the consumption of the same amount of CH, all of them coming from white bread 279
(p=0.012). Besides, AUCs of glucose after the consumption of MB or IMB with white 280
bread were significantly lower than that produced after consumption of RB plus white 281

bread (p=0.006 and p<0.001 respectively, Supplemental Table 7 and Supplemental Figure 282
2A). Moreover, the increase in glucose after each meal intake, was significantly different 283

depending on the drink that was consumed (p=0.002, Table 2). The highest increase in 284
glucose concentration was produced after the consumption of RB with white bread 285
(Figure 3A). 286

The AUC:s of insulin produced after the consumption of RB plus white bread was 287
significantly higher than that produced after the ingestion of the same amount of CH, 288
coming all of them from white bread (p=0.043). However, the consumption of MB or 289
IMB with white bread did not lead to significant differences in the AUCs of insulin 290
concentration compared to that produced after the ingestion of the same amount of CH, 291
coming all of them from white bread (p=0.128 and p=0.554, respectively). Besides, the 292
consumption of MB plus white bread produced significantly lower AUC of insulin than =~ 293
that produced after the ingestion of RB combined with bread white (p=0.028, 294
Supplemental Table 7 and Supplemental Figure 2B). The increase of insulin was not 295

significantly different depending on the ingested drink (p=0.124, Table 2). Nevertheless, = 296
the highest increase of insulin was produced after the consumption of RB combined with 297

white bread (Figure 3B). 298

The significantly lower AUC of GIP was observed after the ingestion of water with 299
50 g of CH coming from white bread. However, with the same amount of CH, only the 300
RB combined with white bread produced significantly higher AUC of GIP than that 301
produced after the consumption of white bread, without significant differences in the 302
comparison with IMB or MB plus white bread (p=0.019, p=0.857 and p=0.540, 303

respectively). The higher AUC of GIP was produced after the ingestion of RB combined 304
with white bread. Besides, the AUC of GIP produced after the consumption of IMB with 305

white bread was significantly lower than that produced after the ingestion of RB plus 306
white bread (p=0.046, Supplemental Table 7 and Supplemental Figure 2C). The increase 307
of GIP was significantly different depending on the drink ingested (p = 0.011, Table 2). 308
The highest increase of GIP was produced after the consumption of RB combined with 309
white bread, while the lower increase was produced after the ingestion of 50g of CH 310
(Figure 3B). 311

The lowest AUC of GLP-1 was observed after the ingestion of water with 50g of CH 312
coming from white bread. Among alcohol-free beers, significant differences were 313
observed only between the consumption of IMB and white bread, which produced 314

significantly lower AUC of GLP-1 than that produced after the intake of RB with white 315
bread (p=0.028, Supplemental Table 7 and Supplemental Figure 2D). Although there was 316

not significant difference in the increase of GLP-1 depending on the ingested drink 317
(p=0.058), the lowest increase of GLP-1 was produced after the ingestion of IMB with 318
white bread, while the highest increase was produced after the ingestion of the same 319

amount of CH, all of them coming from white bread (Table 2 and Figure 3D). 320
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Figure 3. Increase of Glucose (A), Insulin (B), GIP (C) and GLP-1 (D) over time depend- 323
ing on the type of drink consumed in study 2. 324
CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and 325
enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer 326
with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular 327
alcohol-free beer; GIP: Gastric Inhibitory Polypeptide; GLP-1: Glucagon-Like Peptide 1. 328

329
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Table 2. Maximum increase of glucose, insulin, GIP and GLP-1 produced after the consumption of each drink/meal in both studies.

Study 1

Study 2

Alcohol-free beer Alcohol-free
Regular alcohol- with isomaltulose beer with re- Glucose so-

RB +50g of IMB +50g MB + 50g of
CH from of CH from CH from

Water+50g of Water +64.3 g of

. . . . . . CH £ hit CH £ hit
free beer (RB) and resistant  sistant malto- lution (25g p white bread white bread white bread . r;)r(r;gv lfe N ;0(?4";’ 1 ‘;
reas [0) reas . (0]
(25g of CH) maltodextrin ~ dextrin (MB)  of CH) (64.3gof  (643gof  (64.3gof 8 8
CH) CH)
(IMB) (25¢ of CH) (25g of CH) CH) CH) CH)
Gl iation,
ricose ‘/'ZrLla on 60.4+24.1 33.7 +14.2% 347+19.1%  580+200  0.005 583+149 447+9.83% 41.1+10.8* 412+132 481+148  0.002
mg
Insulin variation,
JdL 222 +12.2 12.1 +4.31* 14.8 + 8.6* 18.8 +7.48 0.012 40.1+17.8 31.1+11.7* 359+194 277 +14.9 305+11.4 0.124
mg
GIP variation, pg/mL 128 +62.3 18.9 +23.8* 34.6 +22.1* 168 +112 <0.001 229+134 240+189 229+194 126 +41.4 216 +185 0.011
GLP1 variation,
179 +23.7 3.27 +33.0 1.67 +33.7 13.9+35.0 0.529 27.0+473 133+33.7 28.8+29.0 21.3+30.9 46.6 +45.1 0.058

pg/mL

Maximum increase of each analyte was calculated as the difference between the maximum value reached over 120 minutes and the baseline value. Quantitative variables were
expressed as mean + standard deviation. CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with isomaltulose
(2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100

mL); RB: regular alcohol-free beer.

2The p-value was calculated by Kruskal-Wallis test. * Denotes p<0.05 and *denotes p<0.090 comparing IMB vs. RB or MB vs RB, as applicable, calculated by t-test.
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1
3.4. Hormones related to appetite and satiety 2
Glucagon, leptin, ghrelin, PY and PP were analyzed only in the second study at baseline, 3
60 and 120 minutes. These metabolites did not show significant differences after the con- 4
sumption of each drink combined with white bread (p=0.988, p=0.723, p=0.924, p=0.992 5
and p=0.982, respectively). Interestingly, there were not significant differences in these 6
hormones related to appetite and satiety despite the different CH consumption (Table 3 7
and Figure 4). 8
A —  Water + white bread (50g of CH) —— Water + white bread (50g of CH) C ~ Water + white bread (50g of CH)
~— RB + white bread (64.3g of CH) — RB +white bread (64.3g of CH) 2 ~~ RB + white bread (64.3g of CH)
—~ MB + white bread (64.3g of CH) — MB + white bread (64.3g of CH) \\\ —= MB + white bread (64.3g of CH)
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Time (tmin)
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MB + white bread (64.3g of CH)
IMB + white bread (64.3 g of CH)
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PP (pg/ml)
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{

Water + white bread (50g of CH)
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IMB + white bread (64.3 g of CH)
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—~—
——
——
——
-

$ 449

Time (min) anne (min)

Figure 4. Ghrelin, glucagon, Leptin, PP and PY over time depending on the type of drink 10

consumed in study 2. 11
CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and 12
enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer 13
with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular 14
alcohol-free beer; PY: peptide Y; PP: pancreatic polypeptide. 15
3.5. Hormones related to appetite and satiety 16
3.5.1 Study 1 17
The AUC and the increase of TG concentration after the intake of different alcohol-free 18
beers and glucose-based beverage did not significantly differ (p=0.436, Supplemental 19
Figure 3A). In the same line, NEFAs concentration did not show significant differences 20
after the ingestion of each drink, showing similar AUCs and increases from baseline 21
(Supplemental Figure 3B). 22
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3.5.2 Study 2

Total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, TG and NEFAs concentrations did

not significantly change after the consumption of different drinks with white bread.
Besides, the increase in TG did not significantly differ after the intake of each drink

combined with white bread (p=0.812, Supplemental Figure 4).
Table 3. Maximum increase of ghrelin, glucagon, leptin, PP and PY produced after the consumption
of each drink/meal in study 2.
GHRELIN Baseline 60 minutes 120 minutes p?
RB+whitebread (64.3g 4o 105 643  11.8(104-184)  11.6 (10.6-13.0)
of CH)
IMB + white bread
(6435 of CH) 488 (31.3-843)  13.0(121-17.3)  13.0 (10.6—13.8)
MB +whitebread (64.35 5 ¢ 139_¢53)  137(11.8-273)  13.0 (11.5-16.4) 0.942
of CH)
Water + white bread
(6435 of CH) 57.8(192-90.3) 126 (10.6-17.9)  13.0(10.6-17.2)
Watert whitebread 308 ) 4 006 _747)  179(129-340) 130 (11.0-33.3)
of CH)
GLUCAGON Baseline 60 minutes 120 minutes p?
RB+whitebread (6438 55 441_60:0)  375(244-532) 334 (19.6-472)
of CH)
IMB + white bread
(6435 of CH 439 (361-57.8)  23.0(168-357)  24.9(150-37.4)
MB +whitebread (64.35 7 0 ne0 605 340(271-475) 336 (18.1-403) 0.988
of CH)
Water + white bread
(6435 of CH) 469 (369-615)  315(234-534)  30.3(20.6-39.2)
Waterr whitebread (308 15 364 _545)  284(191-429) 297 (15.0-39.5)
of CH)
LEPTIN Baseline 60 minutes 120 minutes p?
RB + Whg?ggad (6438 5684 (1386 -6801) 2714 (1243-6057) 3079 (1145 — 5408)
IMB + white bread
(6435 of CH) 2732 (980 -5038) 2195 (824 —4047) 2066 (819- 3804)
MB + Wh:fe é’;e)ad (6438 3101 (1150-6119) 2450 (1178 — 4567) 2414 (1056 — 4389) 0.723
Water + white bread
76 (1372 — 7047 1087 1 (1033 - 6204
(6435 of CED) 2576 (1372 - 7047) 2030 (1087 —5380) 2281 (1033 — 6204)
Watert “:;1?1;’; ad 508 030 (1374 -4289) 1977 (1177 -3609) 1861 (1056 — 3533)
PP Baseline 60 minutes 120 minutes p?
RB + white bread
(64.3g of CH) 47.1 (31.4-65.7) 79.9 (65.7-105) 83.8(57.4-132)
IMB + white bread
(64.3g of CH) 47.2 (23.5-56.7) 82.0(52.8-122) 71.0(39.2-120)
MB + white bread
(64.3g of CH) 49.5(37.1-88.6) 76.8(46.3-127) 947 (47.4114)
Water + white bread
(64,39 of GH) 43.8(355-58.7) 70.2(47.8-110) 78.3(63.4-112)
Water+ white bread
(50g of CH) 36.0 (30.2 — 55.3) 84.3(41.7-117) 65.6(38.4-99.5)
PY Baseline 60 minutes 120 minutes p?

RB + white bread
(64.3g of CH)

13.0 (13.0 - 93.2)

30.0 (13.0 - 85.5)

13.0 (13.0 - 78.9)

23

24
25
26
27

28
29
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IMB + white bread

(64.39 of CH) 13.0(13.0-589) 13.0(13.0-51.1) 13.0(13.0-58.4)

MB + white bread

(64.39 of CH) 13.0(13.0-97.2) 13.0(13.0-106) 13.0(13.0-101)

Water + white bread

(64.3q of CH) 13.0 (13.0-97.8) 20.5(13.0-69.8) 13.0 (13.0 - 62.5)

Water+ white bread

(509 of CH) 26.8(13.0-99.3) 13.0(13.0-102) 13.0(13.0-88.3)

Maximum increase of each analyte was calculated as the difference between the maximum value reached over
120 minutes and the baseline value Quantitative variables are expressed as median (25th percentile - 75th
percentile). CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular
CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-
free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB:
regular alcohol-free beer; PY: peptide Y; PP: pancreatic polypeptide.

2The p-value was calculated by Kruskal-Wallis test.

4. Discussion

The main findings of the study 1 include: a) the consumption of an alcohol free-beer
in which regular CH have been almost completely fermented and enriched with isomal-
tulose and a resistant maltodextrin induced lower glucose and insulin peak than a regular
alcohol-free beer; b) this effect was analogous after consumption of a similar alcohol-free
beer containing the double dose of the resistant maltodextrin but not isomaltulose; c) these
effects were also observed in GIP variation. The study 2 findings showed: a) consuming
50 g of CH coming from white bread and an alcohol-free beer in which regular CH have
been almost completely fermented and enriched with isomaltulose and a resistant malto-
dextrin induced the same glucose and insulin peak than the intake of 50 g of CH coming
from white bread plus water b) this effect was analogous after the consumption of a sim-
ilar alcohol-free beer containing the double dose of the resistant maltodextrin but not iso-
maltulose and white bread; c) both modified alcohol-free beers produced lower glucose,
insulin and GIP rises that the intake of regular alcohol-free beer. Thus, the consumption
of an alcohol-free beer -including regular CH fermentation and adding isomaltulose and
a resistant maltodextrin- can effectively impact and improve the postprandial effect of a
meal. This effect would be one of the main mechanisms responsible for the findings of a
previous research in which the intake of this alcohol-free beer with meals demonstrated
to improve insulin resistance in subjects with T2DM and overweight or obesity. Therefore,
this research could add evidence to the fact that small changes in dietary composition can
modify postprandial response and potential clinical benefit.

Different studies have reported that isomaltulose has positive effects on glucose me-
tabolism, decreasing glucose and insulin levels in overweight, obese and subjects with
TD2M [18-22]. Henry et al [23] reported, in one randomized double-blind, controlled and
cross-over design including 20 men, that the consumption of a controlled diet combined
with isomaltulose reduced the glycemic response and variability versus the combination
of the same controlled diet with sucrose. In the same way, Okuno et al [24] showed in 50
sedentary adults that the supplementation with 40 g/day of isomaltulose got significant
reduction of insulin resistance after 12 weeks. Nevertheless, the effect of this CH in sub-
jects with TD2M has been less studied and the results are contradictory. For example,
Brunner et al [25] showed in T2DM subjects that the supplementation with 50g/day of
isomaltulose did not produce significantly changes in HbAlc after 12 weeks-intervention.
In contrast, another study including 11 participants with TD2M showed that the ingestion
of 1 g/kg-isomaltulose attenuated postprandial hyperglycemia, reducing the mean plasma
concentrations of insulin, C-peptide, glucagon, and glucose-dependent insulinotropic
peptide by 10-23% in comparison with sucrose [26]. The mechanisms underlying the ben-
efit of isomaltulose on insulin sensitivity are not completely elucidated. Kawaguchi et al
demonstrated that the consumption of 20 g of isomaltulose improved insulin resistance in
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5 patients with non-alcoholic fatty liver disease. They also reported that this benefit was 75
directly associated with metabolomic changes in bile acid, fatty acid, glycine/serine, and 76
alterations in L-arginine and L-ornithine concentrations [27]. All these factors have been 77
previously linked to insulin signaling pathways. To our knowledge, our study is the first 78
one exploring the postprandial effects of relatively low doses of isomaltulose and the re- 79
sults show that this disaccharide leads to a better postprandial glycemia than the conven- 80
tional CH usually contained in beer, mainly starch and oligosaccharides like maltose or 81
maltotriose. A synergistic effect of isomaltulose with the resistant dextrin should be con- 82
sidered when interpreting the better glycemic response after the consumption of the mod- 83
ified alcohol-free beer. 84
Different randomized controlled trials have demonstrated that resistant dextrin sup- 85
plementation can modulate inflammation, improve insulin resistance and have beneficial 86
effects on mental health, and immune system response in women with T2DM [14,28].In 87
this sense, Li et al [22] demonstrated that the ingestion of 17g of resistant dextrin lead toa 88
18% decrease in insulin concentration in healthy subjects, which was statistically signif- 89
icant when comparing to control group. In the same way, other study reported a signifi- 90
cant 22.8% decrease in insulin, 24.9% in HOMA-IR, 0.6% in glucose and 9.6% in HbAlc 91
concentrations in 55 women with T2DM who consumed 10 g of resistant dextrin for 8§ 92
weeks [14]. Although the mechanisms responsible for these potential benefits for this di- 93
etary fiber are not entirely known, our group has previously demonstrated that the con- 94
sumption of the alcohol-free beer with almost complete fermentation of CH and the addi- 95
tion of isomaltulose and a resistant dextrin significantly impacted gut microbiota in dia- 96
betic subjects with overweight or obesity, producing a significant decrease of the genus 97
Parabacteroides [29]. This bacterial genus is found in lower prevalence in patients with 98
obesity and different metabolic diseases and has been demonstrated to increase with Med- 99
iterranean diet [30]. Other researchers speculate that the prebiotic supplementation favors 100
the differentiation of L-cells, which promote secretion of digestive hormones like GLP-1, 101
PY or GIP, among others [31]. 102
GIP and GLP-1 are incretin hormones secreted from intestinal K-cells and intestinal 103
endocrine L-cells, respectively, after the ingestion of rich-fat and high-CH diet. Secretion 104
of GLP-1 and GIP have actions in different organs, such as, pancreas, stomach, heart, brain 105
and liver, among others. In the pancreas, GLP-1 and GIP have analogous actions, produc- 106
ing an increase of insulin biosynthesis and secretion, and decreasing apoptosis of [3-cell 107
[32]. As we hypothesized, the study 1 showed that the consumption of modified alcohol- 108
free beers, enriched in isomaltulose and resistant dextrin, produced a lower carbohydrate 109
overload, which in response produced a lower peak of insulin and incretin hormones 110
compared to standard alcohol-free beer. In the same way, the study 2 demonstrated that 111
the consumption of IMB with white bread produced lower peak of glucose, and conse- 112
quently lower increases of insulin, GIP and GLP-1 than the consumption of white bread 113
with standard alcohol-free beer. As previously stated by other research, it seems that de- 114
laying the absorption rate of CH will influence GLP-1 and GIP release. These results are 115
in agreement with that of Keyhani-Nejah et al [33], who reported in a randomized cross- 116
over study with 35 subjects (15 healthy, 10 prediabetic and 10 T2DM), that the ingestion 117
of 50 g of CH coming from isomaltulose produced significantly lower peak of glucose, 118
insulin and lower AUC of GIP. Another randomized controlled trial included 16 subjects 119
with TD2M, who ingested 25g of CH coming from three different solutions: a standard 120
solution, a; solution with resistant maltodextrin and sucromalt and another one with lac- 121
tose, isomaltulose, and resistant starch). Authors reported that the consumption of the 122
solution containing isomaltulose produced lower peak of GLP-1[34]. These authors re- 123
ported that higher increase of GIP was produced after the consumption of standard solu- 124
tion and the solution with isomaltulose. Nevertheless, it is important to highlight that the 125
solution containing isomaltulose also had lactose, although the percentage of each CH 126
contained in the solution was not reported. 127
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None of the assessed interventions altered serum postprandial ghrelin, leptin, gluca- 128
gon, pancreatic polypeptide, peptide Y, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, TG, or NEFAs 129
concentrations during the 2-h study period. These finding are not in agreement with our 130
previous study, in which participants reported higher satiety scores during the period of 131
drinking the alcohol-free beer with CH modified composition, when compared to regular 132
alcohol-free beer period [11]. The lack of a postprandial acute effect of these alcohol-free 133
beers consumption in satiety hormones would not completely dismiss a mid-term effect. 134
It is well established that gut microbiome has an essential role in satiety and appetite reg- 135
ulation [35]. If the effect of the resistant dextrin on gut microbiome could influence the 136
satiety regulation should be explored in the future to elucidate this issue. It is also im- 137
portant to note that in our previous study, the satiety assessment was performed by visual 138
analogic scales which are a subjective tool. The absence of lipids concentration change is 139
consistent with previously reported findings [36,37]. 140

