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RESUMEN:

Introduccion: La inflamacion de bajo grado se caracteriza por un aumento en la
infiltracion de macrdfagos en tejidos periféricos. Numerosos estudios demuestran que esta
inflamacién induce cambios fisioldgicos en el tejido infiltrado que se relacionan
con patologias como la obesidad, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares,
cancer y trastornos neurologicos.

Esta inflamacion también tiene consecuencias en numerosas patologias que se tratan
en el ambito de la fisioterapia.

El ayuno podria ser una estrategia terapéutica para modular la inflamacion. Su
aplicacion en pacientes nos permitiria determinar el mejor momento para llevar a cabo el

tratamiento de fisioterapia y aumentar su efectividad.

Objetivos: Comprobar si el ayuno modula la migracién de neutrofilos y monocitos al

foco inflamatorio en un modelo de inflamacion aguda en raton.

Material y métodos: Por un lado, se realizd una revision bibliografica sobre
inflamacion de bajo grado, ayuno, experimentacion animal y fisioterapia. Por otro lado,
se llevo a cabo un estudio experimental del modelo de inflamacion aguda en raton (“air
pouch”). Se utilizaron animales de entre 25 y 30 gramos de peso (normopeso). Cinco dias
tras la creacion de la bolsa dorsal, 5 ratones fueron alimentados ad libitum y 5 ratones
fueron sometidos a un ayuno de 24 horas (fasting). Al dia siguiente se inyecta en la bolsa
0,5 ml de Zymosan A al 1% para inducir una inflamacién local. Se evalGa la concentracién

de neutrofilos y macrofagos en el liquido exudado en un citometro de flujo.

Resultados: Los datos muestran que el ayuno de 24 horas promueve en este modelo
de inflamacién aguda en ratones un incremento en la migracion de monocitos y neutrofilos

del 221% vy del 156%, respectivamente.

Conclusion: El ayuno aumenta la migracion de neutréfilos y macréfagos al foco

inflamatorio segun el modelo estudiado.



PALABRAS CLAVE: “experimentacion animal”, “ayuno intermitente”,
“inflamacion de bajo grado”, “fisioterapia”.



ABSTRACT:

Introduction: Low-grade inflammation is characterized by an increase in
macrophage infiltration in peripheral tissues. Numerous studies show that this
inflammation induces physiological changes in the infiltrated tissue that are related
to pathologies such as obesity, diabetes mellitus, cardiovascular diseases, cancer and
neurological disorders.

This inflammation also has consequences in numerous pathologies that are
treated in the field of physiotherapy.

Fasting could be a therapeutic strategy to modulate inflammation. Its application
in patients would allow us to determine the best time to carry out the physiotherapy

treatment and increase its effectiveness.

Aim: To verify if fasting modulates the migration of neutrophils and monocytes

to the inflammatory focus in a murine model of acute inflammation.

Material and methods: On the one hand, a bibliographic review was carried out
on low-grade inflammation, fasting, animal experimentation, and physical therapy.
On the other hand, an experimental study of the model of acute inflammation in
mice (“air pouch”) was carried out. Animals between 25 and 30 grams of weight
(normal weight) were used. Five days after the dorsal pouch was created, 5 mice
were fed ad libitum and 5 mice underwent a 24-hour fast (fasting). The next day,
0.5 ml of 1% Zymosan A was injected into the bag to induce local inflammation.
The concentration of neutrophils and macrophages in the exuded liquid is evaluated

by flow cytometry.

Results: The data shows that the 24-hour fast promotes, in this model of acute
inflammation in mice, an increase in the migration of monocytes and neutrophils of
221% and 156%, respectively.

Conclusion: Fasting increases the migration of neutrophils and macrophages to

the inflammatory focus according to the studied model.



KEY WORDS: "animal experimentation", "intermittent fasting”, "low grade

inflammation”, "physiotherapy”.
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1.Introduccion

Inflamacién y nutricidn estan intimamente relacionadas. En las horas que siguen al
consumo de una comida, se produce un aumento de las concentraciones de mediadores
inflamatorios en el torrente sanguineo, que es exagerado en los sujetos obesos y en los
diabéticos de tipo 2 frente a los sujetos sanos, por lo que los patrones de alimentacion
saludables estan asociados con concentraciones mas bajas de marcadores inflamatorios en

la circulacion sanguinea®.

La inflamacion de bajo grado se caracteriza por la elevacion en los niveles circulantes
de citoquinas pro-inflamatorias, asi como aumento en la infiltracion de macrofagos en
tejidos periféricos®. Numerosos estudios demuestran que este escenario inflamatorio
induce cambios fisiologicos en el tejido infiltrado, que se relacionan con las enfermedades
asociadas al sindrome metab6lico®. La inflamacion de bajo grado posee una estrecha
relacién con el desarrollo de enfermedades cardiometabdlicas en el paciente con obesidad,
por lo que este estado de alteracion inmune también ha recibido el nombre de

metainflamacion®.

Uno de los primeros mecanismos implicados en el inicio de la inflamacion de bajo
grado es la inflamacion en el tejido adiposo blanco o visceral®. Histolégicamente, la
inflamacion del tejido adiposo es caracterizada por un infiltrado compuesto,
principalmente, por macrofagos y, secundariamente, por linfocitos T citotoxicos, con

ausencia o muy poca presencia de neutrofilos®

La inflamacion es una de las alteraciones mas relevantes en el tratamiento de la
fisioterapia. Algunos de los objetivos que abordamos en la fase inicial de la inflamacion
son reducir el dolor, limitar y reducir los exudados inflamatorios, reducir las demandas
metabolicas del tejido, proteger el tejido recién dafiado de una lesion mayor, promover el
nuevo crecimiento del tejido y la alineacion de las fibras; asi como, mantener los niveles

generales de la actividad cardiovascular y musculoesquelética®.