Our study has some limitations worth mentioning. The relatively small sample size 141
could have limited the significance of the acute effect of each type of alcohol-free beer in 142
some outcomes and the extrapolation of findings. However, the sample size was calcu- 143
lated based on previous studies involving isomaltulose and resistant dextrin supplemen- 144
tation, having similar or even smaller sample size [34]. 145

5. Conclusions 146

Two major conclusions could be extrapolated from this study. Firstly, the consump- 147
tion of alcohol-free beers with almost complete fermentation of regular CH and enriched 148
with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and resistant maltodextrin (0.8g/100 mL) or enriched ex- 149
clusively with resistant maltodextrin (2.0g/100 mL) produced a lower peak of glucose, in- 150
sulin and incretin hormones than the consumption of regular alcohol-free beer. Secondly, 151
the consumption of the modified alcohol-free beer enriched with isomaltulose and re- 152
sistant dextrin together with white bread, generates a lower glucose peak than the con- 153
sumption of the same quantity of CH, coming entirely from white bread. This would 154
demonstrate that this modified alcohol-free beer could sustainably influence and improve 155
glycemic postprandial effect of a meal. This could turn in a clinical benefit in glycemic 156
metabolism in subjects with T2DM, as previously demonstrated by our group, by increas- 157
ing the evidence that small changes in nutritional composition are a cornerstone when 158
improving glycemic disorders management or its prevention. 159

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: 160
www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Glucose, insulin, GIP and GLP-1 over time depending on the 161
type of drink consumed in study 1. CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost com- 162
plete fermentation of regular CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin ~ 163
(0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with malto- 164
dextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular alcohol-free beer; GIP: Gastric Inhibitory Polypeptide; GLP-1: Glucagon-Like 165
Peptide 1; Figure S2: Glucose, insulin, GIP and GLP-1 over time depending on the type of drink con- 166
sumed in study 2. CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of 167
regular CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: 168
alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 169
mL); Figure S3: Lipid metabolism parameters determined in the study 1. IMB: alcohol-free beer with 170
almost complete fermentation of regular CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a resistant 171
maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH and en- 172
riched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular alcohol-free beer; NEFAS: non-esterified fatty acids RB: 173
regular alcohol-free beer; GIP: Gastric Inhibitory Polypeptide; GLP-1: Glucagon-Like Peptide 1; Figure S4: Li- 174
pid metabolism parameters determined in the study 2. CH stands for carbohydrates; IMB: alcohol-free 175
beer with almost complete fermentation of regular CH and enriched with isomaltulose (2.5 g/100 mL) and a 176
resistant maltodextrin (0.8 g/100 mL); MB: alcohol-free beer with almost complete fermentation of regular CH 177
and enriched with maltodextrin (2.0 g/100 mL); RB: regular alcohol-free beer; NEFAS: non-esterified fatty acids. 178
Table S1: Nutritional composition of alcohol-free beers used in the study; Table S2: Variation of 179
clinical and anthropometric characteristics of subjects included in study 1: Table S3: Variation of 180
clinical and anthropometric characteristics of subjects included in study 2. Table S4: Dietary charac- 181
teristics of the three days prior to the consumption of each type of beer in the study 1; Table S5: 182
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Dietary characteristics of the three days prior to the consumption of each type of the interventionin 183
the study 2; Table S6: AUCs of glucose, insulin, GIP and GLP-1 produced after the consumption of 184
each drink in the study 1; Table S7: AUCs of glucose, insulin, GIP and GLP-1 produced after the 185
consumption of each drink/mean in the study 2. 186
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ABSTRACT

Dyslipidemia is a well-established modifiable cardiovascular risk. Although statins can reduce LDLc by
50-60%, less than 20% of patients with high risk of CVD achieve LDL targets. The aim of this system-
atic review is to evaluate the effect of the nutraceutical, bergamot (Citrus bergamia), on lipid parame-
ters in humans. PubMed, Embase, Cochrane Library, and Google Scholar databases were searched for
interventional and observational studies investigating the effect of bergamot on lipid profile in
humans. This systematic review retrieved a total of 442 studies of which 12 articles fulfilled the eligi-
bility criteria and were included in the qualitative synthesis. Based on data, 75% of studies showed a
significant decrease in total cholesterol, triglycerides and LDLc. The decrease in total cholesterol var-
ied from 12.3% to 31.3%, from 7.6% to 40.8% in LDLc and from 11.5% to 39.5% in triglycerides.
Eight trials reported HDLc increase after intervention with bergamot. Overall, a dose-dependent and
possible synergistic effect when administering with statins can be deducted from these trials. It is
essential to point out that studies had heterogeneous designs and scientific quality of studies was
quite limited. Promising findings reveal an alternative therapeutic option in dyslipidemia manage-

KEYWORDS

Bergamot; Citrus bergamia;
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cholesterol; triglycerides

ment with bergamot supplementation, especially in subjects with statins intolerance.

Introduction

Dyslipidemia is a well-established modifiable cardiovascular
risk factor and its treatment is an essential aim in the pre-
vention of cardiovascular diseases (CVD), which represent
the leading cause of death and use of health service in devel-
oped countries (Bea et al. 2017). Current guidelines high-
lights lifestyle intervention as a key issue in the management
of patients with hyperlipidemia, but it is often scarce to control
the lipid profile (Grundy et al. 2018). Current lipid-lowering
therapies, mainly statins with or without ezetimibe, can reduce
LDL cholesterol by 50-60% and they are proven to reduce pri-
mary and secondary cardiovascular endpoints (Masana et al.
2017). However, less than 20% of patients with high risk of
CVD achieve LDL targets and up to 60% of patients refer to
some statin intolerance or side effects related to this treatment
(Masana et al. 2017; Zhang et al. 2013). This constitutes the
main reason for statin discontinuation and poor adherence to
treatment that remains a significant problem in dyslipidemia
management (Banach et al. 2016). The increasing need to find
a nonpharmacological alternative, in particular for patients
with moderate hypercholesterolemia, low cardiovascular risk or
intolerance to traditional pharmacological treatment, has led to
test many phytochemicals as nutraceuticals that have shown

lipid-lowering properties (Johnston et al. 2017). Nutraceuticals
are food components that may be used as therapeutic agents
due to their beneficial effects on health (Kalra 2003).

Recent studies have shown that Bergamot (Citrus berga-
mia) juice and its flavonoids were able to reduce serum lev-
els of lipids, even improving atherosclerosis through
modulating enzymatic activities, antioxidation, antiinflam-
matory mechanisms and inhibition of monocyte activation
and proliferation (Ferlazzo et al. 2016; Benavente-Garcia and
Castillo 2008; Ferlazzo et al. 2015; Li et al. 2016). Bergamot
is an endemic plant growing in the Calabrian region of
Southern Italy with a unique profile of flavonoids and glyco-
sides present in its juice and albedo, such as neoeriocitrin,
neohesperidin, naringin, rutin, neodesmin, rhoifolin and
poncirin (Gliozzi et al. 2013). Bergamot differs from other
citrus fruits, not only for the nutritional composition, but
also for the particularly high content of flavonoids (Nogata
et al. 2006; Dugo et al. 2005). Some of these flavonoids,
such as naringin and its aglycone naringenin, have already
been shown to have an antiatherogenic effect on animal
models, while neoeriocitrin and rutin have been found to
inhibit LDL oxidation (Yu et al. 2005). Besides, bergamot
juice is rich in 3-hidroxy-3-methylglutaryl neohesperidosides
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of hesperetin (brutieridine) and naringenin (melitidine) with
the ability to inhibit HMG-CoA reductase (Di Donna et al.
2009). These compounds are likely to contribute to the sub-
stantial hypolipidemic effects that bergamot juice has demon-
strated in several animal studies (Mollace et al. 2008; Miceli
et al. 2007). However, to date, there are few human studies
that have evaluated the effect of bergamot in adults with dysli-
pidemia. Thus, the aim of this systematic review is to evaluate
the effect of bergamot, as isolated component or as part of a
nutraceutical product, in lipid profile (total cholesterol, LDL
cholesterol, triglycerides, and HDL cholesterol) in humans.

Methods

This systematic review was conducted according to the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews (Liberati et al. 2009).
Prisma checKklist is available in Supplemental Table 1.

Search strategy and study selection

A systematic search of the relevant literature was performed
with the use of PubMed, Embase, Cochrane Library, and
Google Scholar in order to identify interventional studies
investigating the effect of bergamot on lipid profile in
humans. If available, we also included systematic reviews,
meta-analysis and clinical guidelines. References of included
studies and reviews were manually checked for additional
studies. The structured search strategies used the combin-
ation of bergamot and different outcomes related to lipid
profile: [Bergamot OR Citrus bergamia OR Nutraceuticals]
AND [Cholesterol OR Dyslipidemia OR Hyperlipidemia OR
Cardiovascular disease OR Cardiovascular risk OR Lipids
OR Lipoprotein OR Low-density lipoprotein OR High-
density  lipoprotein OR  Lipid-lowering drugs OR
Triglycerides]. Articles retrieved were then included or
excluded based on the following criteria. Inclusion criteria
included: (a) articles published in a peer-reviewed journal;
(b) cross-sectional, cohort, and interventional studies; (c)
studies conducted in both children and adults; (d) studies
conducted in healthy humans, or those with metabolic
impairment (overweight, obese, hypercholesterolemic, prehy-
pertensive, hypertensive, or with type 2 diabetes) or any
other disease. Exclusion criteria involved: (a) case studies;
(b) letters, commentaries, conference papers, narrative
reviews; (c) studies not conducted in humans. The search
was limited to literature presented in English.

Outcome measures

Outcomes of interest were changes in total cholesterol, LDL
cholesterol, HDL cholesterol, and triglycerides.

Quality measures

The quality of each included trial was assessed based on the
previously validated methodology developed by Kmet et al.
(2004). The methodology was derived from a checklist for
assessing the quality of quantitative studies, which included

the following criteria: (1) Question, objective sufficiently
described?; (2) Study design evident and appropriate?; (3)
Method of subject, comparison group selection or source of
information, input variables described and appropriate?; (4)
Subject and comparison group (if applicable) characteristics
sufficiently described?; (5) If interventional and random
allocation was possible, was it reported?; (6) If interventional
and blinding of investigators was possible, was it reported?;
(7) If interventional and blinding of subjects was possible,
was it reported?; (8) Outcome and (if applicable) exposure
measure(s) well defined and robust to measurement, mis-
classification bias? Means of assessment reported?; (9)
Sample size appropriate?; (10) Analytic methods described,
justified and appropriate?; (11) Some estimate of variance is
reported for the main results?; (12) Controlling for con-
founding?; (13) Results reported in sufficient detail?; (14)
Conclusion supported by the results?. Each question can be
answered with “yes,” “partial,” “no,” or “not applicable.”
Scoring process was done according to the following for-
mula: ((number of “yes” x2) + (number of “partial” x1)/
(total possible sum (28) - (number of “not applicable” x2)).
The score ranged from 0 to 1; thus, the closer the value is
to 1, the higher is the quality of the trial. Quality assessment
of each trial was performed by three different researches
(ILM, JGG and RMG). Two researchers performed the qual-
ity checklist of each trial; if a discordance was found (differ-
ence mean score more than 0.1 points), a third review by
the remaining researcher was performed.

Results
Study selection

The systematic search retrieved a total of 442 studies of
which 361 were identified in PubMed and 61 in Cochrane,
Google Scholar and Embase. After removing 18 duplicated
articles, we screened 404 manuscripts of which 293 were
excluded because of they did not meet the requirement of
eligibility criteria. We made full-text review of 118, exclud-
ing 106 articles for different reasons: most excluded articles
did not include bergamot as active principle within the
intervention, they were in vitro studies or developed in ani-
mal models (n=90), they were reviews (n=15) and we
were unable to access to one full-text manuscript (n=1).
Finally, 12 articles (10 intervention studies and 2 observa-
tional studies) fulfilled the eligibility criteria and were
included in qualitative synthesis (Figure 1).

Participants and main study characteristics

A detailed description of the included studies can be found
in Table 1. The 12 studies included a total of 870 adults’
participants (aged 27-77years). There was quite heterogen-
eity in clinical characteristics of populations. In summary,
two trials recruited subjects with overweight or obesity and
other cardiovascular risk factors (Dahlberg et al. 2017) or
metabolic syndrome (Di Folco et al. 2018), four trials
included subjects with mixed hyperlipidemia (Gliozzi et al.
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Records excluded
(n=293)

A 4

Full-text articles excluded
(n=106)

n = 90 not meeting
systematic review inclusion
criteria

v

n =15 reviews
n =1 unable to access to
full-text manuscript

Figure 1. Flow chart of the study selection.

2013; Mollace et al. 2011; Cai et al. 2017; Babish et al. 2016),
one trial involved subjects with isolated hypercholesterol-
emia (Toth et al. 2015), one trial recruited participants with
previous ischemic heart disease (Campolongo et al. 2016),
two similar trials recruited subjects under second-generation
antipsychotics (SGA) treatment (Bruno, Pandolfo, Crucitti,
Cacciola, et al. 2017; Bruno, Pandolfo, Crucitti, Maisano,
et al. 2017), and one trial included women with breast can-
cer and receiving aromatase inhibitors treatment (Izzo et al.
2017). Five studies had a single-arm intervention, while six
of them showed double or multiple-arm designs by compar-
ing different doses of bergamot, using a placebo or statin
group as comparison arm. It is important to point out that
one trial referred to have a randomized clinical trial design
by comparing bergamot effect with placebo; however,
authors did not report placebo group results and they only
reached conclusions using changes in lipid profile after the
intake of bergamot supplements (Gliozzi et al. 2014).
Dietary intervention duration ranged from 1month to

.
c
2 Records identified through
S database searching
b (n=422)
c
o
] l
—
Records after duplicates removed
(n = 404)
oo
.S
c
o v
S
Q
© Records screened
(n=404)
—
.
A 4
=
= Full-text articles assessed
] .
) for eligibility
w (n=118)
—
M
y
°
o Studies included in
_3 qualitative synthesis
< (n=12)
—

6 months and bergamot doses used in the different studies
ranged from 150 mg/day in the study by Toth et al. (2015)
to 1500 mg as the maximum dose in the study carried out
by Mollace et al. (2011)

Quality of the studies

The overall quality score of the included studies is summar-
ized in Table 1 and ranged from 0.27 to 0.96, with a mean
score of 0.55. Detailed description of each issue assessment
for each study is included in Supplemental Table 1. The
greatest concerning issues were randomization of descrip-
tions, blinding of investigators and subjects, sample size cal-
culation, appropriate analytic methodology, and controlling
for confounding factors. Among six studies including a
randomized clinical trial design, only two described random-
ization process and carried out a blinded intervention.
Among 12 included trials, only one included a sample size
calculation and two of them partially described it. In
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Figure 2. The effect of bergamot on lipid profile according to the type of bergamot component that was administered.

addition, eight of them did not use an appropriate statistical
analysis or it was partially suitable and only one study made
a statistical analysis taking into account the confounding
factors; this is one of the main reasons why conclusions of
most of the studies have been considered as partially or
completely not supported by the results.

Change on lipid profile

Among five studies that administrated 500 mg of bergamot,
four of them used bergamot as an isolated component and
one of them used bergamot as part of a complex nutraceut-
ical including soy, phytosterols or berberine, among others.
Four out of five studies found a significant effect of berga-
mot on lipid profile while one of them did not describe sig-
nificant differences after the intervention. This study was
carried out by Bruno, Pandolfo, Crucitti, Cacciola, et al.
(2017) who recruited 28 subjects under SGAs treatment
receiving 500 mg/day of Bergamot-derived polyphenolic frac-
tion (BPF) during 30days. In contrast, Mollace et al. (2011)
randomized 237 participants with combined hyperlipidemia
to 500, 1000 mg/day of bergamot or placebo during 30 days,
69 subjects taking 500 mg/day of BPF obtained significant
reductions of total cholesterol, LDL cholesterol and

triglycerides  with  respect to the placebo group
(-21.8£1.40%, -24.1£1.5%, -30.5%3.2%, respectively). On
the other hand, Dahlberg et al. (2017) randomized 32 sub-
jects with overweight or obesity and at least two cardiovas-
cular risk factors in two groups: a low glycemic load
Mediterranean diet and the same intervention plus a nutra-
ceutical including 500 mg/day of bergamot fruit extract, soy,
berberine, and phytosterols, among other components.
Authors found significant differences between baseline and
final values in lipid profile in both study groups, although
the change was greater in participants receiving the nutra-
ceutical, who showed decreases of 17.3%, 18.8%, and 50.8%
in total cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides,
respectively (Dahlberg et al. 2017). Cai et al. (2017) random-
ized 98 subjects with mixed hyperlipidemia to receive either
a nutraceutical supplementation including 500 mg/day of
bergamot extract, among others, or placebo for 84 days.
They just found significant decreases in LDL cholesterol
(7.63%) what was statistically significant compared to the
placebo group (p=0.032). Finally, Babish et al. (2016)
recruited 11 subjects with moderate hypercholesterolemia
who were supplemented with 500 mg of BPF and 200 mg of
phytocomplex mixture each day. Participants showed signifi-
cant decreases in total cholesterol (12.3%) and LDL choles-
terol (15.4%) but not in triglycerides concentration. Subjects



with a baseline concentration of glycated hemoglobin
(HbAlc) > 5.4%, HOMA-IR score > 2 or elevated triglycer-
ides showed greater reductions in their lipid profile, espe-
cially in their triglyceride levels (Table 1).

Three studies used doses below 500mg of bergamot
extract, of which two used bergamot as part of a complex
nutraceutical and one of them used bergamot as isolated
active principle. All of them found statistically significant
decreases both in total cholesterol, LDL cholesterol and tri-
glycerides. Di Folco et al. (2018) recruited 80 subjects with
overweight and metabolic syndrome, who were randomized
to a low-calorie Mediterranean diet (control group) or the
same intervention plus 200 mg/day of a dry extract of berga-
mot juice with 120 mg of phytosterols. Only the intervention
group (supplemented with 200 mg/day of bergamot) showed
significant reductions in total cholesterol (15.2%), LDL chol-
esterol (22.1%) and triglycerides (11.5%) concentration with
respect to the baseline. Campolongo et al. (2016) random-
ized 64 subjects with previous ischemic heart disease in two
groups: one of them was treated with 40 mg of simvastatin,
and another group was treated with 20mg of simvastatin
plus nutraceutical including 400 mg/day of bergamot, phy-
tosterols, artichoke and vitamin C. Both groups showed sig-
nificant reductions in lipid profile suggesting an additive
effect when adding the nutraceutical to lower doses of sim-
vastatin. Finally, in a study conducted by Toth et al. (2015),
80 patients with hypercholesterolemia received 150 mg/day
of flavonoids coming from bergamot during 180 days.
Authors described similar reductions in total cholesterol
(13.2%), LDL cholesterol (18.2%) and triglycerides (16.5%)
than those reported by Di Folco et al. (2018) and
Campolongo et al. (2016).

Three studies administered 1000 mg of bergamot as iso-
lated principle active. Two of them found statistically signifi-
cant improvement in lipid profile while one of them did
not. This study was carried out by Bruno, Pandolfo,
Crucitti, Maisano, et al. (2017) who prescribed 1000 mg/day
of BPF for 30days to 15 subjects under SGA treatment. In
contrast, Gliozzi et al. (2013) showed that subjects with
mixed hyperlipidemia receiving 1000 mg/day of BPF had
similar reductions in total cholesterol (31.3%), LDL choles-
terol (40.8%), and triglycerides (30.7%) than subjects under
treatment with 10 mg/day of rosuvastatin. They also proved
that participants treated with 1000 mg/day of BPF plus
10mg of rosuvastatin showed the same improvement in
lipid profile than subjects receiving 20 mg/day of rosuvasta-
tin. This synergistic or additive effect was also described by
Campolongo et al. who described a similar decrease in total
cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides in those partic-
ipants receiving simvastatin 20 mg plus 400 mg/day (as part
of a complex nutraceutical) than those taking simvastatin
40mg. Finally, in previously described study carried out by
Mollace et al. (2011), dyslipidemic participants taking
1000 mg/day of BPF had greater significant reductions in
LDL cholesterol than those receiving 500 mg/day
(-36.0+1.4% vs. -24.1%1.5%, respectively) or pla-
cebo group.
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Only two studies used a dose of bergamot higher than
1000 mg/day and both found a significant effect of bergamot
on lipid profile. Gliozzi et al. (2014) prescribed 1300 mg/day
of BPF to 107 patients with nonalcoholic fatty liver disease
and metabolic syndrome for 120 days. The intervention led
to significant decreases in total cholesterol (25.7%), LDL
cholesterol (37.7%) and triglycerides (31.0%). However, it is
important to point out that results of placebo group are not
included in the manuscript that may be essential to reach
definitive conclusions according to study design. Finally, 32
subjects with mixed hyperlipidemia received 1500 mg of ber-
gamot combined with hypocaloric diet (1600 kcal/day). This
study reported that the reduction of total cholesterol and
LDL cholesterol was lower in patients treated with 1000 mg
of bergamot, although it was only a statistically significant
reduction compared to the control-placebo group (Mollace
et al. 2011).

It should be noted that one of the found articles did not
explicitly indicate the bergamot dose used in the interven-
tion. This study was conducted by Izzo et al. (2017) who
recruited 41 women with breast cancer who were prescribed
with a nutraceutical composed of bergamot, phytosterol and
vitamins. Authors found significant reductions in total chol-
esterol, LDL cholesterol and triglycerides with respect to
the baseline.

Figure 2 shows the effect of bergamot on lipid profile
based on the type of component that was administered (A)
BPF or (B) any component of bergamot including BPF,
compared to placebo or diet intervention. Mean changes in
each lipid parameter for every study were used to figure out
the graphics. The figure shows a dose-dependent effect of
bergamot with higher decreasing in total cholesterol, LDL
cholesterol and triglycerides concentration when they
received higher doses of BPF or with any other form
of bergamot.

Among 12 studies included in the systematic review,
eight trials reported significant increased effect in HDL chol-
esterol concentration after receiving bergamot in any form.
The study carried out by Cai et al. (2017) did not find statis-
tically significant differences. Even though, it is important to
note that Babish et al. (2016), Bruno, Pandolfo, Crucitti,
Cacciola, et al. (2017) and Dahlberg et al. (2017) showed
light although significant decreases in HDL cholesterol con-
centration, that ranged from 1% to 6.5%.

Discussion

To our knowledge, this is the first systematic review aiming
to explore the effect of bergamot in lipid profile in humans.
We found 12 studies of which: 9 showed significant decrease
of total cholesterol, triglycerides and LDL cholesterol; 1 only
showed significant decrease in LDL cholesterol; and 2 did
not find significant change in any lipid variable. Eight trials
reported HDL cholesterol increase after intervention with
bergamot in any form, while three studies described slight
but significant decreases in HDL cholesterol concentration.
A dose-dependent effect can be deduced from the studies
but it should be confirmed with larger trials. However, it is
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essential to point out that studies had quite heterogenous
designs and scientific quality of the studies was quite lim-
ited. The first issue is crucial to reach conclusions since ber-
gamot was provided in different forms: (a) isolated
phytosterols of bergamot; (b) dry extract of whole bergamot
juice; and (c) as part of a complex nutraceutical including
other substances like phytosterols, artichoke or vitamin C.
Thus, a solidly elucidation of whether bergamot has a sig-
nificant effect on lipid profile in humans, which would be
the optimal dose, and the mechanism responsible for this
benefit, should still be clarified.

Statins are the main therapeutic approach in dyslipidemia
management due to their solidly demonstrated cholesterol
decreasing and cardiovascular protective effect (Stone et al.
2014; Baigent et al. 2005). However, some subjects show sta-
tin-intolerance especially at high doses (Rosenson et al.
2017; Serban et al. 2017). Inadequate lipid-lowering therapy
and nonadherence to statin treatment are the main causes of
failing to achieve LDL cholesterol targets (Guglielmi et al.
2017). Nutraceuticals can help to achieve lipid therapeutic
goals and reduce cardiovascular residual risk. However, data
about them are still limited. A recent position paper of
International Lipid Expert Panel established that nutraceuti-
cals could reach an LDL cholesterol reduction from <10%
to 20%, although some of them or the combinations of dif-
ferent nutraceuticals could achieve greater reductions in
LDL cholesterol(Banach et al. 2018). Our systematic review
founded 12 trials exploring the effect of bergamot effect on
lipid profile in humans; among them, 9 trials showed signifi-
cant improvement in lipid parameters. The decrease in total
cholesterol varied from 12.3% to 31.3%, from 7.63% to
40.8% in LDL cholesterol and from 11.5% to 39.5% in trigly-
cerides. These improvements are similar to those reported
when taking red yeast rice (15-25% decrease in LDL choles-
terol), phytosterols (8-12%) or berberine (15-20%), among
others (Banach et al. 2018).

A dose-response effect could be deducted from the stud-
ies we have analyzed. Overall, higher decreases in total chol-
esterol, LDL cholesterol, and triglycerides were observed
with higher bergamot doses when mean changes were calcu-
lated including the results of all trials (Figure 2). Although
we found a linear association between bergamot dose and
lipid profile improvement, there is a high variation in the
lipid profile reduction within these studies. In this way, Cai
et al. (2017) reported a decrease in LDL cholesterol of 7.63%
when taking 500 mg/day dose of bergamot, while the same
dose led to a decrease of 24.1% in the trial conducted by
Mollace et al. (2011) On the other hand, the study carried
out by Toth et al. (2015) included a low dose of 150 mg/day
of flavonoids coming from bergamot and they found a
18.2% decrease in LDL cholesterol. Based on the other trials,
a lower effect would had been expected if a linear dose-
response would had existed. It is crucial to note that partici-
pants characteristics are quite different among trials and,
most importantly, it results quite heterogeneous the way in
which bergamot was administered. This could play an essen-
tial role in the findings observed. While Cai et al. (2017)
studied the effect of a whole-bergamot extract (within a

complex nutraceutical), Mollace et al. (2011) used BPF and
Toth et al. (2015) provided isolated bergamot flavonoids.
Animal and in vitro studies suggested that polyphenols, par-
ticularly, flavonoids, such as melitidin and brutieridinin
combination with other flavonoid glycosides present in ber-
gamot, are likely to be responsible for lipid-lowering effects
of this fruit (Di Donna et al. 2014; Choe et al. 2001; Miceli
et al. 2007). Thus, it would be vital to solidly establish which
is the most effective way (in terms of lipid-lowering effect)
of bergamot supplementation in humans including either
isolation of certain flavonoids, whole polyphenols extraction
or whole bergamot juice extract. Future studies should also
focus on determining the exact dose that would reach the
maximum benefit on lipid metabolism with no side effects
and whether the effects could reach a plateau at a cer-
tain dose.

One of the main observations obtained of this systematic
review is that adding bergamot to low-doses of statins led to
a similar lipid profile improvement than could be reached
with higher doses, suggesting a synergic effect between sta-
tins and bergamot. Despite findings are promising, only two
studies included small sample number have explored this
issue. Gliozzi et al. (2013) demonstrated that adding BPF to
rosuvastatin 10 mg showed the same reduction in lipid
parameters than the improvement achieved under rosuvasta-
tin 20mg treatment. Similar results were reported by
Campolongo et al. (2016) who observed an equivalent
reduction in LDL cholesterol when adding bergamot to sim-
vastatin 20 mg with respect to those who received simvasta-
tin 40 mg. High-risk or very-high-risk patients with partial
statin intolerance (who can tolerate a dose of statin that is
less than required based on their cardiovascular risk) could
be benefited by this therapeutic option (Banach et al. 2018).
Bergamot contains flavanones (including brutieridin, meliti-
din and HMG-neoeriocitrin) which have been demonstrated
to inhibit 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-
CoA) reductase like statins (Di Donna et al. 2014). Some
authors have also proposed different mechanisms that may
concur in lipid homeostasis regulation by flavonoids. These
included the activation of situin-1, which in turns activate
adenosine  monophosphate-activated  protein  kinase
(AMPK)-o by increasing fatty acid oxidation and decreasing
VLDL synthesis through of hepatocyte nuclear factor 4
(HNF4) inhibition, sterol regulatory element-binding protein
1 (SREBP-1) regulation (Tsutsumi et al. 2014; Bruckbauer
and Zemel 2014; Chang et al. 2013; Quesada et al. 2009)
and the inhibition of the pancreatic cholesterol ester hydro-
lase and Acyl-CoA cholesterol acyltransferase, which
increase the cholesterol fecal excretion (Musolino et al.
2017). Despite this is the most probable mechanism like ber-
gamot, there are other mechanisms that have been proposed
to be responsible for lipid-lowering effects of bergamot.
Other potential mechanisms include increased gene tran-
scription and increased membrane translocation of the LDL
receptor, which could be mediated by proliferator-activated
receptors gamma (PPAR-y) activation (Farras et al. 2013;
Kumar et al. 1997). Although any study has specifically
explored the effect of bergamot alone by comparing to its



combination with other nutraceutical components, a syner-
gic effect of lipid-lowering nutraceuticals is deducted from
published research. Those studies using low doses of berma-
got together to other bioactive components have reached
similar decreases than those using higher doses of bergamot
alone. These findings point out a similar synergistic effect
than the one described with statins by influencing on differ-
ent lipid metabolic pathways.

It is essential to emphasized that quality assessment of
trials revealed important issues which limit interpretation
and conclusions that can be reached based on these trials.
Among 12 studies identified through a systematic review
process, only half of them used a randomization design and
only two trials described how the randomization process
was carried out. Most importantly, only one study took into
consideration confounding factors in analyzing study data.
Adjustment of lipid parameters change after intervention
with bergamot by body weight or dietary changes, among
others, is crucial to correct interpretation of results and
establish firm conclusions. According to the study design,
many trials carried out some statistical approaches that
could be inappropriate according to study design. Limited
methodology quality of trials is a cornerstone to establish
definitive conclusions that should be considered when inter-
preting the results.

In conclusion, this is the first systematic review aiming to
compile all studies that have explored the effect of bergamot
on lipid profile in humans. Nine of 12 founded trials
showed a significant decrease in total cholesterol, triglycer-
ides and LDL cholesterol, while one study showed a signifi-
cant decrease just in LDL cholesterol. Two trials did not
find significant change in any variable. Eight trials reported
HDL increase after intervention with bergamot in any form.
Overall, a dose-dependent effect and a potential synergistic
effect when administering with statins can be deducted from
these trials. Possible synergistic effect could be explained
because the mechanism of bergamot acts to different levels:
inhibiting the HMG-CoA reductase, the pancreatic choles-
terol ester hydrolase and Acyl-CoA cholesterol acyltransfer-
ase, which would produce lower cholesterol synthesis and
higher cholesterol fecal excretion. Promising findings give
away from an alternative therapeutic option in dyslipidemia
management with bergamot supplementation, especially in
patients with moderate hypercholesterolemia, low cardiovas-
cular risk or intolerant to traditional pharmacological treat-
ment. However, crucial issues are still remained to be
clarified before a solid recommendation on this nutraceutical
could be performed. These questions include the form in
which most efficiently bergamot should be provided (BPF,
certain flavonoids or whole bergamot juice extraction) and
the optimal dose and its safety.
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Supplemental data for this article can be accessed on the
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ARTICLE INFO SUMMARY
Article history: Background & aims: It has not been elucidated if an energy-restricted diet with high protein content
Received 19 November 2018 could induce a benefit in insulin resistance in subjects with type 2 diabetes (T2DM); and if an adipose

Accepted 7 June 2019 tissue functionality improvement could mediate this effect. We aimed to assess the effect of energy-

restricted diets with standard (18% from total calories; SP) vs high (35%) protein (HP), mainly coming
K‘?J’W"rds-' from lean animal source, composition on glucose metabolism and adipokine concentration in overweight
Diabetes and obese subjects with T2DM. HOMA-IR change was the primary outcome.