Una de las principales intervenciones usadas, en la fase aguda de la inflamacion, es el
método conocido como POLICE, cuyo principio se basa en la proteccion, cargas éptimas,

hielo, compresion y elevacion de la zona inflamada o el miembro que se esté tratando®®).

En el caso de una tendinopatia cronica tenemos un gran desconocimiento desde el
punto de vista fisioterapéutico. Sin embargo, Curwin hace una serie de propuestas para

tratarlas®.

Una de estas propuestas es que todas las tendinopatias pueden ser tratadas
correctamente si se encuentran en fase aguda. Expone que, para abordarlas, quizas lo mas
adecuado sea reagudizar la lesién con un masaje transverso profundo intenso, ejercicio
vigoroso, etc. Entonces, el tratamiento puede iniciarse con bajo nivel de solicitaciéon y
progresar de acuerdo con los sintomas del paciente. De esta forma, se asegura que las
lesiones crdnicas que estén en fase inflamatoria o proliferativa sean tratadas

correctamente®,

Por otra parte, en otra propuesta explica que si los efectos del ejercicio y desuso son
los mismos para la tendinopatia cronica que para tendones y ligamentos “normales” o en
fase de cicatrizacion, el ejercicio deberia tener una influencia positiva sobre la
cicatrizacién del tendon, y por lo tanto, deberia ser beneficioso en el tratamiento de dicha

patologia®.

1.1 Inflamacion

La inflamacién es uno de los mecanismos basicos de defensa con los que cuenta el
organismo frente a una agresion, que consiste en una reaccion local del tejido lesionado.
Existen muchos agentes en el medio ambiente que pueden causar una respuesta

inflamatoria, entre ellos, microorganismos, agentes fisicos, quimicos y traumatismos(.

Los cambios intrinsecos al dafio celular, se traducen en la liberacién o activacién de

mediadores quimicos que conducen a cambios en la microcirculacion y el tejido



conectivo. Se inicia asi un proceso inflamatorio tendente a generar un exudado con las

células necesarias para eliminar el agente y el tejido dafiado, por medio de fagocitosis®.

1.2 Inflamacién de bajo grado

Cuando la inflamacion persiste en el tiempo mas alla de lo necesario y deja de
responder al proposito regenerador, hablamos de inflamacion de bajo grado. Se trata de
un proceso mucho mas complejo, que labra el terreno para la aparicion de enfermedades

cronicas y dafio en nuestros tejidos.

La inflamacion de bajo grado puede llevar a sufrir un conjunto de enfermedades que,
colectivamente, representan las principales causas de invalidez y mortalidad a nivel
mundial, como son: la enfermedad cardiovascular, el cancer, la diabetes, la enfermedad
cronica renal, el higado graso no alcoholico, las autoinmunidades y las enfermedades

neurodegenerativas®.

Este tipo de inflamacion sistémica se caracteriza por concentraciones elevadas de
marcadores inflamatorios en sangre®, donde los macréfagos parecen tener un papel

central.

Los macrofagos se dividen en dos grandes subtipos dependiendo de su
activacion/polarizacion: por una parte, “clasicamente activados” (M1), implicados en el
inicio y mantenimiento de la inflamacion, por tanto considerados pro-inflamatorios, y por
otro lado, “alternativamente activados” (M2), que poseen propiedades anti-inflamatorias
y estan implicados en homeostasis tisular®®. Los M1 estan caracterizados por la
produccién de elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias y la elevada produccion
de especies reactivas de oxigeno, y la promocion de respuestas Thl. En cambio, los M2
promueven las respuestas anti-inflamatorias Th2 y regeneracion tisular. Por ello, la ratio
de activacion M1/M2 es considerada en un amplio rango de enfermedades asociadas a la

inflamacion de bajo grado o el envejecimiento®)-



1.3 Infiltracién de macrdéfagos en envejecimiento y enfermedades

asociadas al sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un término médico utilizado para referirse a la combinacion
de diabetes mellitus tipo 2, hipertension y obesidad. Esta bien establecido que todas ellas

comparten una caracteristica, inflamacion de bajo grado®”.

Este sindrome sistémico cronico estd caracterizado por la presencia en el suero de
elevadas concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a y la infiltracion de macrdfagos en el tejido adiposo. ElI nimero de
macrofagos infiltrados en el tejido adiposo esta alterado en estados de obesidad. Por
ejemplo, en ratones obesos, los macrofagos constituyen hasta el 45-60% de todo el tejido

adiposo, mientras que en ratones delgados solo llegan al 10-15% @),

Las citoquinas pro-inflamatorias, producidas por los adipocitos y las sustancias
liberadas por la necrosis de los adipocitos, son quimioatrayentes para monocitos (células
circulantes en sangre que son precursores de los macrofagos en tejidos), los que, ayudados
por el aumento en la expresion de moléculas de adherencia inducida por leptina, pasan de
los vasos sanguineos al tejido adiposo. En este sitio los macrofagos se activan y producen
una mayor cantidad de IL-1beta, IL-6 y TNF-a!Y(2) El tejido adiposo de obesos y
diabéticos aumenta la producciéon de mastocitos, potentes inductores de inflamacion.
Asimismo, aumenta la produccion de células T cooperadoras y citotoxicas, pero

disminuye en forma importante la poblacion de T supresoras'?.