\l-/l\;gihgr?trit:sn diet Methods: Six-month weight-loss intervention including 73 subjects (43.8% men, 55.6 + 8.37 aged and
Adipokines 32.8 + 3.67 of BMI) with T2DM that were randomized to follow one of two calorie-restricted diets with
Insulin resistance the following distribution of calories: 18% (0.75 [95%Cl: 0.71—0.78] g/kg/day) protein, 52% carbohydrates
Obesity and 30% fat, or 35% (1.34 [95%CI: 1.27—1.41] g/kg/day) protein, 35% carbohydrates, and 30% fat.

Anthropometric, clinical, biochemical (involving leptin, RBP4 and adiponectin) and lifestyle assessments
were performed.
Results: Sixty-seven participants completed the study. Weight loss homogenously decreased among
diets. HOMA-IR in HP diminished 2-fold than in SP diet (P = 0.023 and P = 0.004 at 3 and 6-months
between diets). Participants following HP diet showed higher decrease in insulin, in glucose at 6-
months (P = 0.004) and in HbA1c at 3-months (P = 0.003). RBP4 and leptin significantly decreased in
both diets although no differences were found between diets. Adiponectin increased by 6.05% and 29.9%
at 3-months in SP and HP diets, respectively (P = 0.167), and 23.7% and 53.5% at 6-months in SP and HP
diets (P = 0.219). Adiponectin variation was inversely correlated with HbAlc, insulin and HOMA-IR
changes at 6-months.
Conclusions: An energy-restricted diet containing 35% of total calories coming from protein lead to a
greater improvement in glucose homeostasis, indicated by HOMA-IR and fasting plasma insulin con-
centrations, irrespective of weight loss in subjects with prediabetes or early stages of T2DM. This effect
cannot be explained by changes in plasma concentration of adipokines.
Clinical trial registration: The clinical trial has been registered in ClinicalTrials.gov (Identifier:
NCT02559479).
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components of T2DM [3]. Weight loss—induced improvements in
glucose metabolism are most likely to occur early in the natural
history of T2DM when obesity associated insulin resistance has
produced reversible B-cell dysfunction, but insulin secretory ca-
pacity remains fairly preserved [4]. In fact, studies of weight loss in
subjects with long-standing diabetes have not demonstrated long-
term clinical benefits in morbidity and mortality [5].

In recent years, energy-restricted protein-rich diets resulted in
greater weight loss than more conventional high-carbohydrate,
low-fat diets [6,7]. Beyond the weight-loss enhancing ability, it
has been demonstrated that high-protein (HP) diets improve car-
diometabolic parameters regardless of weight loss [8,9]. Individuals
on a HP diet demonstrated lower insulin resistance and triglyceride
levels than those on a diet with a standard protein (SP) content [10].
The American Diabetes Association has recently encouraged
increased protein consumption as part of a healthy lifestyle inter-
vention [11]. However, research on the ideal amount of dietary
protein to optimize glycemic control or cardiovascular risk is
inconclusive, so further research is encouraged to fully establish
dietary goals.

Evidence of the potential benefit comes from very different
studies regarding the design, percentage of proteins in diet, dura-
tion of diabetes, concomitant treatments, and their duration. A
meta-analysis including nine trials exploring HP diet's effect on
cardiometabolic parameters in subjects with T2DM, pointed out a
benefit in glycated hemoglobin (HbA1c) but glucose findings were
inconclusive [12]. Heterogeneous results could be due to differ-
ences in quantity and protein sources. Thus, the purpose of this
study was to demonstrate the effect of a energy-restricted diet with
35% of total calories coming from protein (considered as HP diet) on
glucose metabolism in subjects with early-diagnosed impaired
fasting glucose (IFG) or T2DM and overweight or obesity,
comparing to a diet with an 18% of total energy coming from pro-
tein diet (considered as SP diet). We have previously shown that a
diet with 35% of total calories from protein is well-tolerated and is
associated with a better metabolic profile than other HP diets [10].
Primary outcome of this study was HOMA-IR while secondary
outcomes included insulin, glucose and HbA1c.

Subjects and methods
Subjects

Eligible volunteers were women and men aged 18—70, with a
body mass index (BMI) ranging from 27.5 to 40 kg/m? and steady
weight (+4 Kg) in the previous 2 months. We included those sub-
jects: a) with the diagnosis of IFG or T2DM according to interna-
tional guidelines by including fasting glucose concentration over
100 mg/dL and/or HbA1c over 5.7% [13], and not taking antidiabetic
drugs; b) with the diagnosis of IGF or T2DM as previously defined
and taking a stable dose of metformin for 2 months, regardless of
glucose and/or HbA1c levels. We excluded those subjects with
HbAlc concentration over 7% at baseline. Exclusion criteria
involved: lipid-lowering drugs and/or sterols supplements, omega-
3 fatty acids, weight loss medications, kidney disease (glomerular
filtration rate < 45 mL/min), active liver disease, uncontrolled hy-
pothyroidism and any other disease or condition that could limit
the study's compliance. Volunteers were recruited by public ad-
vertisements on local television and newspapers and were invited
to an informative session where objectives, and inclusion and
exclusion criteria were explained in detail. Participants willing to
participate completed a questionnaire that included: body weight,
height, medical history, common medications and availability to
participate. Those volunteers who completed the study question-
naire and were eligible according to the inclusion and exclusion

criteria were scheduled for a pre-screening visit. Informed consent
was obtained at the pre-screening visit along with clinical and
biochemical parameters, to confirm eligibility, before proceeding to
randomization if applicable.

The study protocol was approved by the local ethical committee
institution (Comité de Etica e Investigacion Clinica de Aragén); all
procedures were in accordance with the ethical standards of that
committee. This clinical trial was registered in ClinicalTrials.gov
under identifier NCT02559479.

Study design

This study consisted of a 6-month weight-loss intervention and
was carried out between September 2015 and May 2017. Those
individuals selected at the screening visit, were randomized 1:1 to a
diet containing 18% of daily calories from protein (SP diet group) or
to a diet with 35% of daily calories from protein (HP diet group). The
two prescribed diets had the following distribution of calories: 18%
protein, 52% carbohydrates, 30% fat; and 35% protein, 35% carbo-
hydrates, 30% fat. Estimated quantity of protein that was prescribed
was 0.75 (95% CI: 0.71-0.78) g/kg/day in SP diet group and 1.34
(95% CI: 1.27—1.41) g/kg/day in HP group. A SP diet was considered
when 18% of calories coming from protein (around 0.80 g/kg/day
within an energy-restricted diet) in agreement with WHO recom-
mendations [14]. The rationale that a HP diet involved a 35% of
energy intake from protein was based on our previous findings that
revealed that this amount lead to greater cardiometabolic
improvement (including glucose homeostasis) when compared to
other HP quantity [10]. Randomization was performed by using an
online software and participants and the staff, except for the nu-
tritionists, were blinded to the type of diet individuals were
assigned. The total number of calories was calculated using the
Harris—Benedict equation by applying an activity factor (energy
expenditure for various activities established by the WHO [14])
according to personal physical activity habits and a daily 600 kcal
(2510 kJ)-deficit. In general, the prescribed energy intake was
1200—2000 kcal (5020—8370 kJ)/day. Diets included a wide variety
of foods typical of the Mediterranean diet and participants were
provided with daily menus (Supplemental Table 1). Around 80% of
total proteins came from lean animal sources like lean meat (leg
and shoulder of rasa aragonesa lamb, chicken or turkey), low-fat
dairy or fish. Dieticians performed individual consultations every
2 weeks to reinforce the intervention and to motivate weight loss. If
the subject had achieved a significant weight loss, a 100—200 kcal
further restriction was added to the prescribed diet to compensate
basal metabolic rate change. We did not prescribe diets containing
less than 1200 kcal (5020 kJ)/day since nutritional requirements
could be not reached.

Despite dietary intervention was the main target of the inter-
vention, all participants were provided with general physical-
activity advice that was in accordance with their physical status.
Patients were counseled to increase exercise in each monitoring
visit based on the training reported in each visit to promote weight
loss. Physical activity advice was quite heterogeneous due to the
different fitness conditions of subjects (i.e.: walk 1 h a day or
running 30 min three times a week).

Main study outcomes were assessed at 3-time points: baseline,
after 3 and 6 months of dietary intervention. They included
anthropometric, clinical and biochemical parameters and dietary
and exercise evaluation. Participants were asked to complete a 3-
day weighed food record before each visit to focus their dietary
intervention, to monitor dietary changes, and to check compliance
with the diet during the study. Dietary analysis was performed by
EasyDiet® (Biocentury, S.L.U, Barcelona, Spain) which is based on
Spanish food-composition tables [15]. The International Physical
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Activity Questionnaire (IPAQ) — a brief validated exercise ques-
tionnaire — was administered at baseline and after 3 and 6 months
to monitor activity changes [16].

Anthropometric and clinical parameters

Body weight was measured in subjects without shoes to the
nearest 0.1 kg with a calibrated scale (Seca 813, Seca Deutschland®,
Hamburg, Deutschland). Height was assessed to the nearest 0.1 cm
with a wall-mounted stadiometer (Seca 217, Seca Deutschland®,
Hamburg, Deutschland). BMI was calculated as weight in kilograms
divided by the square of height in meters. Waist circumference was
measured with anthropometric tape midway between the lowest
rib and the iliac crest. Body composition was assessed via bioelec-
trical impedance through the bipolar foot-to-foot technique (Tanita
TBF 410 GS, Omron Corporation®, Tokyo, Japan) [17]. Visceral fat
depots were analyzed by means of bioelectrical impedance (“Tanita
ViScan” AB-140, Omron Corporation®, Tokyo, Japan). As established
by the manufacturer, visceral measurement is expressed on a scale
of 1-35 levels and the interpretation of the results would be: a)
average (when visceral fat level ranges from 1.0 to 12.5); b) high
(when visceral level ranges from 13.0 to 17.5); c) very high (when
visceral fat level is over 18.0). Based on manufacturer's validation
studies, a level of 13.0 generally correlates to a visceral fat area of
130 cm? as measured by computerized tomography and X-ray. All
measurements were taken in accordance with the recommended
guidelines: no food or drink 3 h prior to measurements, no
exhausting exercise 12 h prior to measurements, and no alcohol or
caffeine consumption 24 h prior to measurements. Blood pressure
was measured in triplicate with a validated semiautomatic oscill-
ometer (Omron M3, Omron Cop; Hoofddorp, the Netherlands).

Biochemical parameters

Blood samples were drawn by venipuncture after 12 h fasting.
The levels of total cholesterol, triglycerides, and HDL cholesterol,
uric acid, gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and glutamic-
pyruvic transaminase (GPT) were measured in serum with stan-
dard enzymatic methods, all of them on a Beckman Coulter AU
analyser (Beckman Coulter, USA). Total cholesterol was quantified
by the esterase-oxidase-4-aminoantipyrine method. Triglycerides
were determined by the lipase-peroxidase method. HDL choles-
terol was determined by direct method (non-apoB lipoproteins).
Uric acid was quantified by the uricase method.The kinetic deter-
mination of gamma-glutamyl transpeptidase activity was
measured by the change in absorbance at 410/480 nm, according to
the methodology recommended by the International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC). The kinetic determination of glutamic
pyruvic transaminase was measured by the decrease in absorbance
due to the consumption of NADH at 340 nm, according to I[FCC. LDL
cholesterol levels were estimated with the Friedewald formula
when serum triglycerides were <400 mg/dL. The levels of non-HDL
cholesterol were calculated as the levels of total cholesterol minus
the levels of HDL cholesterol. Blood glucose levels were measured
in serum with the glucose hexokinase G-6-PDH method on a
Beckman Coulter AU analyser (Beckman Coulter, USA). Insulin
levels were determined in serum by a chemiluminescent micro-
particle immunoassay (CMIA, Abbott Architect, USA). We used
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) as
a marker for insulin resistance. HOMA-IR was estimated as fasting
glucose (mg/dL) x insulin (uWU/mL)/405. HbA1c levels were deter-
mined in plasma by high-performance liquid chromatography
(HPLC). C-reactive protein (CRP) was determined in serum by
nephelometry using IMMAGE-Immunochemistry System (Beck-
man Coulter, USA). Subjects also collected a spot urine sample in

which urea nitrogen concentrations were determined by the
urease-GLDH method on a Beckman Coulter AU analyser (Beckman
Coulter, USA). This parameter was used as surrogate marker of
protein intake to assess dietary compliance [18].

We determined leptin, adiponectin and Retinol Binding Protein
4 (RBP4) as relevant adipokines related to weight loss according to
previous studies [19,20]. Adipokine profiles were determined in
plasma using the Human Adipokine Magnetic Bead Panel 1 (Adi-
ponectin), Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 (Leptin) and
Human Kidney Injury Magnetic Bead Panel 6 (RBP4) protocols from
the MILLIPLEX® MAP Kits (Cat. #. HADK1MAG-61K, HADK2MAG-
61K, HKIGMAG-99K, Millipore) according to manufacturer's in-
structions. Analyses were performed by duplicate and plasma
sample dilutions were done according to the detection range of
each panel. Assay sensitivities were 0.013 ng/mL for RBP4, 19 pg/mL
for leptin and 11 pg/mL for adiponectin. Intra-assay precision
(mean of % CV) was <10% for RBP4, 5 for leptin and 4 for adipo-
nectin while inter-assay precision (mean of % CV) was <10% for
RBP4, 13 for leptin and 10 for adiponectin. Accuracy was 104% of
recovery in plasma samples for RBP4, 96% of recovery in plasma
samples for leptin and 89% of recovery in plasma samples for
adiponectin.

Statistical analyses

HOMA-IR was established as the main outcome and its vari-
ability was estimated as 2 units. We expected a difference of
HOMA-IR change after dietary intervention of 25% among diet
groups according to previous findings [ 10]. A total sample size of 41
subjects per group was obtained by considering 80% power (Z
unilateral = 0.842) to detect a difference between treatment groups
and a confidence interval (1 — o) of 90% (Za. unilateral = 1.645). All
subjects who completed the study were included in the data
analysis, independent of reported dietary compliance, as indicated
by food records, or weight loss according to intention-to-treat
analysis. Thus, we included all subjects who attended to 3 and 6-
month visits regardless of study intervention compliance. Contin-
uous variables are expressed as mean + SD or mean (95% confi-
dence interval) when normally distributed or as median [25th
percentile—75th percentile] or mean =+ interquartile range other-
wise. Categorical variables are reported as percentages. Differences
in continuous variables were calculated by t-test or
Mann—Whitney test, as appropriate, while categorical variables
were compared using the chi-square test. Pearson or Spearman
tests were used to analyze correlation between changes in adipo-
kines concentration and other clinical and biochemical variables.
Differences across dietary intervention within diet group were
calculated by repeated measures ANOVA or Friedman tests as
applicable. We used multiple linear regressions to evaluate the
impact of: a) the type of diet on glucose metabolism parameters
and adipokine concentration by adjusting weight loss and other
confounding factors (gender, baseline visceral fat, weight loss,
metformin use (yes/no), baseline concentrations of glucose and
HbA1c in fully-adjusted model); b) weight loss and type of diet on
the relation between adipokine and cardiometabolic changes. All
statistical analyses were performed with SPSS version 20.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) and significance was set at P < 0.05.

Results
Participants
Among 100 subjects that performed randomization visit, 80

were finally randomized to one of two reduced-calorie diets of
whom 67 completed the whole study intervention. Seven

doi.org/10.1016/j.cInu.2019.06.005

Please cite this article as: Marco-Benedi V et al., High-protein energy-restricted diets induce greater improvement in glucose homeostasis but
not in adipokines comparing to standard-protein diets in early-onset diabetic adults with overweight or obesity, Clinical Nutrition, https://




4 V. Marco-Benedi et al. / Clinical Nutrition Xxx (XXxX) XXX

participants (8.75% of all participants, 5 and 2 from SP and HP
groups respectively) withdrew from the study during the first 3
months and six subjects (7.50% of all participants, 3 from each diet
group) withdrew during the next three months. Withdrawal rea-
sons included: personal issues (N = 6), change of place of residence
(N = 1) and unknown reasons (N = 6). Subjects who withdrew from
the study did not differ from the remaining participants in terms of
any clinical characteristics at baseline according to sensitivity
analysis. The complete study flow chart is shown in Fig. 1.