La obesidad puede considerarse un ejemplo de condicion cronica de elevados
nutrientes, donde encontramos hiperglucemia en ayunas e infiltracion de macrofagos.
Durante este estado hiperglucémico, diversas proteinas como la hemoglobina, la albimina
o las lipoproteinas de baja densidad (LDL), son glucosiladas de manera no enzimatica en
residuos de lisina y arginina dando origen a los productos finales de glucosilacion (AGEs).
En células como los macrofagos, estos AGES pueden unirse a receptores de superficie que

tienen sobreexpresados, como el receptor tipo Toll-4 (TLR-4) 2. Por lo tanto, estados



metabolicos alterados en la hiperglucemia pueden inducir una respuesta inflamatoria en
el macrofago, la misma que puede extenderse posteriormente a nivel sistémico cuando
esta celula migra hacia tejido insulinodependiente, como el adiposo, y altera el

microambiente de citoquinas presente en el organismo®?),

Con respecto al envejecimiento, también hay cambios importantes puesto que esta
asociado con cambios en el sistema inmunologico, incluyendo su componente
inflamatorio y su desregulacion. Ademas, va acompafiado de un estado inflamatorio
cronico de bajo grado que se manifiesta, claramente, en un aumento de 2 a 4 veces de los

niveles séricos de varios mediadores inflamatorios ©7),

Durante la juventud, las proteinas inflamatorias solo se elevan en respuesta a alguna
agresion. En cambio, con el paso de los afios, se observa un aumento mantenido de
citoquinas pro-inflamatorias sin que haya enfermedad asociada. Ello es debido a que, a
medida que envejecemos, los tejidos acumulan dafio oxidativo y disfunciones en las
mitocondrias; por lo que pierden capacidad de regeneracion. Con la edad descienden
también nuestros niveles de hormonas sexuales, importantes moduladores de respuesta
inflamatoria en un organismo joven®. Todo ello hace que el envejecimiento sea el factor
principal de riesgo para sufrir las enfermedades asociadas a la inflamacion de bajo grado,

y hace necesario un abordaje terapéutico para retrasar su aparicion.

1.4 Ayuno como estrategia terapéutica para modular la inflamacion

En condiciones de bajos nutrientes, como ocurre por la mafiana temprano tras una
noche de ayuno, el sistema nervioso periférico libera noradrenalina en el tejido adiposo,
para promover la lipdlisis, en lo que se conoce como fenémeno del amanecer®®. Esto
ocurre cuando el nimero de monocitos circulantes estan bajo minimos, indicando un

control nervioso del sistema inmune®?,

La concentracion elevada de glucosa, induce un efecto activador en macréfagos,

exacerbando la migracion de monocitos®® y la produccion de citoquinas pro-



inflamatoriasY. Esto explica que el ayuno sea una estrategia positiva para el tratamiento

de la inflamacion.

Es cierto que la respuesta inflamatoria dura s6lo unas pocas horas (4-8 h), pero se repite
varias veces al dia, después de comer ®®). Sin embargo, nuestro estilo de vida occidental
ligado al consumo de méas de 3 comidas diarias y cambios en la hora de las comidas

favorecen un estado pro-inflamatorio 243,

El ayuno intermitente es un ciclo regular y repetido de restriccion dietética, con
propiedades beneficiosas bien conocidas en el cuerpo®?. Estudios preclinicos y ensayos
clinicos han demostrado que el ayuno intermitente tiene numerosos beneficios para
numerosas patologias, tales como la obesidad, diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, canceres y trastornos neuroldgicos. Los estudios encontrados muestran
que el ayuno intermitente mejora la salud a lo largo de la vida. Aunque se centran
principalmente en jovenes con sobrepeso y adultos de mediana edad, por lo que no se
puede garantizar dichos beneficios en otros grupos de edad con respecto al ayuno
intermitente que se han observado en estos estudios.

Algunos beneficios de los que hablamos puede ser, por ejemplo, con respecto al cancer,
puesto que se ha demostrado que el ayuno o una dieta de ayuno intermitente, reduce la
aparicién espontanea de tumores durante el envejecimiento normal en roedores, a la vez

que aumenta la sensibilidad a la termoterapia e irradiacion(®25),

Del mismo modo, se cree que el ayuno intermitente perjudica el metabolismo
energético en las células cancerosas, inhibiendo su crecimiento y haciéndolas mas

susceptibles al tratamiento clinico®”2®),

Ademas, los datos epidemiologicos sugieren que el exceso de ingesta energetica,
particularmente en la mediana edad, aumenta los riesgos de accidente cerebrovascular,

enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson@®).



Por otra parte, un estudio multicéntrico mostré que la restriccion cal6rica diaria, mejora
mucho los riesgos cardiometabdlicos en humanos no obesos®*3Y, Ademas, seis estudios
a corto plazo en adultos con sobrepeso u obesidad, han demostrado que el ayuno
intermitente es tan eficaz para perder peso como dietas estandar®?. También dos estudios
recientes mostraron que la restriccion calorica diaria 0 ayuno intermitente (ayuno de 24
horas tres veces a la semana) revirtio la resistencia a la insulina, en pacientes con

prediabetes o diabetes tipo 2 (334,

También en esta linea, un estudio®® defiende que el ayuno puede ser beneficioso en
jévenes con inflamacion, ya que hay una correlacion entre la obesidad y los marcadores
inflamatorios. El resultado es que la obesidad aumenta el riesgo cardiovascular y algunos
marcadores inflamatorios. Ademas, también hay evidencia de que el ayuno intermitente

en ratones produce una notable reduccion de procesos inflamatorios®@¥,

1.5 Condiciones susceptibles de ser abordadas con una intervencion

nutricional asociada a la Fisioterapia

e QObesidad

La obesidad es una enfermedad cronica de origen multifactorial con una elevada
prevalencia a nivel mundial, que se asocia a complicaciones potencialmente graves y que
precisa de un enfoque multidisciplinar por su gran repercusién clinica y elevado coste
sanitario. La evidencia mas reciente apunta que comparte con otras patologias comunes y
de complejo abordaje terapéutico, la existencia de un estado de inflamacion de bajo grado,

que perpetia la enfermedad y se asocia a multiples complicaciones®®.