Both diet groups did not differ in terms of clinical and
biochemical characteristics (P > 0.05 for all variables among diet
groups) except for visceral fat. Those subjects randomized to the HP
group had higher visceral fat level than those following the SP diet.
Distribution of gender was homogeneous (P = 0.185) by including
43 women (58.9%) and 30 men (41.1%). Participants were mostly
middle-aged (55.6 + 8.37) with a mean BMI of 32.8 kg/m?
(P = 0.288 between groups) who showed high fat mass, visceral fat
and other clinical and biochemical characteristics expected ac-
cording to inclusion and exclusion criteria. Metformin use did not
differ between groups at the beginning of the study and it was
maintained stable across the study. Baseline characteristics are
included in Table 1.

Weight loss and body composition

Mean weight loss was —6.81 + 3.82% at 3-month visit
and —8.79 + 5.15% at 6-month visit by including statistically sig-
nificant differences across the study in both diets. However, there
was not significant difference between diets. Differences in weight
loss between diets were similar than those reported in previous
studies comparing SP and HP diets. Lack of statistical significance
could be due to the small sample size that was calculated to explore
changes in glucose homeostasis not in body weight variation.
Similar trends were observed in fat-free mass and fat mass change
after dietary intervention between diet groups. Visceral fat showed
a greater decrease in subjects following HP diet comparing to those

randomized to HP diet which was especially relevant in 3-month
visit (P = 0.069). These differences remained after adjusting by
baseline visceral fat levels.

Glucose metabolism parameters

Glycemic control showed a greater improvement in subjects
consuming a HP diet which was especially remarkable in insulin,
HOMA-IR index and HbA1c (Table 2 and Supplemental Table 2). The
decrease in fasting plasma glucose concentration was markedly
greater in those subjects following HP diet than in those following
SP diet although it was just statistically significant after 6-months
of dietary intervention (weight loss adjusted-P = 0.013, Fig. 2).
Statistical significance disappeared after adjusting by metformin
treatment, gender, baseline visceral fat, baseline concentration of
glucose, baseline concentration of HbAlc, and weight loss (full
model adjustment P = 0.053). Those participants following HP diet
showed higher insulin decrease that those in SP group both at 3 and
6-months (weight loss adjusted-P = 0.014 and P = 0.007 respec-
tively). Statistical difference kept after fully-adjusted at 6-month
visit (B [95% CI]: 19.4 [6.21—32.5], P = 0.005, corrected R? = 0.38)
but disappeared at 3-month visit (P = 0.054). Participants following
HP diet had higher reduction of HOMA-IR than those following SP
diet after 3-month intervention (weight loss adjusted-P = 0.016)
and after 6-month intervention (weight loss adjusted-P = 0.001).
Fully-adjusted model showed statistical impact of diet on HOMA-IR
variation after 6 months (B [95% CI]: 21.6 [7.82—35.4], P = 0.003,
corrected R? = 0.40) but not at 3-month visit (P = 0.099). HbAlc
diminished more in those subjects following HP diet after 3-
months of weight loss intervention while statistical differences
disappeared at 6-months visit. However, statistical differences
disappeared after adjusting by body weight reduction (P = 0.051)
and in fully-adjusted model (P = 0.115). The effect of type of diet on
glucose metabolism did not significantly differ according to base-
line concentration of each parameter (glucose, HbAlc, insulin and
HOMA-IR) and the use of metformin (data not shown).

| 305 subjects attended to informative meetings |

| 143 completed eligibility questionnaire |

43 excluded by

not meeting

A 4

inclusion/

| 100 selected for screening visit |

20 excluded by not
meeting inclusion/

exclusion criteria

exclusion criteria:

| 80 selected for randomization visit |

* HbAcl < 6% or >
7%.

|

35 subjects
completed 3-months
intervention

3 individuals

withdrew from l
the study:
* 1 personal 32 subjects
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completed 6-months
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Fig. 1. Schematic representation of randomization and study course. BMI denotes body mass index and HbA1c denotes glycated hemoglobin.
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Table 1
Baseline clinical and biochemical characteristics according to diet group.®
SP diet HP diet P
n=35 n=38
Age, years 54.6 + 8.11 56.5 + 8.59 0.322
Gender (men), n (%) 12 (34.3) 20 (47.4) 0.185
Weight, kg 86.3 +11.8 914 +12.7 0.082
BMI, kg/m? 323 +3.70 332 +3.63 0.288
Waist circumference, cm 109 + 8.98 110 + 937 0.565
Fat mass, kg 326 £7.39 359 +9.32 0.097
Fat free mass, kg 51.2 +15.7 53.0 + 15.2 0.415
Visceral fat, level 12.2 + 349 149 + 5.23 0.019
Systolic blood pressure, mmHg 134 +13.9 134 + 145 0.984
Diastolic blood pressure, mmHg 82.9 + 6.97 86.9 + 9.86 0.069
Metformin, n (%) 12 (36.4) 13 (35.1) 0.915
Total cholesterol, mg/dL 215 + 388 224 + 474 0.382
HDL cholesterol, mg/dL 50.7 + 9.81 543 + 119 0.168
Triglycerides, mg/dL 184 + 88 164 + 108 0.899
LDL cholesterol, mg/dL 132 + 294 136 + 37.9 0.635
Apolipoprotein B, mg/dL 115 £ 28.9 124 + 38.6 0.261
Glucose, mg/dL 113 + 18.0 116 + 17.1 0.409
Insulin, pUI/mL 149 + 11 15.6 + 10 0.851
HOMA-IR 4.37 + 347 4.52 +2.82 0.622
HbA1c, % 6.11 + 1.00 6.38 + 1.00 0319
GGT, U/L 41.9 + 33.0 44.0 + 36.0 0.592
ALT, U/L 299 +18.0 325+ 18.0 0.404
Uric acid, mg/dL 6.05 + 1.43 6.07 + 1.22 0.956
Blood urea, mg/dL 379 + 16.0 357 +13.0 0.436
Urine urea, g/L 24.0 +20.9 17.3 +9.08 0.105
Urine albumin-to-creatinine ratio, mg/g creatinine 6.53 (4.46—8.60) 6.10 (4.92—-12.3) 0.070
Glomerular filtration rate, mL/min/1.73 m? 92.0 + 15.6 93.2 + 183 0.773
CRP, g/L 4.04 + 3.00 5.75 + 5.00 0.962
RBP4, mg/L 259+ 794 25.6 +10.1 0.885
Adiponectin, pg/uL 13,094 + 7,086 13,059 + 9,198 0.554
Leptin, pg/uL 23.1+21.1 27.8 +248 0.404
Physical activity level, METs/min 712 + 1040 1112 + 1856 0.046

2 Values are mean + SD or median (25th percentile—75th percentile) as applicable. ALT, alanine aminotransferase; BMI; Body mass index; CRP; C-reactive protein; GGT,
gamma glutamil transferase; HbA1lc, glycated hemoglobin; HOMA-IR, Homeostasis model assessment of insulin resistance; HP, High protein; RBP4, Retinol Binding Protein 4;
SP, Standard protein. All biochemical variables refer to fasting serum concentrations except for adipokines, which were determined in plasma, and those specifically indicated

that were measured in urine.

b p refers to differences calculated by t-test, U-Mann—Whitney or chi-squared test, as appropiate.

In a sensitive analysis, we assessed by multiple regression
analysis the effect of total protein consumption reported by
participants (mean across intervention) on glucose metabolism
parameters in weight loss and fully-adjusted models. We found
that total protein consumption (mean of protein reported along
the study, expressed as g/day) directly and significantly influ-
enced HOMA-IR variation both at 3 and 6-months (P = 0.036
and P = 0.019, respectively, in the fully adjusted model) and
insulin variation both at 3 and 6-months (P = 0.029 and
P = 0.017, respectively, in the fully adjusted model). We did not
observe significant association of carbohydrates consumption
along the study and variation in any parameter of glucose
homeostasis.

Other cardiometabolic parameters

The lipid profile homogenously improved in both diet condi-
tions, mainly due to an improvement in the triglyceride levels.
Subjects consuming HP diet showed a higher decrease in apolipo-
protein B concentration after 3-months of weight loss intervention
(P = 0.047 after adjusting by weight loss). CRP and liver enzymes
significantly decreased in both diets although we did not find sta-
tistical differences between diets.

Systolic and diastolic blood pressure significantly decreased
across intervention only in subjects in HP diet, although we just
observed statistical differences between diets for diastolic blood
pressure at 3-months assessment (P = 0.049 after adjusting by
weight loss).

Adipokine concentration

RBP4 significantly decreased after dietary intervention both in
SP and HP groups although no significant differences between diet
groups were found (Table 3). Adiponectin increased more than
double in HP group with respect to SP group although no statisti-
cally significant differences were denoted between diets. We
neither found statistical differences after adjusting by weight loss.
Leptin homogeneously decreased in both diets (P < 0.001 in both
diet groups across intervention).

Leptin reduction showed the highest correlation with weight
loss (r = 0.59 and r = 0.76 at 3 and 6-months) (Supplemental
Table 3). Adiponectin inversely and moderately correlated with
weight loss, while RBP4 only positively correlated with body
weight change after 6-months of dietary intervention. Quite similar
results were observed for body composition change correlation
with adipokine concentrations change. Correlations between adi-
pokines concentration and cardiometabolic and other biochemical
parameters (although some of them did not significantly change
across the study) are also shown in Supplemental Table 3. Adipo-
nectin change inversely correlated with glucose, HbAlc and
HOMA-IR changes while leptin reduction directly correlated with
all glucose metabolism parameter reductions. RBP4 reduction
directly correlated with total cholesterol and LDL cholesterol
changes. Adiponectin concentration change was directly correlated
with HDL cholesterol and CRP after 6-months of intervention
although it was not observed at 3-month visit. Leptin was positively
associated to triglycerides, apolipoprotein B, GGT and CRP changes

doi.org/10.1016/j.cInu.2019.06.005
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Table 2
Changes in clinical and biochemical characteristics after 3 and 6 months of dietary intervention according to diet group.®
SP diet HP diet P P
% Change from % Change from P-trend across % Change from % Change from P-trend across A% SPvs HP(dlets A% SP vs HPddIEtS
A . A . A . . . . b at 3 months at 6 months

randomization to randomization to dietary randomization to randomization to dietary intervention

3 months n = 35 6 months n = 32 intervention” 3 months n = 38 6 months n = 35
Weight —6.48 +3.93 —8.36 + 5.03 <0.001 —7.12 +3.75 —9.20 + 5.31 <0.001 0.485 0.519
BMI —6.14 + 4.36 —7.95 +532 <0.001 —7.08 +3.77 —-9.15 +5.32 <0.001 0.327 0.362
Waist circumference —4.96 + 3.98 —7.06 + 5.58 <0.001 —4.95 + 4.72 —6.28 £ 5.28 <0.001 0.996 0.581
Fat mass —-10.1 £ 135 —-13.4 £ 283 0.010 —14.5 + 142 —-16.9 + 18.9 <0.001 0.217 0.559
Fat free mass —3.11 £ 3.58 —3.92 + 482 <0.001 —3.37 + 3.69 —2.90 + 4.07 <0.001 0.788 0.383
Visceral fat -8.71 £ 125 -11.1 £ 211 <0.001 -12.5 + 10.6 -125 + 136 <0.001 0.069 0.885
Systolic blood pressure —-295+113 —422 + 116 0.099 —4.94 + 10.2 —5.71 £ 9.06 0.005 0.380 0.597
Diastolic blood pressure —-1.64+11.6 —2.54 + 121 0.488 —7.57 + 10.6 —6.62 + 10.5 <0.001 0.043 0.187
Total cholesterol —4.32 +10.6 —-1.23 + 148 0.010 -7.39 + 10.6 —-3.35+10.8 <0.001 0.227 0.488
HDL cholesterol -130+ 119 423 + 144 0.066 —-1.20 £ 11.0 3.89 + 14.1 0.104 0.971 0.924
Triglycerides —18.9 +37.1 —15.0 + 42.7 0.001 —21.8 +26.3 —19.0 + 30.0 0.001 0.705 0.668
LDL cholesterol 0.56 + 13.6 2.68 + 209 0.927 —-431 + 111 —0.84 + 15.2 0.081 0.123 0.462
Apolipoprotein B —6.56 + 15.3 —13.6 £ 26.3 <0.001 -142 £ 12.2 —-13.8 +133 <0.001 0.025 0.966
Glucose —6.45 + 12.6 -1.24 +19.8 0.021 -10.6 + 12.0 -129+11.0 <0.001 0.159 0.004
Insulin —234+27.7 —20.6 + 34.6 <0.001 —37.7+213 —41.7 + 18.1 <0.001 0.021 0.004
HOMA-IR —27.1 £31.9 —20.5+43.8 <0.001 —43.5 + 248 —49.5 + 16.9 <0.001 0.023 0.001
HbA1lc —3.20 + 5.86 —4.88 + 5.60 <0.001 —5.50 + 6.02 —6.25 + 8.46 <0.001 0.003 0.235
GGT —13.1+42.2 —14.5 + 448 <0.001 —229+ 221 —18.7 +29.9 <0.001 0.220 0.658
ALT —12.3 +38.8 —15.0 + 38.1 0.001 -225+276 —-21.6 £ 315 <0.001 0.203 0.443
Uric acid —2.01 £12.0 —4.47 £17.0 0.015 —4.02 + 104 —6.07 + 10.9 0.001 0.453 0.651
Blood urea 0.04 + 15.1 4.67 +23.0 0.631 14.8 + 27.6 17.9 + 247 <0.001 0.007 0.029
Urine urea —25.7 +90.7 —-12.3 +61.8 0.496 6.09 + 93.0 14.6 + 63.5 0.714 0.294 0.147
Urine albumin-to-creatinine —28.2+93.1 —7.74 £ 674 0.056 —42.3 + 84.2 -17.5+954 0.120 0.510 0.993

ratio creatinine

Glomerular filtration rate 4.83 +7.58 323 +105 0.051 1.52 + 153 098 + 125 0.891 0.279 0.448
CRP —20.8 +50.3 —43.5 + 88.8 0.004 —15.0 + 34.1 —28.6 +40.7 <0.001 0.348 0.304
Physical activity level 404 + 127 77.3 + 191 0.001 14.1 + 103 40.0 + 152 0.010 0.636 0.383

¢ Values are mean + SD or median + interquartile range as applicable. ALT, alanine aminotransferase; CRP; C-reactive protein; GGT, gamma glutamil transferase HbA1c, glycated hemoglobin; HOMA-IR, Homeostasis model
assessment of insulin resistance; HP, High protein; SP, Standard protein. All biochemical variables refer to fasting serum concentrations except for those specifically indicated that were measured in urine.

b p refers to differences across dietary intervention within diet group what was calculated by repeated measures ANOVA or Friedman tests as applicable.

¢ P refers to differences (% change with respect to baseline) between diet groups what was calculated by t-test or U-Mann—Whitney test as applicable.

d P refers to differences (% change with respect to baseline) between diet groups what was calculated by t-test or U-Mann—Whitney test as applicable.
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Fig. 2. Change in glucose metabolism parameters after 3 and 6 months of dietary intervention according to type of diet. Change in A) glucose; B) HbAlc; C) HOMA-IR; D) insulin concentration after 3 and 6 months of dietary
intervention according to type of diet. HP, High protein; SP, Standard protein. *P < 0.05 in weight-loss adjusted model comparing both diets at that visit and **P < 0.05 in weight-loss adjusted model and in fully adjusted model (weight
loss, baseline visceral fat, metformin treatment (yes/no) and baseline concentrations of glucose and HbA1c) comparing both diets at that visit.

XXX (XXXX) XXX UOLLINN |DI1UYD / ‘D 39 1paudg-02DAl ‘A



Table 3

Plasma adipokines concentration change after 3 and 6 months of dietary intervention according to diet group.”

HP diet

SP diet

6 months
n=235

3 months
n =38

6 months

3 months
n=35

32
Mean (CI)

P-trend across

pe

Mean (CI)

Pe

Mean (CI)

P-trend across

Mean (CI)

dietary intervention”

0.024

dietary intervention”

0.031

0.75 (~9.10, 10.6)

~8.89 (~16.8, 0.35)

~3.06 (—14.7, 8.56)

~832(-17.0,035)

Average change
from baseline
Dif. vs SP

Dif. vs SP

RBP4

0.591

0.591

0.521

~3.40 (13.9, 7.12)
~3.20 (13.8, 7.44)

Ref.
Ref.

Ref.

Model 1: raw

0.285

0.285

0.550

Ref.

Model 2: adjusted
for weight loss

<0.001

53.5(19.1, 88.0)

29.9 (0.07, 58.1)

6.05 (—4.01, 16.1) 23.7 (10.6, 36.7) <0.001

Average change
from baseline
Dif. vs SP

Dif. vs SP

Adiponectin

0.114
0.184

0.114
0.184

0.167
0.219

19.8 (—8.50, 48.0)
17.5 (~10.6, 45.6)

Ref.
Ref.

Ref.

Model 1: raw

Ref.