La lipoinflamacion o inflamacion crénica asociada a la obesidad y sus multiples
repercusiones sistémicas, se caracterizan por la produccion aumentada de adipoquinas
pro-inflamatorias, la activacion persistente de vias inflamatorias y el déficit de mediadores

especializados en la resolucion®®,



Por ejemplo, uno de los primeros mecanismos implicados en el inicio de la inflamacion
sistémica de grado bajo, es la inflamacion en el tejido adiposo blanco o visceral®. El tejido
adiposo es un drgano endocrino y paracrino que libera una gran variedad de citoquinas y
biomarcadores, involucrados en el desarrollo de enfermedades cronicas, debido a su efecto
directo o indirecto en la resistencia insulinica, la inflamacion y la disfuncion endotelial
(15).

Es interesante un abordaje nutricional en la obesidad, ya que es un determinante de la
respuesta inflamatoria postprandial 7). En los obesos se genera una respuesta inflamatoria

exagerada, aunque es reversible al reducir el peso corporal “9“®),

e Diabetes mellitus tipo Il

En individuos con sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2, se han comprobado
elevados niveles de marcadores de inflamacion, aproximadamente el doble de los valores
normales. Sin embargo, al mismo tiempo, las variaciones de los valores son tan amplias,
que los rangos se superponen entre personas obesas y no obesas*®. La magnitud de la
respuesta inflamatoria posprandial parece correlacionarse con el grado de resistencia a la

insulina.

Numerosos estudios indican que la fisiopatogenia de esta enfermedad esta intimamente

relacionada con el proceso inflamatorio sistémico®”.

Ademas los hijos de personas con diabetes mellitus tipo 2 presentan elevacion de

marcadores inflamatorios antes de presentar alguna alteracion metabd6lica™®.

Hay que destacar, que en la diabetes mellitus tipo 2 se produce la insulitis, caracterizada
por una liberacion continua de interleuquina (IL)-6, IL-8, TNF-a y proteina quimiotactica
de monocitos (MCP)-1, activacion de macrofagos insulares y reclutamiento de nuevos

monocitos-macrofagos periféricos®®),



e Tabaquismo

Un estudio transversal @® muestra que los fumadores, en comparacion con los no

fumadores, presentan marcadores inflamatorios mas altos.

El tabaquismo es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de diversas
patologias cardiovasculares, diferentes tipos de cancer, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y otras enfermedades. Existen diversos mecanismos por los cuales el tabaco,
posiblemente, induce estos diferentes desordenes. Sin embargo, una via comun es el
estado previo de inflamacidn sistémica que puede preceder o propiciar un fenémeno pro-

trombatico y aterogénico®Y:

e FEl estrés fisico y psicolégico

Respecto a los cambios fisiolégicos bajo una situacion de estrés, se producen
respuestas altamente complejas que ocurren frente a estimulos, generalmente ambientales,
que promueven la inflamacion, con activacion celular que induce la presencia de una gran
corriente de citoquinas, especialmente el TNF-a, la IL-1 y la IL-6. Esto genera la
produccidn de radicales libres de oxigeno, lo que lleva a muerte celular y la perpetuacion

de un ciclo inflamatorio que se acumula a lo largo del tiempo®2),

La explicacion inmunoldgica y molecular de como el estrés interactia con el riesgo
biolégico estd a nivel de la depresion inmunoldgica celular® 'y facilita que las
infecciones sean mas agresivas, complementada por el efecto de las citoquinas liberadas
por la inflamacion con efecto del alto estrés y el bajo soporte social®®. Recientemente se
ha determinado que el alto estrés y la ausencia de soporte social son variables

independientes que incrementan la IL-6 @2,

e FEjercicio vy el grado de inflamacion

Existe una clara influencia de la actividad fisica regular y la forma fisica en la

inflamacion de bajo grado. Los beneficios para la salud de un estilo de vida fisicamente



activo son bien conocidos. La inactividad fisica y la obesidad también se reconocen cada
vez mas como factores de riesgo conductuales modificables para una amplia gama de

enfermedades cronicas, y en particular para las enfermedades cardiovasculares.

e [Efecto del ejercicio en las personas mayores.

Las personas mayores tienen niveles basales de inflamacion mas altos, y se ha llevado
a cabo un nimero considerable de estudios en esta poblacion para evaluar las asociaciones

entre la actividad fisica y los marcadores inflamatorios®"

e Hipercolesterolemia

Se sugiere un patron inflamatorio crénico en las células de la inmunidad innata, que
estd relacionado con los cambios epigenéticos inducidos por la exposicion crénica a
niveles altos de LDL (58).

2.Justificacion

Diversas estrategias terapéuticas basadas en la dieta, como son el ayuno intermitente o
la restriccion caldrica, han demostrado mejorar la salud a lo largo de la vida, aportando
numerosos beneficios ante diversas patologias, como la obesidad, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares, cancer y trastornos neurolégicos donde la inflamacion

juega un papel fundamental.