Model 2: adjusted
for weight loss

<0.001

_33.1 (-43.5, —22.6)

_36.0 (—45.3, —26.8)

<0.001

335 (—42.7, —243)

_37.6 (—45.6, —29.6)

Average change
from baseline
Dif. vs SP

Dif. vs SP

Leptin

V. Marco-Benedi et al. / Clinical Nutrition Xxx (XXxX) XXX

0.927
0.136

0.872 0927

0.99 (112, 13.2)
419 (=551, 13.9)

Ref.
Ref.

Ref.

Model 1: raw

0.136

0.392

Ref.

Model 2: adjusted
for weight loss

2 Values are percentage with respect to baseline and are expressed as means (95% confidence interval). Dif. denotes difference and refers to the difference HP vs SP. HP, High protein; RBP4, Retinol Binding Protein 4; SP,

Standard protein.

b p refers to significance of adipokine change across intervention within dietary group. It is calculated by repeated measures ANOVA or Friedman tests as appropriate.

¢ P refers to significance of adipokine change comparing to SP diet which was calculated by multiple linear regression.

although these relationships disappeared after adjusting by weight
loss. Linear regression models showed that: a) all these significant
associations disappeared after adjusting by weight loss except for
the relation between adiponectin with HbA1c changes; b) the type
of diet did not show any significant impact on the association be-
tween adipokine and cardiometabolic changes.

Study intervention adherence

Urine urea concentration decreased during intervention in SP
diet while it increased in those subjects randomized to HP diet
(Table 2). We calculated a urine urea/weight (kg) ratio to normalize
this variable for body weight. A decrease in the urine urea/body
weight ratio (—23.6 + 104% and —6.99 + 66.7% after 3 and 6-months
respectively) was observed in SP group while it increased
(10.2 +£99.6% and 33.3 + 71.9% after 3 and 6-months respectively) in
HP group (P = 0.327 and P = 0.090 comparing SP and HP diets at 3
and 6-month visits). Blood urea increased more across intervention
in subjects in HP group (P = 0.007 and P = 0.029 at 3 and 6-
months). These data showed a quite different consumption of
protein in both groups by suggesting a correct adherence to pre-
scribed diets.

Physical activity significantly increased during intervention in
both diet groups. Exercise homogenously increased across the
study without showing statistically significance between groups.

Discussion

The main finding of this study is that an energy-restricted diet
containing 35% of total calories coming from protein, mainly from
animal source, leads to a greater glucose metabolism improvement,
especially observed in HOMA-IR, irrespective of weight loss in
subjects with prediabetes or early stages or T2DM comparing to a
diet with an 18% of total energy from protein energy-restricted diet.
Adipokine concentration significantly and homogeneously
decreased after dietary intervention in both diets, so the effect of
the energy-restricted HP diet probably cannot be explained by
changes in the adipose tissue functionality.

The results of our study are in agreement with a meta-analysis
aimed to explore the effect of a HP diet (25—32% of total calories
coming from protein) or a SP diet (15—20% of total calories coming
from protein) on glucose and HbA1c in subjects with T2DM [12].
Results showed that HP diets resulted in more HbAlc decrease
(—0.52%; 95% CI: —0.90, —0.14) although they did not find statistical
significance in fasting blood glucose levels. We also observed
higher HbAlc concentration decreases in those participants
following HP diet (—6.25% vs —4.88% in HP and SP diets respec-
tively) although we neither found statistical differences between
diets after weight loss adjustment. Our results did show a glucose
reduction enhance-ability of a HP diet compared to an SP diet even
after adjusting by weight loss. Some important factors differ our
study from previous studies included in the meta-analysis which
could determine our findings. First, HP diet in our study involved a
35%-energy coming from protein while HP diets included in pre-
vious studies were up to 32% of total calories coming from protein.
Higher protein consumption could lead to superior effects since a
dose-dependent metabolic effect of proteins has previously been
described [6,21,22]. Second, the majority of the studies included in
the meta-analysis had a short duration which could be insufficient
to detect significant differences in glucose metabolism outcomes.
Third, participants from our study had prediabetes or new-onset
diabetes, which are early stages of T2DM with certain insulin
secretory capacity preservation. It has been established that those
patients with short duration of T2DM may benefit from more
aggressive targets and better glycemic control lead to higher rates
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of diabetes remission and/or lower risk of recidivism within these
subjects. Several studies have demonstrated that weight loss im-
proves cardiometabolic parameters especially in early stages of the
disease [5]. Our findings confirm that HP diets lead to significant
benefit on glucose metabolism in prediabetic and early diagnosed
T2DM subjects who would benefit from a high intensity target.
However, further research is needed to confirm it glycemic control
enhance ability of HP diets would also be observed in subjects with
T2DM of long duration.

The mechanism responsible for glucose metabolism-induced
improvements of HP diets is not yet known. Our findings show
that a HP diet lead to the largest reductions in HOMA-IR and insulin
concentrations by pointing out the improvement in insulin resis-
tance as a key factor in physiological effects of protein intake. Few
other small-sample studies have explored the effect of energy-
restricted HP diets on these outcomes in T2DM with divergent re-
sults [23—26]. Gannon et al. compared the effect of a HP diet (30% of
total calories coming from protein) with a SP diet (15% of total
calories coming from protein) for 5 weeks [23]. Authors observed
significant differences between both diets in HbA1c concentrations
but not in HOMA-IR. However, another study found a 75%-insulin
sensitivity improvement in 10 obese subjects with TD2M following
a 14-day diet with a low percentage of carbohydrates but HP con-
tent [24]. Other studies carried out in non-diabetic subjects also
reported opposing findings on the effect of HP diets on insulin and
HOMA-IR [7,10,27].

Elucidating the mechanisms mediating insulin resistance
improvement deserves special attention. Many studies have
focused on the effect of HP diets on incretins secretion, like GLP-1
or GIP, which have an important impact in glucose metabolism
regulation and satiety [28]. Recently, some studies have proposed
reductions of pro-inflammatory adipokine concentrations while
increments in anti-inflammatory adipokine concentrations after
weight loss through HP diets [ 19]. Thus, HP content diets could lead
to an adipose tissue functionality improvement, which may
mediate the cardiometabolic profile improvement. Our study is the
first one to compare the effect of different protein content in an
energy-restricted diet on adipokine concentration in subjects with
IFG or T2DM. The results showed that both HP and SP diets
homogenously improved adipokine concentration which was
directly related to weight loss. Despite we found no statistically
significant differences between diets, we observed a tendency in
adiponectin variation after weight loss since those subjects
consuming the HP diet had more than double increase in adipo-
nectin concentration than those randomized to SP diet. Adipo-
nectin exhibits anti-atherogenic, insulin-sensitizing and anti-
inflammatory properties [29,30]. Some authors have described an
increase in its concentration after weight loss in non-diabetic
subjects while others have not found any significant change [19].
Our data do not support adipokine profile change as the key
mechanism mediating glucose metabolism-enhance ability of HP
diets. However, further research is needed to confirm adiponectin
findings and other less common adipokines by taking other
possible confounder factors like study duration or protein sources.

Total calories of a diet directly impact the absolute protein
amount of protein that is consumed [31]. Thus, a 35%-protein
within a 1800 kcal (7530 K]) diet involves 158 g of protein per day
while the same diet would imply 105 g of protein per day in a
1200 kcal (5020 kJ) diet. Thus, it is essential to state the absolute
protein quantity regardless of calorie content of diet and protein
sources determining its quality. Protein source could also play an
essential role in its physiological effect. When consumed in excess
of postprandial protein synthesis, amino acids can readily be used
as substrate for oxidation [31]. If protein oxidation provides more

ATP than the liver could use, amino acids could lead to hepatic
gluconeogenesis or they can be converted into ketone bodies
through ketogenesis. Threonine or isoleucine can be converted into
either glucose or ketone bodies, whereas lysine and leucine are
strictly ketogenic and therefore not used as a substrate for gluco-
neogenesis. Thus, differential impact on glucose metabolism of
different protein foods is clear. Few studies have described the
differential effect of vegetal and animal proteins in metabolic effect
of proteins and it has not been previously explored in subjects with
IFG or T2DM [32,33]. Prescribed diets in our study include >150 g/
day of protein coming mainly from animal sources which could be a
key element in the insulin resistance improvement we found in
those subjects consuming the HP diet.

Considering that the diets of this trial had the same amount of
fat and they just differed in protein and carbohydrates, the impact
of each macronutrient in the results deserves special attention. If
the low content in carbohydrate in the diet has a role in the car-
diometabolic beneficial effect within HP diets cannot be discarded.
However, the studies exploring the potential benefits of low-
carbohydrate diets on glucose metabolism in absence of HP do
not shown consistent results [34,35], in contrast with HP trials
[7,9,12]. Furthermore, in our study the protein content in the diet
was an independent factor associated to insulin resistance
improvement but carbohydrate content was not. Further long-term
studies exploring the independent effect of each macronutrient
should be carried out to elucidate this issue.

Our study has some limitations worth mentioning. The mid-
term intervention design could have influenced findings,
although most interventional studies that have explored the ef-
fect of HP diets on glucose metabolism in diabetic subjects have a
shorter time frame. The relatively small sample size could have
limited the significance of the effect of HP in some outcomes. We
have not assessed incretins and other glucose-related metabolites
which are also proposed as potential mediators for glucose
metabolism improvement effect of protein consumption. We have
studied a limited number of adipokines, though we selected those
accumulating more evidence on glucose metabolism. Diet
compliance and physical activity were assessed by self-reported
questionnaires which is a limitation. We assessed urine nitrogen
in a spot sample which is established as a good surrogate
biomarker of protein consumption [18]; however, the determi-
nation of 24 h urinary nitrogen would have provided a more
reliable measurement of protein intake and patient's nitrogen
balance. Accelerometry would have also provided a more accurate
physical activity assessment. It is also difficult to discern if our
findings could be entirely due to high protein consumption or
lower carbohydrates intake which is inherent due to the stable fat
content. Finally, to analyze the total years of prediabetes or T2DM
duration would have been useful to explore if this factor, deter-
mining the pancreatic insulin reserve, could directly impact the
effect of HP diets effect on glucose metabolism, as previously
stated.

In conclusion, an energy-restricted diet containing 35% of total
calories coming from protein (mean of 1.34 g/kg/day), mainly from
animal source, and low in carbohydrates, leads to a greater glucose
metabolism improvement, especially observed in HOMA-IR, irre-
spective of weight loss in subjects with IFG or early stages of T2DM
comparing to a diet with an 18% of total energy from protein (mean
of 0.75 g/kg/day) energy-restricted diet. This effect was not
explained by changes in plasma concentrations of adipokines.
Further research is crucial to confirm the mechanisms responsible
for the beneficial effect of HP diets on glucose metabolism by
elucidating the role of protein source and the exact and absolute
protein amount leading to this improvement.

doi.org/10.1016/j.cInu.2019.06.005
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Abstract

A low prevalence of type 2 diabetes mellitus has been reported in familial hypercholesterolaemia. Whether a healthier
lifestyle could explain it has not been explored. This cross-sectional study determines the prevalence of lifestyle-related
cardiovascular risk factors in heterozygous familial hypercholesterolaemia (HeFH) from the Dyslipidaemia Registry of the
Spanish Atherosclerosis Society and in the ENRICA study, a representative sample of the adult Spanish general popu-
lation, weighted to match the age and sex distribution of the HeFH sample. A total of 2185 HeFH patients and | 1,856
individuals from ENRICA were included. HeFH had lower body mass index and fewer of them were smokers than in the
reference population. A model adjusted for age, sex and body mass index showed that HeFH more frequently had
cardiovascular disease (odds ratio (OR) 23.98; 95% confidence interval (Cl) 18.40-31.23) and hypertension (OR 1.20;
95% Cl 1.07—1.35), and took anti-hypertensive medication (OR 1.36; 95% CI 1.18—1.56) and anti-diabetic medication (OR
1.25; 95% CI 1.00-1.56), but less frequently were smokers (OR 0.79; 95% Cl 0.71-0.89). In a HeFH subsample (n =513)
with complete blood glucose information, those patients without cardiovascular disease showed lower prevalence of
smoking and type 2 diabetes mellitus, lower body mass index and glucose, and higher diastolic blood pressure than the
Spanish population. The differences in type 2 diabetes mellitus were justified mostly by the difference in body mass index.
Body mass index adjustment also showed higher prevalence of hypertension and use of anti-hypertensive drugs in HeFH.
In summary, HeFH patients had lower body mass index, which may contribute to explaining the lower prevalence of
diabetes, and lower current smoking but higher hypertension.
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Introduction

Familial hypercholesterolaemia is one of the most
common genetic diseases worldwide.! The estimated
prevalence of heterozygous familial hypercholesterol-
aemia (HeFH) is one in every 200-250 persons™> and it
is even higher in areas with some genetic isolation.*
Familial hypercholesterolaemia patients are characterized
by very high plasma concentration of low-density lipopro-
tein (LDL) cholesterol with autosomal co-dominant pat-
tern of transmission, tendon xanthomas and high risk of
premature coronary heart disease (CHD).> Most cases of
familial hypercholesterolacmia are caused by mutations in
the genes encoding for the LDL particle receptor
(LDLR).® apolipoprotein B (4POB),” proprotein conver-
tase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9)® and apolipoprotein
E (APOE). Untreated individuals have a markedly ele-
vated long-term CHD risk, with hazard ratios up to 5.0
with respect to the general population and 100-fold
increase in early CHD mortality in young adults.'®!"!

Several recent studies have found that patients with
HeFH might be less prone to developing type 2 diabetes
mellitus  (T2DM).'*'* This protection is puzzling
because these patients are frequently treated with high
doses of potent statins for long periods, and it is well
established that hydroxy-methyl-glutaryl-CoA reduc-
tase (HMGCR) inhibition increases the risk of
T2DM."? Several observational studies'*'* and a
large meta-analysis of statin trials showed that statins
increase the risk for new onset T2DM by 9-12% with a
dose-dependent effect, supporting a causal relation-
ship.'® The mechanism of this apparent protection of
HeFH for the development of T2DM is unknown. It
has been hypothesized that a reduction of cholesterol
uptake by pancreatic  cells in HeFH may improve
insulin secretion.'!!”

T2DM is the result of complex interactions between
genetic and environmental factors. The genetic compo-
nent is very polygenic in most cases, and attributable to
modest deleterious effects of common regulatory gene
variants present in the general population.'® However,
the genes causing familial hypercholesterolaemia have
not been found associated with T2DM, neither in the
genome-wide association studies!” nor in exome
sequencing of T2DM populations.?® These data suggest
that T2DM protection is not related with the primary
defect of familial hypercholesterolaemia.?!

On the contrary, some reports suggest that certain
cardiovascular disease (CVD) risk factors could be
diminished in the HeFH population, especially those
related to healthy behaviours'*'? such as diet and phys-
ical activity. Maintaining a healthy lifestyle throughout
young adulthood is strongly associated with a low car-
diometabolic risk later in life.>>* It is plausible that the
low prevalence of T2DM in patients with HeFH could
be related to a healthy lifestyle early in life, which can

modulate the risk of T2DM. Hence, the aim of this
study is to assess the frequency of some behaviour-
dependent CVD risk factors in patients with HeFH
and compare it against the general population.

Methods
Aim, design and participants

This observational, multicentre, national study in Spain
was designed to determine the prevalence of lifestyle-
related cardiovascular risk factors in patients with
HeFH and to compare it against that observed in the
general population. Data on HeFH patients and gen-
eral population information were obtained from the
Dyslipidaemia Registry of the Spanish Atherosclerosis
Society (SEA)** and the ENRICA study,? respectively.
The Dyslipidaemia Registry of the SEA is an active
online registry, where 65 certified lipid clinics across
all regions of Spain report cases of various types of
primary hyperlipidaemias.”* Anonymous clinical data
collection in this registry was approved by a central
ethics committee (Comité FEtico de Investigacion
Clinica de Aragdn) and participants gave their
informed written consent. The ENRICA study was
conducted between June 2008 and October 2010 on a
representative sample of the Spanish population aged
18 years and older. The information was collected by
trained personnel in participants’ homes in three
sequential stages: i) computer-assisted telephone inter-
view, ii) first home visit to obtain biological samples
(blood and urine), and iii) second home visit to measure
anthropometric variables and blood pressure as well as
to take a dietary history. The ENRICA protocol was
approved by the Clinical Research Ethics Committees
of the ‘La Paz’ University Hospital in Madrid and the
Hospital ‘Clinic’ in Barcelona; all study participants
gave informed written consent.

Subjects in both studies were eligible for inclusion in
this analysis if they were 18 years of age or older and, in
the case of the Dyslipidaemia Registry cohort, if they
had a clinical or genetic diagnosis of HeFH. Clinical
diagnosis was based on the diagnostic criteria proposed
by the Dutch Lipid Clinics Network: 6-8 points (prob-
able) and >8 points (definitive).! Genetic diagnosis was
based on tested carrier status of a known pathogenic
mutation for familial hypercholesterolaemia (78.1% of
HeFH cohort). Homozygous familial hypercholesterol-
aemia were not included in this study.