Con este estudio pretendemos realizar una revision sobre la evidencia cientifica actual
para contrastar nuestra hipotesis de que existe un potencial, para mejorar la respuesta a la
fisioterapia, mediante un control de los habitos de vida de la persona, la orientacion basica
y educacion al respecto, ademas de la derivacion a otro profesional sanitario para pautas
y tratamientos avanzados en este aspecto; y la combinacion de estos aspectos para una
correcta planificacion, y aplicacion de nuestro tratamiento para una optimizacion de los

resultados.
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Ademas, se desarrollaran experimentos en ratones, para intentar obtener datos
preliminares sobre el papel del ayuno en la migracion de monocitos al foco inflamatorio

mediante un modelo de inflamacién aguda en ratones.

Actualmente, en el &mbito de la fisioterapia hay pocas referencias experimentales con
animales. Por lo tanto, todavia queda bastante por investigar en esta rama y resulta muy
atractivo para generar bases sélidas de cara a la aplicacion de nuestros procedimientos.
Emplear la experimentacion en ratones nos ha permitido controlar el ayuno de una forma

maés eficiente.

Se encuentran pocas referencias que relacionen la inflamacion de bajo grado con la
aplicacion de técnicas de fisioterapia, aspecto que consideramos de bastante relevancia en

la profesion, ya que con la aplicacion de ciertas técnicas modulamos dicha inflamacion.

Tras la ingesta caldrica aumenta la inflamacion®®. Este factor gana importancia, sobre
todo, cuando los pacientes presentan patologias que exacerban esta respuesta inflamatoria,
como puede ser la diabetes tipo 11, la obesidad o el sobrepeso, y la manera en la que influye

en momento de aplicar el tratamiento de fisioterapia.

Por otra parte, hay patologias que pueden no estar diagnosticadas, pero que también
influyen en la inflamacion de la misma forma, como puede ser la hiperglucemia
subclinica. Por todo esto nos planteamos: ¢No seria interesante abordar al paciente desde
un punto de vista holistico y no solo centrarnos en tratar una zona concreta? Es decir,
controlar aquellos pardmetros del paciente que puedan influir en la eficacia del
tratamiento. Por ejemplo, si acude a nuestra consulta un paciente con protesis de rodilla,
pero que ademas tiene sobrepeso. Debemos conocer cémo influye el sobrepeso en la
inflamacion de bajo grado en relacion con el momento 6ptimo para realizar el tratamiento
de fisioterapia. Nuestro objetivo no deberia ser Unicamente la rehabilitacion de esa

protesis, sino la salud en general del paciente.
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La ciencia bésica busca profundizar en el conocimiento de la biomedicina, para
proponer soluciones y encontrar nuevos abordajes terapéuticos. En este trabajo buscamos

promover la practica, basada en la evidencia, y fomentar asi el crecimiento de la profesion.

Esperamos que este trabajo pueda liderar un cambio en el paradigma de pacientes
tratados con Fisioterapia.

3.Hipotesis

El ayuno intermitente reduce la inflamacién de bajo grado mejorando la respuesta
innata en el foco inflamatorio. Por lo tanto, el ayuno intermitente podria ser una estrategia

complementaria en Fisioterapia.

4.0bjetivos
4.1. Objetivo general:

e Comprobar si existe una disminucion en el grado de inflamacion en aquellos

sujetos sometidos a ayuno.

4.2. Objetivos especificos:

o Estudiar la migracion de neutrdfilos y monocitos al foco inflamatorio en un
modelo de inflamacion aguda en raton
o Reafirmar si el ayuno beneficia el tratamiento fisioterapico en patologias

inflamatorias.
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5. Material y métodos

5.1. Metodologia de la revision

Se ha realizado una revision bibliogréfica con el objetivo de encontrar publicaciones e
investigaciones actualizadas que relacionen la fisioterapia, la inflamacion, la

experimentacion animal y el ayuno entre si.

Para la realizacién de esta revision hemos realizado la busqueda a través de Punto Q,
recurso bibliografico de la Universidad de La Laguna. Por medio de él hemos accedido a

las bases de datos Scopus y Pubmed.

La busqueda se efectud desde el mes de noviembre de 2019 hasta mayo del 2020.

Para la obtencion de los articulos empleados hemos utilizado las siguientes palabras
claves: “obesity”, “intermittent fasting”, “low grade inflammation”, “inflammation”,
“diabetes”, “macrophage”, “cytokines”, “caloric restriction”, "POLICE” y “connective
tissue”. Por otra parte, hay que destacar que combinamos las palabras “physiotherapy” e
“inflammation” pero no encontramos resultados adecuados para el tema que tratamos.

En cada una de las bases de datos, se emplearon distintas combinaciones de términos
de busqueda con el objetivo de encontrar la mayor cantidad posible de articulos utilizables

(Figura 1).

5.1.1. Criterios de inclusion

. Articulos que estén disponibles en modo “Full Text”.

. Ensayos clinicos.

. Revisiones bibliogréaficas.

. Articulos publicados entre los afios 2000 y 2020 (ambos
inclusive).

. Articulos publicados en inglés o en castellano.

. Investigaciones realizadas en animales y/o humanos.
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5.1.2. Criterios de exclusion

. Articulos que no tengan caracter actual.

. Articulos que no presenten resultados

. Estudios que no demuestren la suficiente evidencia cientifica
. Estudio de casos unicos

5.2. Estudio experimental

Se realiz6 el experimento del modelo de inflamacion aguda en ratones (air pouch)
utilizando ratones C57BL/6J machos, entre 25 y 30 gramos de peso (n=10) como se ha

descrito previamente®?,

5.2.1. Metodologia del estudio experimental.

Los ratones fueron colocados en jaulas individuales y se les inyectd 5 ml de aire estéril
(filtrado) a cada uno en el dorso. A los dos dias se rellend la bolsa con la inyeccion de 2
ml de aire estéril. Cinco dias tras la creacion de la bolsa dorsal, 5 ratones fueron
alimentados ad libitum (WT), 5 ratones fueron sometidos a un ayuno de 24 horas (ayuno).
Seis dias después de la inyeccion inicial de 5 ml de aire estéril en el dorso de los ratones,
en las bolsas se inyectan 0,5 ml de zymosan A (Sigma) al 1%, para inducir una inflamacién
local. Previamente, los ratones WT ad libitum fueron inyectados con 100 pl de una
solucién de 2 mg / Kg peso de glucosa en suero salino intraperitonealmente (i.p), debido
a que se ha descrito que los roedores tipicamente consumen la totalidad de las calorias en
unas pocas horas, teniendo periodos de ayuno de hasta 20 horas. El resto de animales fue
inyectado con vehiculo (salino) i.p. Tras 4 h de la administracion del zymosan A los
animales son sacrificados por dislocacion cervical y el exudado de las bolsas de aire se
recogerd mediante la instilacion y recuperacion de 5 ml de solucion tampon fria. Del
volumen recogido, 1ml es centrifugado durante 5 minutos a 1500 revoluciones por minuto

(r.p.m), y el pellet es resuspendido en un volumen de 200 pl de FACS buffer (PBS 1X +
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2% de suero fetal bovino, FBS). La concentracion de neutréfilos y macréfagos en el
liquido exudado se evalud por caracteristicas de tamafio y complejidad en un citbmetro

volumétrico Accuri C6 (BD Biosciences).

5.2.1.1. Estadistica

Se realizo test t-student no pareados (Graphpad Prism, version 6, USA), considerando
p <0.05 (*) como estadisticamente significativo. Todos los resultados son expresados

como media xdesviacion estandar de la media.

6. Resultados

6.1. Resultados de la revision

La basqueda en el recurso bibliografico de la Universidad de La Laguna, Punto Q, nos
Ilevé a distintas bases de datos como Pubmed, ScienceDirect y revistas cientificas. En este
recurso bibliografico se buscaron las palabras: “inflammation”, “intermittent fasting”,
“systemic inflammation” y “macrophages”. En primer lugar, se busco “inflammation”
obteniendo 1.028.416, después de aplicar los criterios de exclusién e inclusion y leer de
forma critica varios articulos escogimos 3 revisiones bibliograficas. Por otra parte, se
introdujo “caloric restriction” en la barra de busqueda, en este caso adquirieron 22.221
resultados escogiendo 1 articulo tras la aplicacién de los filtros. Por consiguiente, se buscé
“intermittent fasting” obteniendo 8.621 y tras la aplicacion de los filtros de busqueda, se
escogieron 2 articulos. Otra de las biisquedas se llevo a cabo con los términos ““systemic
inflammation” obteniendo 1.228.567 resultados y escogiendo 1 articulo. Ademas, también
se busco el término “macrophages” obteniendo 277.959 y escogiendo 1 articulo. Por
ultimo, cerramos estas btsquedas en Punto Q con el término “cytokines” obteniendo

526.017 y escogiendo 1 articulo.
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Por otra parte, en la base de datos Google Académico se han utilizado las palabras:
“systemic inflammation”, “obesity”, “inflammation”, “intermittent fasting”. Por una parte,
al insertar el término ‘“‘systemic inflammation” en la barra de busqueda se obtuvo
4.080.000 resultados en total. Tras la aplicacion de los criterios de inclusion y exclusion
decidimos escoger 1 articulo. Por otra parte, al buscar la palabra clave “obesity”
obtuvimos 2.790.000. En este caso escogimos 1 articulo. Ademas, realizamos la busqueda
de la palabra “inflammation” obteniendo 4.080.000 resultados. Tras la aplicacion de los
filtros seleccionamos 1 articulo. Por tltimo, se busco el concepto “intermittent fasting”

escogiendo finalmente 1 articulo.

Ademas, realizamos otras busquedas en la base de datos Pubmed, en este caso las
palabras claves fueron: “systemic inflammation”, “diabetes”, “inflammation”, “obesity”,
“macrophages”, “cytokine”, “intermittent fasting”, ‘“caloric restriction”, “innate
immunity”. Al insertar la palabra “inflammation” resultan 757.099 articulos, de los que
escogimos 7 articulos. En segundo lugar, se buscaron los términos ‘“systemic
inflammation” resultando 66.869 articulos, aplicando los filtros pertinentes seleccionamos
1 articulo. También introdujimos en la barra de biisqueda la palabra “diabetes” obteniendo
3.330.000 resultados totales, al aplicar los criterios de inclusion y exclusion se escogieron
8 articulos. Por otra parte, se busco la palabra “obesity” resultando 2.790.000 resultados,
seleccionando 7 articulos. La siguiente basqueda fue insertando el término
“macrophages”, se obtuvieron 320.325 resultados, finalmente se escogieron 3 articulos.
Ademas de esto, se busco el término “cytokine” resultando 823.196 resultados totales,
finalmente se escogio6 1 articulo. Otra biisqueda fue con el término “intermittent fasting”
obteniendo 120.990 articulos de los cuales se seleccionaron 7 articulos. También se
buscaron los términos “caloric restriction” obteniendo 9.266 articulos, tras la aplicacion
de los filtros se selecciond 1 articulo. Por tltimo, se introdujo la palabra “connective
tissue” obteniendo un total de 395.451 resultados, de los cuales se selecciond 1 solo
articulo, y con “POLICE” habia 26.048 articulos totales de los cuales se escogio 1.