Study variables

Arterial hypertension was defined as having systolic
blood pressure >140 mmHg or diastolic blood pressure
>90mmHg, or self-reported use of antihypertensive
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medication. Blood pressure was measured three con-
secutive times using automatic oscillometric sphygmo-
manometers with the participant sitting after a 5-min
rest. Body mass index (BMI) was calculated as weight
in kilograms divided by the square of height in metres.
Diabetes was defined as fasting plasma glucose
>126mg/dl or self-reported treatment with anti-
diabetic medication. Glucose was not available in all
subjects in the Dyslipidaemia Registry and diabetes
was considered based on the physician diagnosis
encoded in the registry. However, a subgroup analysis
with the aforementioned strict definition was performed
(see below). Smoking was defined as smoking at present
(current smoker) or having ever smoked. Former
smoker was defined as a subject having smoked for at
least one year in his lifetime but being a non-smoker in
the last year.

Subgroup analysis

In the Dyslipidaemia Registry of the SEA the informa-
tion about current blood glucose, although it is present
in most cases, is not mandatory, in contrast to infor-
mation on the diagnosis of T2DM and anti-diabetic
medication use. To avoid any selection bias, we selected
a subgroup of HeFH cases from those lipid clinics in
which 100% of HeFH cases had full information of
current blood glucose.

Statistical analysis

Summaries of risk factors, continuous and categorical
variables, were calculated as mean (standard deviation)
and percentage, respectively. Estimations with 95% con-
fidence intervals (Cls) were calculated using Student’s ¢
and binomial distributions or its normal approximation,
as appropriate. Sex and age strata were created in both
studies and weights were created for the ENRICA study
so that the sample would have the same age and sex
composition as HeFH patients in the Dyslipidaemia
Registry, that is, ENRICA estimations would provide
summary values for the registry sample should they
have been members of the general population instead
of HeFH patients. This approach dealt with the sparse
and irregular demographics distribution of the registry
sample and avoided assumptions implied when adjusting
through the use of linear models, like those on linearity
of the association of risk factors with age and those on
absence of sex interactions.

Differences between the registry and ENRICA sam-
ples were tested with weighted Student’s ¢ and Chi
squared tests. Plots of sex and 5-years-of-age strata
provided detailed information on which patients were
most different. Linear models were used to analyse the
differences, adjusting for pre-hypothesized variables

that could justify environmental influences on the dif-
ferences observed, such as BMI, and preventive drugs.
Given that some of these variables are associated with
demographics, conditioning on them reintroduces an
artificial confounding association in spite of weighting,
which was resolved including age and sex in the
adjusted regression models. We also performed strati-
fied analyses by lipid-lowering drug use, genetic results
and CVD.

Analyses were performed with the statistical soft-
ware R version 3.4.4.

Results

A total of 2185 subjects with HeFH from the
Dyslipidaemia Registry and 11,856 subjects as reference
population from the ENRICA were selected according
to inclusion criteria. In a first analysis where the
ENRICA population was weighted to match age and
sex distribution of the familial hypercholesterolaemia
sample, HeFH patients had lower levels of systolic
blood pressure, lower BMI and fewer of them were
current smokers and ever smokers than the reference
population (Table 1). The prevalence of CVD was
much higher in HeFH than in the general population
(15.1% vs. 0.9%). Antihypertensive medication was
more frequently taken by HeFH subjects than the ref-
erence population (20.0% vs. 17.7%) in spite of similar
prevalence of hypertension in both cohorts. There were
not any differences in the prevalence of T2DM or in the
consumption of anti-diabetic drugs (Table 1).

After adjusting for age, sex and BMI, HeFH
patients more frequently had CHD (OR 23.98; 95%
CI 18.40 to 31.23) and hypertension (OR 1.20; 95%
CI 1.07 to 1.35) and took anti-hypertensive medica-
tion (OR 1.36; 95% CI 1.18 to 1.56) and anti-diabetic
medication (OR 1.25; 95% CI 1.00 to 1.56), but less
frequently were current smokers (OR 0.79; 95% CI
0.71 to 0.89) (Table 2).

The differences in CVD risk factors were compared
by age and sex strata (Figure 1). For any stratum of
age, in both men and women, the HeFH subjects had
lower BMI, higher CVD prevalence and lower tobacco
consumption (except in the case of women in the
decade of 60 to 70 years) than the general population.
Regarding anti-hypertensive medication, the differences
in consumption increase as the age increases in men and
women, just as happens with anti-diabetic medication.

Subsequently, we performed a sub-analysis with
identical methodology, selecting 513 HeFH subjects
from lipid clinics where 100% of HeFH subjects had
information on blood glucose, as described in Methods,
and 11,856 subjects of the reference population.
The existing differences were very similar to those in
the first analysis (Tables 3 and 4).
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Table 1. Clinical characteristics of heterozygous familial hypercholesterolaemia and ENRICA populations

matched for age and sex.

ENRICA FH registry
Mean/% Mean/%
(95% Cl) (95% Cl) p

N 11,856 2182

Age, years 49.2 49.1 0.939
(48.9, 49.4) (48.5, 49.7)

Women, % 525 52.5 1.000
(51.5, 53.4) (50.4, 54.6)

Systolic blood pressure, mmHg 128.8 127.4 <0.001
(128.5, 129.2) (126.7, 128.1)

Diastolic blood pressure, mmHg 76.8 77.3 0.093
(76.7, 77.0) (76.8, 77.7)

Body mass index, kg/m? 27.1 26.3 <0.001
(27.0, 27.2) (26.1, 26.4)

Waist circumference, cm 91.8 89.6 <0.001
(91.5, 92.0) (89.0, 90.2)

LDL-c, mg/dl 125.7 265.9 <0.001
(125.1, 126.3) (262.8, 268.9)

HDL-c, mg/dl 534 55.0 <0.001
(53.1, 53.7) (54.3, 55.6)

Current smoking, % 26.6 22.8 <0.001
(25.8, 27.5) (21.1, 24.6)

Ever smoking, % 52.8 46.7 <0.001
(51.8, 53.8) (44.6, 48.8)

Former smoking, % 26.2 23.9 0.026
(25.3, 27.1) (22.1, 25.7)

Lipid-lowering medication, % 14.9 884 <0.001
(14.2, 15.6) (86.9, 89.6)

Hypertension medication, % 17.7 20.0 0.011
(16.9, 18.4) (184, 21.7)

Diabetes medication, % 4.7 5.1 0.392
(4.3, 5.1) (4.2, 6.1)

Personal history of cardiovascular disease, % 0.9 15.0 <0.001
0.8, 1.2) (13.6, 16.6)

Hypertension, % 342 35.2 0.389
(33.2, 35.1) (33.2, 37.2)

Diabetes, % 6.6 6.7 0.881
(6.2,7.2) (5.8,7.9)

Unadjusted estimates from linear and logistic regression models. ENRICA is weighted to match age and sex distribution of
familial hypercholesterolaemia sample (by 5-year wide age and sex strata).
FH: familial hypercholesterolaemia; Cl: confidence interval; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c: high-density lipopro-

tein cholesterol

We analysed whether the higher prevalence of CVD
among HeFH could be responsible for the CVD risk
factors differences found between cohorts. HeFH sub-
jects without CVD from the HeFH showed lower BMI
and blood glucose, and prevalence of current smokers

and T2DM, and higher mean diastolic blood pressure
than the general population (Table 5). The differences
in T2DM disappeared after adjustment for age, gender
and BMI; however, this adjustment showed higher
prevalence of hypertension and anti-hypertensive
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Table 2. Unadjusted and adjusted differences in cardiovascular risk factors between heterozygous familial hyperchol-

esterolaemia and the general population.

Unadjusted Adjusted
Difference/OR Difference/OR
(95% Cl) (95% Cl)

Age, years —0.03 0.937
(—0.67, 0.62)

Women, OR 1.00 1.000
0.91, 1.10)

Systolic blood pressure, mmHg —1.45 <0.001 —0.71 0.045
(—2.22, —0.67) (—1.41, —0.02)

Diastolic blood pressure, mmHg 0.42 0.093 0.96 <0.001
(—0.07, 0.90) (0.50, 1.41)

Body mass index, kg/m? —0.87 <0.001
(—1.07, —0.66)

Waist circumference, cm —-2.19 <0.001
(—2.80, —1.58)

LDL-c, mg/dl 140.14 <0.001 140.71 <0.001
(137.00, 143.28) (137.64, 143.78)

HDL-c, mg/dl 1.53 <0.001 0.93 0.008
(0.81, 2.26) (0.25, 1.61)

Current smoking, OR 0.8l <0.001 0.79 <0.001
(0.73, 0.91) (0.71, 0.88)

Ever smoking, OR 0.78 <0.001 0.77 <0.001
(0.71, 0.86) (0.70, 0.85)

Former smoking, OR 0.88 0.026 0.90 0.050
(0.79, 0.99) (0.80, 1.00)

Lipid-lowering medication, OR 43.37 <0.001 60.87 <0.001
(37.58, 50.04) (50.87, 72.83)

Hypertension medication, OR .16 0.011 1.36 <0.001
(1.04, 1.31) (1.18, 1.56)

Diabetes medication, OR 1.10 0.392 1.24 0.064
(0.89, 1.36) (0.99, 1.55)

Personal history of cardiovascular disease, OR 18.55 <0.001 24.03 <0.001
(14.44, 23.84) (18.44, 31.33)

Hypertension, OR 1.04 0.389 1.20 0.002
(0.95, 1.15) (1.07, 1.35)

Diabetes, OR 1.01 0.881 I.14 0.183
(0.84, 1.22) (0.94, 1.40)

Estimates from linear and logistic regression models. Unadjusted are obtained from the same models as Table |. Adjusted estimates are
calculated from models adjusted by age, sex and body mass index.
OR: odds ratio; ClI: confidence interval; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c: high-density lipoprotein cholesterol

drugs in HeFH (Table 5). Identical results, with the
exception in the prevalence of hypertension but with
similar higher diastolic blood pressure, were observed
when the whole HeFH group was analysed
(Supplementary Material Table 1 online). Regarding
only subjects under lipid-lowering treatment, which
are most of the HeFH group, still shows reduced

prevalence of T2DM among HeFH (Supplementary
Tables 2 and 3). Finally, we analysed adjusted differ-
ences between both cohorts without CVD but in gen-
etically confirmed familial hypercholesterolaemia
(Supplementary Table 4). In this last analysis, all dif-
ferences remained significant except for the prevalence
of hypertension.
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Table 3. Clinical characteristics of heterozygous familial hypercholesterolaemia sub-cohort and ENRICA

populations matched for age and sex.

ENRICA FH registry
Mean/% Mean/%
(95% Cl) (95% Cl) p

N 11,797 513

Age, years 49.9 49.9 0.955
(49.6, 50.1) (48.7, 51.2)

Women, % 54.8 54.8 1.000
(53.8, 55.8) (50.4, 59.0)

Systolic blood pressure, mmHg 129.0 129.8 0.344
(1287, 129.4) (128.3, 131.2)

Diastolic blood pressure, mmHg 76.9 788 <0.001
(76.7, 77.1) (77.9, 79.7)

Glucose, mg/d| 94.2 91.7 0.001
(93.8, 94.7) (90.3, 93.2)

Body mass index, kg/m? 27.2 26.0 <0.001
(27.1, 27.3) (25.6, 26.3)

Waist circumference, cm 91.7 89.6 <0.001
(91.5, 92.0) (88.6, 90.7)

LDL-c, mg/dl 126.3 258.8 <0.001
(125.7, 127.0) (253.1, 264.6)

HDL-c, mg/dI 53.7 56.6 <0.001
(53.4, 54.0) (55.1, 58.1)

Current smoking, % 26.1 19.9 0.002
(25.3, 27.0) (16.7, 23.6)

Ever smoking, % 52.2 53.2 0.663
(51.2, 53.3) (48.9, 57.5)

Former smoking, % 26.1 333 <0.001
(25.2, 27.0) (29.4, 37.5)

Lipid-lowering medication, % 15.6 85.6 <0.001
(14.8, 16.4) (82.3, 88.4)

Hypertension medication, % 18.5 22.6 0.020
(17.6, 19.3) (19.2, 26.4)

Diabetes medication, % 48 49 0917
(4.3,5.2) (3.3, 7.1)

Personal history of cardiovascular disease, % 1.0 13.1 <0.001
0.8, 1.2) (10.4, 16.3)

Hypertension, % 35.1 384 0.129
(34.1, 36.1) (34.3, 42.7)

Diabetes, % 7.0 5.5 0.182
(6.5, 7.6) (3.8,7.8)

FH: familial hypercholesterolaemia; Cl: confidence interval; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c: high-density

lipoprotein cholesterol

Discussion

In the present work, we have analysed different CVD
risk factors in subjects with HeFH and compared their
prevalence with a representative population of the same
country. The main results are that patients with HeFH

have lower prevalence of certain CVD risk factors than
the general population in spite of a much higher preva-
lence of CVD. Considering that these risk factors are
influenced strongly by environmental factors,”® our
results suggest that a healthier lifestyle in HeFH may be
a major contributor to these findings. These differences
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Table 4. Unadjusted and adjusted differences in cardiovascular risk factors between the heterozygous
familial hypercholesterolaemia sub-cohort and the general population.

Unadjusted Model |
Difference/OR Difference/OR
(95% Cl) (95% Cl)

Age, years 0.04 0.955
(—1.22, 1.29)

Women, OR 1.00 1.000
(0.84, 1.20)

Systolic blood pressure, mmHg 0.71 0344 .67 0.009
(—0.76, 2.17) (0.41, 2.93)

Diastolic blood pressure, mmHg 1.92 <0.001 2.66 <0.001
(1.01, 2.83) (1.80, 3.51)

Glucose, mg/dl —2.48 0.001 —1.4I 0.071
(—4.01, —0.95) (—2.94, 0.12)

Body mass index, kg/m? —1.19 <0.001
(—1.58, —0.81)

Waist circumference, cm —-2.10 <0.001
(—3.23, —0.98)

LDL-c, mg/dl 132.50 <0.001 133.77 <0.001
(126.71, 138.29) (127.92, 139.62)

HDL-c, mg/d| 2.82 <0.001 2.12 0.005
(1.29, 4.34) (0.64, 3.61)

Current smoking, OR 0.70 0.002 0.67 0.001
(0.56, 0.88) (0.54, 0.85)

Ever smoking, OR 1.04 0.663 1.05 0.624
(0.87, 1.24) (0.87, 1.26)

Former smoking, OR 1.42 <0.001 1.49 <0.001
(.17, 1.71) (1.22, 1.81)

Lipid-lowering medication, OR 32.10 <0.001 5292 <0.001
(24.91, 41.38) (37.89, 73.91)

Hypertension medication, OR 1.29 0.020 .60 <0.001
(1.04, 1.60) (1.25, 2.06)

Diabetes medication, OR 1.02 0917 1.18 0.462
(0.68, 1.55) (0.76, 1.83)

Personal history of cardiovascular disease, OR  15.24 <0.001 18.55 <0.001
(10.68, 21.74) (12.64, 27.22)

Hypertension, OR I.15 0.129  1.40 0.002
(0.96, 1.38) (1.13, 1.74)

Diabetes, OR 0.77 0.182 0.86 0.481
(0.52, 1.13) (0.57, 1.30)

Estimates from linear and logistic regression models. Unadjusted are obtained from the same models as Table |. Model I:
adjusted estimates are calculated from models adjusted by age, sex and body mass index.

OR: odds ratio; Cl: confidence interval; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c: high-density lipoprotein
cholesterol

are present early in life, supporting the idea that the famil-  addition, medical intervention seems to play a major
ial environment induces a higher consciousness about role. A relevant fact of our data is that the treatment of
CVD.?" This seems to be obvious because of the history  risk factors not directly dependent on cholesterol, that is,
of precocious CVD in most of these families.® In T2DM, hypertension and smoking, is higher in subjects
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Table 5. Unadjusted and adjusted differences in cardiovascular risk factors between the heterozygous
familial hypercholesterolaemia sub-cohort and the general population in absence of cardiovascular disease.