La Gltima base de datos consultada fue ScienceDirect, de esta seleccionamos 1 articulo

bajo la palabra clave “obesity”.
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6.2. Resultados de la experimental

El ayuno de 24 horas mejora la inmunidad innata en un modelo de inflamacion aguda

en ratén (Air Pouch)

Para investigar el papel del ayuno en la modulacion de la inmunidad innata en ratones

empleamos el modelo de inflamacién aguda inducida por Zymosan A (Air Pouch).

Nuestro objetivo era el estudio de la migracion de monocitos y neutrofilos al foco
inflamatorio en este modelo mediante el uso de la citometria de flujo. Para ello, dado que
las poblaciones co-expresan diversos marcadores que complican su diferenciacion,
empleamos la caracterizacion mediante tamafo celular (Forward-Scatter, FSC) y
expresion del receptor adrenérgico a2B, estudiando las células migradas en exudados de
ratones sometidos al protocolo explicado en material y métodos para el modelo de air

pouch.

Nuestros resultados muestran que los macrdéfagos son células de mayor tamafio y
mayor expresion de a2B (Fig 1A). Esto nos permitio definir las ventanas de deteccion por
tamafo (FSC) y complejidad (SSC) que fueron utilizadas para nuestro estudio (Fig. 1B).
Nuestros resultados indican que el ayuno de 24 horas induce un aumento tanto en la
migracion de monocitos (Fig 1C. WT 73,2 x10° +14,5 vs. Ayuno 161.8 x10° £16.2; *p
<0.05), como de neutrofilos (Fig 1D. WT 4.8 x10° +0.5 vs. Ayuno 7.5 x10° +0.6; *p
<0.05) al foco inflamatorio tras 4 horas de la inyeccién del quimioatrayente (Zymosan A).
Estos datos muestran que el ayuno de 24 horas promueve, en este modelo de inflamacion
aguda en ratones, un incremento en la migracion de monocitos y neutréfilos del 221% y

del 156%, respectivamente.
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Figura 1
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Figura 1. Migracion de neutrofilos y macrofagos

Caracterizacion de macrofagos y neutrofilos por tamafio y expresion de receptor
adrenérgico a.2B en el modelo de inflamacion “air pouch” por citometria de flujo. Datos
expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia (A.U.) (A) Determinacion de las
ventanas de deteccion de neutréfilos y macréfagos para su separacion por tamafio (FSC)
y complejidad (SSC) celular (B) Migracion de macrofagos al foco inflamatorio en el
modelo de inflamacion “air pouch” en ratones alimentados ad libitum (WT) y sometidos
a ayuno de 24 horas (Ayuno) (C) Migracion de neutréfilos al foco inflamatorio en el
modelo de inflamacion “air pouch” en ratones alimentados ad libitum (WT) y sometidos

a ayuno de 24 horas (Ayuno).

7.Discusion

El presente trabajo tenia como objetivo el estudio del grado de inflamacion en sujetos
sometidos a ayuno. Nuestros resultados experimentales obtenidos por un modelo murino
de inflamacion aguda indican que el ayuno de 24h mejora la inmunidad innata en ratones,
favoreciendo una mayor migracion de monocitos y neutréfilos hacia el foco inflamatorio.
Esto supone una evidencia mas que establece la relacion entre el ayuno intermitente y los

cambios que se producen en la inflamacion @4,

El modelo de inflamacién aguda de “air pouch” con Zymosan A simula una
inflamacion aguda y evalUa en nuestro caso la respuesta inmune innata, ya que se recogen
los datos a las 4 horas tras la inoculaciéon del quimioatrayente. EI Zymosan A es un
polisacarido que se extrae de Saccharomyces cerevisiae y que ha servido como un modelo
para el reconocimiento de microbios por el sistema inmune innato por mas de 70 afos,
pero también se ha establecido como modelo para el estudio de la inflamacion articular®.
Su contacto directo con macréfagos dispara la produccién de citoquinas pro-inflamatorias
desencadenando la respuesta inmune innata®®. La deficiente migracion de macrofagos y

neutrofilos en ratones alimentados ad libitum apoya que la obesidad sea un factor de riesgo
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para diferentes tipos de infecciones como son las quirdrgicas, nosocomiales, infecciones
de la piel o periodontitis ®V, apoya datos que indican que la obesidad es un factor de
empeoramiento una vez hemos sido infectados, como ocurre en el virus de la gripe o el
propio SARS-CoV-2 ©25%, Pero también indica que la hiperglucemia y la obesidad
podrian ser un factor de retraso en la recuperacion de lesiones. De hecho, la diabetes se ha
relacionado con la enfermedad del manguito rotador y la capsulitis adhesiva®®, afecciones
donde se han encontrado mayor rigidez e inflamacion. Ademas, investigadores
encontraron que ratones obesos tardaban mas tiempo en recuperarse de una fractura 6sea
%), Nuestros datos sugieren que el ayuno de 24 horas mejora la respuesta inmune innata
a una inflamacion aguda, pero es necesario realizar mas experimentos para estudiar el

impacto que tiene en la recuperacién de lesiones.