Unadjusted p Adjusted p

Age, years —1.03 0.135
(—2.38, 0.32)

Women, OR 1.17 0.105
(0.97, 1.42)

Systolic blood pressure, mmHg 0.10 0.897 1.99 0.004
(—1.47, 1.68) (0.64, 3.34)

Diastolic blood pressure, mmHg 1.74 <0.001 2.86 <0.001
(0.76, 2.71) (1.95, 3.76)

Glucose, mg/dl —3.02 <0.001 —1.28 0.137
(—4.67, —1.36) (—2.97, 0.41)

Body mass index, kg/m? —1.42 <0.001
(—1.83, —1.01)

Waist circumference, cm —3.08 <0.001
(—4.27, —1.90)

LDL-c, mg/dl 132.38 <0.001 134.50 <0.001
(126.08, 138.67) (128.10, 140.90)

HDL-c, mg/dl 3.65 <0.001 2.44 0.003
(2.01, 5.29) (0.86, 4.03)

Current smoking, OR 0.76 0.020 0.72 0.006
(0.60, 0.96) (0.56, 0.91)

Ever smoking, OR 0.97 0.722 0.99 0.946
(0.80, 1.17) (0.82, 1.21)

Former smoking, OR 1.23 0.056 1.35 0.007
(1.00, 1.51) (1.09, 1.67)

Lipid-lowering medication, OR 28.18 <0.001 47.23 <0.001
(21.76, 36.48) (33.42, 66.74)

Hypertension medication, OR 0.99 0.961 1.37 0.033
(0.78, 1.27) (1.03, 1.82)

Diabetes medication, OR 0.8l 0414 1.07 0.798
(0.50, 1.33) (0.63, 1.81)

Hypertension, OR 0.97 0.796 1.31 0.026
(0.80, 1.19) (1.03, 1.66)

Diabetes, OR 0.61 0.036 0.78 0.336
(0.38, 0.97) (0.48, 1.29)

Estimates from linear and logistic regression models. Unadjusted are obtained from the same models as Table |. Adjusted
estimates are calculated from models adjusted by age, sex and body mass index.
OR: odds ratio; Cl: confidence interval; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c: high-density lipoprotein

cholesterol

with HeFH than in subjects of the general population,
which probably translates into a greater contact with a
highly specialized health system that favours the diagno-
sis and treatment of all risk factors.”

It is well known that the prevalence of T2DM is
lower in patients with HeFH.'>'? In our study it
appears that a large part of this lower prevalence
could be related to the fact that BMI is lower at any
age than in the general population. Without being able

to rule out that familial hypercholesterolaemia itself
causes or plays a role in the control of weight in these
subjects, it does not seem that this is a relevant factor
since the genes related to the familial hypercholesterol-
aemia (LDLR, APOB, PCSK9 and APOE) have not
been related to the inter-individual variation of weight
in the general population.’**! Therefore, it seems rea-
sonable that the HeFH subjects are thinner due to
environmental factors probably linked to a healthier
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lifestyle since childhood and the aforementioned med-
ical intervention. This environmental action is in line
with the observed data of smoking that shows that
HeFH subjects smoke less from early stages of life, as
previously reported.*? However, previous studies used
different populations as controls, including non-
affected relatives, and the bias of a shared environment
makes interpretation difficult.'*??

The differences attributed to the prevalence of T2DM
in subjects with familial hypercholesterolaemia have
been attributed to a lower disposition of the pancreatic
beta cell when LDL cholesterol uptake is defective in the
presence of mutations in the receptor.®* This defect in
peripheral uptake would be compensated for by an
increase in endogenous cholesterol synthesis. In accord-
ance with this hypothesis, the genetic variation in
HMGCR, the gene responsible for intracellular choles-
terol synthesis, is associated with the risk of T2DM and
variants with gain of function are associated with
T2DM.**> However, whether or not this phenomenon is
responsible for the lower risk in familial hypercholester-
olaemia is unknown. Without being able to rule out that
the genetic factors that cause familial hypercholesterol-
aemia play a causal role, our data suggest that environ-
mental factors, such as a lower weight, are important to
explain a large part of the phenomenon. This would
explain a previously known fact: the lower prevalence
of T2DM occurs in subjects with familial hypercholes-
terolaemia with independence in the presence or absence
of a mutation in the candidate gene, implying that it is
the familial hypercholesterolaemia itself, or as we sug-
gest with our data, the healthier behaviour that it
prompts, and not the molecular cause, that is responsible
for the described reduced prevalence of diabetes.'?

The use of statins is associated with the risk of
T2DM.*® Our HeFH cohort, where most subjects
take statins for many years, shows that prevalence of
T2DM is not increased, which emphasizes the value of
a healthy lifestyle in the prevention of T2DM in sub-
jects with high doses of statins.’” The risk of T2DM in
statin users is increased in those who had predisposition
factor for T2DM, such as obesity or metabolic syn-
drome, and independent of the concentration of LDL
cholesterol."® So, a lower BMI may be an important
factor explaining this protection against T2DM in
familial hypercholesterolaemia.

It is noteworthy that subjects with HeFH have higher
diastolic blood pressure, higher prevalence of hyperten-
sion and higher anti-hypertensive drug treatment than
the general population in spite of a lower BMIL.
The association of hypertension with familial hyperchol-
esterolaemia has not been studied in depth previously.
A recent report from our country in a different
population has found almost double prevalence of
hypertension among clinically defined HeFH.*

Whether this phenomenon is related to a closer medical
control and discovery, a higher prevalence of anti-hyper-
tensive drugs associated with CVD, a true higher preva-
lence of hypertension, a misdiagnosis of some clinically
defined HeFH but truly having familial combined hyper-
lipidaemia, which is a phenotype highly related to hyper-
tension, or a disorder causally associated with familial
hypercholesterolaemia, cannot be concluded from our
study, although our analysis suggests that it is the
result of the combination of all these circumstances.

Our study has some limitations. The diagnosis of
tobacco consumption is self-reported by patients and
this may cause underestimation in the medical environ-
ment of a lipid unit and there may be biases with
respect to an interview in the patient’s own home.
However, the differences are important enough to be
hardly explained by this phenomenon. Similarly, the
diagnosis of hypertension has been made in both stu-
dies according to the figures of blood pressure and
medication, and blood pressure at home is usually
lower than the clinical blood pressure. However, our
study has important strengths: the high number of sub-
jects studied in both samples, the control population
being representative of the same population from
which subjects with familial hypercholesterolaemia are
extracted, and the homogeneous criteria used for the
diagnosis of the main risk factors.

In conclusion, subjects with HeFH have a different
prevalence of CVD risk factors than the general popu-
lation. This includes a lower mean BMI, which could
explain much of the lower prevalence of diabetes in this
population, and a lower frequency of current smoking,
but they have higher hypertension prevalence.

Author contribution

Both authors FR-A and ML should be considered senior
authors in this work. All authors contributed to the study
conception and design. Material preparation and data collec-
tion were performed by all authors. Data analysis was per-
formed and the first draft of the manuscript was written by
SP-C, FC and ML, and all authors commented on previous
versions of the manuscript. All authors read and approved
the final manuscript.

Declaration of conflicting interests

The author(s) declared no potential conflicts of interest with
respect to the research, authorship, and/or publication of this
article.

Funding

The author(s) disclosed receipt of the following financial sup-
port for the research, authorship, and/or publication of this
article: This study was funded by CIBERCV (grant number
CB16/11/00451) and Sociedad Espanola de Arteriosclerosis
(SEA 2019).



Perez-Calahorra et al.

References

1.

10.

12.

13.

Nordestgaard BG, Chapman MJ, Humphries SE, et al.
Familial hypercholesterolaemia is underdiagnosed and
undertreated in the general population: Guidance for
clinicians to prevent coronary heart disease: Consensus
statement of the European Atherosclerosis Society. Eur
Heart J 2013; 34: 3478-3490a.

. De Ferranti SD, Rodday AM, Mendelson MM, et al.

Prevalence of familial hypercholesterolemia in the 1999
to 2012 United States National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES). Circulation 2016;
133: 1067-1072.

. Benn M, Watts GF, Tybjerg-Hansen A, et al. Mutations

causative of familial hypercholesterolaemia: Screening of
98 098 individuals from the Copenhagen General
Population Study estimated a prevalence of 1 in 217.
Eur Heart J 2016; 37: 1384-1394.

. Hovingh GK, Davidson MH, Kastelein JJP, et al

Diagnosis and treatment of familial hypercholesterol-
aemia. Eur Heart J 2013; 34: 962-971.

. Civeira F; International Panel on Management of

Familial Hypercholesterolemia. Guidelines for the diag-
nosis and management of heterozygous familial hyper-
cholesterolemia. Atherosclerosis 2004; 173: 55-68.

. Brown MS and Goldstein JL. Familial hypercholesterol-

emia: A genetic defect in the low-density lipoprotein
receptor. N Engl J Med 1976; 294: 1386-1390.

. Innerarity TL, Mahley RW, Weisgraber KH, et al

Familial defective apolipoprotein B-100: A mutation of
apolipoprotein B that causes hypercholesterolemia.
J Lipid Res 1990; 31: 1337-1349.

. Abifadel M, Rabeés J-P, Devillers M, et al. Mutations and

polymorphisms in the proprotein convertase subtilisin
kexin 9 (PCSK9) gene in cholesterol metabolism and dis-
ease. Hum Mutat 2009; 30: 520-529.

. Cenarro A, Etxebarria A, de Castro-Oros I, et al.

The p.Leul67del mutation in APOE gene causes
autosomal dominant hypercholesterolemia by down-
regulation of LDL receptor expression in hepatocytes.
J Clin Endocrinol Metab 2016; 101: 2113-2121.

Perak AM, Ning H, de Ferranti SD, et al. Long-term risk
of atherosclerotic cardiovascular disease in US adults
with the familial hypercholesterolemia phenotype.
Circulation 2016; 134: 9—-19.

. Santos RD, Gidding SS, Hegele RA, et al. International

Atherosclerosis Society Severe Familial
Hypercholesterolemia Panel. Defining severe familial
hypercholesterolaemia and the implications for clinical
management: A consensus statement from the
International Atherosclerosis Society Severe Familial
Hypercholesterolemia Panel. Lancet Diabetes Endocrinol
2016; 4: 850-861.

Besseling J, Kastelein JJP, Defesche JC, et al. Association
between familial hypercholesterolemia and prevalence of
type 2 diabetes mellitus. JAMA 2015; 313: 1029-1036.
Climent E, Pérez-Calahorra S, Marco-Benedi V, et al.
Effect of LDL cholesterol, statins and presence of muta-
tions on the prevalence of type 2 diabetes in heterozygous
familial hypercholesterolemia. Sci Rep 2017; 7: 5596.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Ridker PM, Pradhan A, MacFadyen JG, et al.
Cardiovascular benefits and diabetes risks of statin ther-
apy in primary prevention: An analysis from the
JUPITER trial. Lancet 2012; 380: 565-571.

Izzo R, de Simone G, Trimarco V, et al. Primary preven-
tion with statins and incident diabetes in hypertensive
patients at high cardiovascular risk. Nutr Metab
Cardiovasc Dis 2013; 23: 1101-1106.

Sattar N, Preiss D, Murray HM, et al. Statins and risk of
incident diabetes: A collaborative meta-analysis of rando-
mised statin trials. Lancet 2010; 375: 735-742.

Besseling J and Hutten BA. Is there a link between dia-
betes and cholesterol metabolism? Expert Rev Cardiovasc
Ther 2016; 14: 259-261.

Fuchsberger C, Flannick J, Teslovich TM, et al. The gen-
etic architecture of type 2 diabetes. Nature 2016; 536:
41-47.

Billings LK and Florez JC. The genetics of type 2 dia-
betes: What have we learned from GWAS? Ann N Y Acad
Sci 2010; 1212: 59-77.

Flannick J, Mercader JM, Fuchsberger C, et al. Exome
sequencing of 20,791 cases of type 2 diabetes and
24,440 controls. Nature 2019; 570: 71-76.

Sun D, Cao Y-X, You X-D, et al. Clinical and genetic
characteristics of familial hypercholesterolemia patients
with type 2 diabetes. J Endocrinol Invest. Epub ahead of
print 1 October 2018. DOI: 10.1007/s40618-018-0959-0.
Liu K, Daviglus ML, Loria CM, et al. Healthy lifestyle
through young adulthood and the presence of low car-
diovascular disease risk profile in middle age. Circulation
2012; 125: 996-1004.

Engeseth K, Prestgaard EE, Mariampillai JE, et al.
Physical fitness is a modifiable predictor of early
cardiovascular death: A 35-year follow-up study of
2014 healthy middle-aged men. Eur J Prev Cardiol
2018; 25: 1655-1663.

Pérez-Calahorra S, Sanchez-Hernandez RM, Plana N,
et al. National Dyslipidemia Registry of the Spanish
Arteriosclerosis Society: Current status. Clin Investig
Arterioscler 2017; 29: 248-253.

Rodriguez-Artalejo F, Graciani A, Guallar-Castillon P,
et al. Rationale and methods of the study on nutrition
and cardiovascular risk in Spain (ENRICA). Rev Esp
Cardiol 2011; 64: 876-882.

Mozaffarian D. Dietary and policy priorities for cardio-
vascular disease, diabetes, and obesity. Circulation 2016;
133: 187-225.

Reiner Z. Management of patients with familial hyper-
cholesterolaemia. Nat Rev Cardiol 2015; 12: 565-575.
Besseling J, Kindt I, Hof M, et al. Severe heterozygous
familial hypercholesterolemia and risk for cardiovascular
disease: A study of a cohort of 14,000 mutation carriers.
Atherosclerosis 2014; 233: 219-223.

Claassen L, Henneman L, Kindt I, et al. Perceived risk
and representations of cardiovascular disease and pre-
ventive behaviour in people diagnosed with familial
hypercholesterolemia. J Health Psychol 2010; 15: 33-43.
Barsh GS, Farooqi IS and O’Rabhilly S. Genetics of body-
weight regulation. Nature 2000; 404: 644-651.



European Journal of Preventive Cardiology 0(00)

31.

32.

33.

34.

35.

Mei H, Chen W, Jiang F, et al. Longitudinal replication
studies of GWAS risk SNPs influencing body mass index
over the course of childhood and adulthood. PLoS One
2012; 7: €31470.

Akioyamen LE, Genest J, Chu A, et al. Risk factors for
cardiovascular disease in heterozygous familial hyper-
cholesterolemia: A systematic review and meta-analysis.
J Clin Lipidol 2019; 13: 15-30.

Arroyo-Olivares R, Alonso R, Quintana-Navarro G,
et al. Adults with familial hypercholesterolaemia have
healthier dietary and lifestyle habits compared with
their non-affected relatives: The SAFEHEART study.
Public Health Nutr 2019; 22: 1433-1443.

Brunham LR, Kruit JK, Verchere CB, et al. Cholesterol
in islet dysfunction and type 2 diabetes. J Clin Invest
2008; 118: 403-408.

Ference BA, Robinson JG, Brook RD, et al. Variation in
PCSK9 and HMGCR and risk of cardiovascular disease
and diabetes. N Engl J Med 2016; 375: 2144-2153.

36.

37.

38.

39.

Rajpathak SN, Kumbhani DJ, Crandall J, et al. Statin
therapy and risk of developing type 2 diabetes: A meta-
analysis. Diabetes Care 2009; 32: 1924-1929.

Vinther JL, Jacobsen RK and Jorgensen T. Current
European guidelines for management of cardiovascular
disease: Is medical treatment in nearly half a population
realistic? Eur J Prev Cardiol 2018; 25: 157-163.

Masana L, Zamora A, Plana N, et al. Incidence of car-
diovascular disease in patients with familial hypercholes-
terolemia phenotype: Analysis of 5 years follow-up of
real-world data from more than 1.5 million patients.
J Clin Med 2019; 8: 1080.

Brouwers MCGJ, van der Kallen CJH, Schaper NC,
et al. Five-year incidence of type 2 diabetes mellitus in
patients with familial combined hyperlipidaemia. Neth J
Med 2010; 68: 163-167.



	2184_Perez Calahorra TESIS.pdf
	Effect of an alcohol-free beer enriched with isomaltulose and a resistant dextrin on insulin resistance in diabetic patient ...
	1. Introduction
	2. Material and methods
	2.1. Study design and subjects
	2.2. Recruitment and pre-screening
	2.3. Randomization and intervention
	2.4. Diet and physical activity
	2.5. Satiety questionnaire
	2.6. Anthropometric and clinical parameters
	2.7. Laboratory measurements
	2.8. Statistical analyses

	3. Results
	3.1. Participants and study course
	3.2. Weight loss and body composition
	3.3. Glucose metabolism parameters
	3.4. Other cardiometabolic parameters
	3.5. Dietary and physical activity parameters
	3.6. Satiety assessment
	3.7. Adverse events

	4. Discussion
	Sources of support
	Conflict of interest
	Acknowledgments
	Appendix A. Supplementary data
	References

	Abstract
	Introduction
	Methods
	Search strategy and study selection
	Outcome measures
	Quality measures

	Results
	Study selection
	Participants and main study characteristics
	Quality of the studies
	Change on lipid profile

	Discussion
	Supplementary information
	Acknowledgments
	References

	High-protein energy-restricted diets induce greater improvement in glucose homeostasis but not in adipokines comparing to s ...
	Introduction
	Subjects and methods
	Subjects
	Study design
	Anthropometric and clinical parameters
	Biochemical parameters
	Statistical analyses

	Results
	Participants
	Weight loss and body composition
	Glucose metabolism parameters
	Other cardiometabolic parameters
	Adipokine concentration
	Study intervention adherence

	Discussion
	Sources of support
	Conflict of interest
	Acknowledgments
	Appendix A. Supplementary data
	References