Esto pone de manifiesto que es de suma importancia determinar y controlar ciertos
factores que pueden determinar la salud general del paciente, como la dieta®™ que puede
influir la expresién y la secrecion de estos biomarcadores en diferentes tejidos, lo que
afecta al estado inflamatorio®®, alteraciones del suefio®®, obesidad u otras condiciones
que puedan ser un determinante ya que todo esto tiene influencia en la inflamacion de bajo
grado, y por consiguiente, en el tratamiento de fisioterapia. Ademas, seria interesante
controlar los datos antropométricos del paciente, puesto que influye en la aparicion o
incremento de la inflamacion de bajo grado. Por esto, seria interesante abordar al paciente
desde un punto de vista holistico y no solo centrarnos en el tratamiento de una zona
concreta. En el caso de una tendinopatia, por ejemplo, del miembro inferior, es interesante
tener en cuenta los datos antropométricos para realizar un abordaje mas eficaz. Si sabemos
que la obesidad y el sobrepeso producen resistencias en la migracion de los macréfagos y
neutréfilos al foco inflamatorio seria interesante conocer los niveles de masa grasa del

paciente y abordar este aspecto, es decir, centrarnos en la salud general del paciente.

Por otra parte, a la hora de realizar el tratamiento, el ejercicio y, por consiguiente, el
movimiento, es una herramienta fundamental para mejorar la vascularizacién y responder

a la inflamacion.
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Ademaés, cabe destacar que las neuronas mediadoras del hambre suprimen el dolor
inflamatorio a largo plazo. Alhadeff y colaboradores demostraron, privando a ratones de
alimento durante 24 h, que la respuesta al dolor inflamatorio a largo plazo (relacionado
con enfermedades crénicas) y la recuperacion de lesiones se reducia en comparacion a los

ratones que no se habian privado de alimento®®.

Con esto indicamos que seria interesante controlar dichos factores para optimizar los
resultados en el tratamiento, asi como el intervalo de tiempo entre ingestas de comida con
el momento de realizar el tratamiento de fisioterapia. Se ha demostrado que varios
componentes del sistema inmunoldgico innato (adipocitos, macréfagos...) responden a
una elevacion aguda postprandial. Esto nos indicara que después de la ingesta de comida

tendria lugar una inflamacion aguda®®.

Sin embargo, no se halla ningun articulo que corrobore la aplicacion de las distintas
técnicas de fisioterapia y su influencia con la inflamacion de bajo grado, por lo que
consideramos que aun hay mucho que investigar en esta linea de estudio. Es por ello que
planteamos un proyecto de estudio comparativo entre dos grupos de personas con
sobrepeso, para demostrar cambios en los marcadores inflamatorios tras la aplicacién de
fisioterapia. Controlando estos parametros podriamos incluso llegar a disminuir la
aparicion de enfermedades y recidiva en patologias de base. Todo ello seria méas facil si
la poblacion tuviera conocimientos de sus propias patologias, y esta tarea es
responsabilidad de nosotros como sanitarios, la educacion en salud.

7.1 Limitaciones del estudio:

o El tiempo de ayuno en ratones es mayor que en personas, “tienen un periodo de
ayuno diario de hasta 20 horas, durante el cual ocurre la cetogénesis” (19

o El experimento solo pudo realizarse una vez debido a la irrupcion de la pandemia
por el virus SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19, que ha establecido el

confinamiento general en nuestro pais desde el dia 14 de marzo.
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o No se ha podido confrontar si el ayuno beneficia el tratamiento fisioterapico en
patologias inflamatorias, aunque dado los resultados en la experimentacién animal seria

interesante realizarlo en humanos junto a la aplicacion de técnicas de fisioterapia.

8. Conclusiones

Las evidencias de investigacion basica en fisioterapia son insuficientes. También las
evidencias en el uso de modelos de experimentacion en fisioterapia.
El ayuno aumenta la migracién de neutréfilos y macréfagos al foco inflamatorio segin

el modelo estudiado.
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10.ANEXOS

Indice de Figuras:

Figura 2. Diagrama de flujo

BUSQUEDA

OBESITY

RESULTADOS
TOTALES:
358.300

RESULTADOS
TOTALES:

CRITERIOS

< DE

INCL/EXC

2.790.000

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

lIELAMMATION,

RESULTADOS
TOTALES:
714.014

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS
TOTALES:
1.028.416

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS
SELECCIONADOS: SELECCIONADOS: SELECCIONADOS: SELECCIONADOS:
7 il 11 4

DIABETES

RESULTADOS
TOTALES:
757.099

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
9

SYSTEMIC
AMMATIO

RESULTADOS
TOTALES:
66.869

CRITERIOS
< DE

INCL/EXC

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
2

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
2

RESULTADOS RESULTADOS
TOTALES: TOTALES:
3.210.000 320.325

MACROPHAGE

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

mo  mm ome e e

RESULTADOS

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
4

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
1

CYTOKINES

RESULTADOS RESULTADOS
TOTALES: TOTALES: TOTALES:
277.959 823.196 526.017

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS

RESULTADOS
SELECCIONADOS:
2

SELECCIONADOS:
1

32



INTERMITTENT

RESULTADOS

RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS
TOTALES: TOTALES: TOTALES: TOTALES:
CRITERIOS 120.990 8.621 9.266
D

INCL/EXC

CRITERIOS CRITERIOS

CRITERIOS

CRITERIOS

DE DE DE
RESULTADOS INCL/EXC INCL/EXC INCL/EXC
SELECCIONADOS:
‘1
RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS
SELECCIONADOS: SELECCIONADOS: SELECCIONADOS: SELECCIONADOS:
9 2 7] 1

CONNECTIVE

CRITERIOS
DE
INCL/EXC

RESULTADOS
'SELECCIONADOS:
1

Indice de tablas:
Tabla 1. Diagrama de Gantt

Blsqueda bibliografica Octubre Febrero
Experimentacion Animal Enero  Marzo

Revision de la busquedaMarzo  Mayo



