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1. RESUMEN
La diabetes mellitus tipo 2 y la resistencia a la insulina son condiciones de alta

incidencia en México. Se dice que la resistencia a la insulina participa de la
fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2, por lo tanto, es la antesala al desarrollo
de esta enfermedad.

Los metabolitos derivados de la microbiota intestinal como los acidos grasos de
cadena corta y aminoacidos, modifican su perfil durante la progresiéon de ambas
enfermedades en diversas poblaciones. No obstante, el conocimiento de la relacion
de los metabolitos con el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la
insulina en la poblacién mexicana es escaso.

Por tal razon, se realizdé un estudio clinico descriptivo que se llevd a cabo en el
Hospital Antiguo Civil de Guadalajara. Se tomaron muestras de un total de 48
participantes con resistencia a la insulina, diabetes y un grupo de control (n = 16 en
cada grupo). Se evaluaron medidas antropométricas, bioquimicas y mediante la
técnica de HPLC se llevd a cabo la cuantificacion de aminoacidos y los acidos
grasos de cadena corta fecales.

El grupo control se clasificé con sobrepeso y los grupos de resistencia a la insulina
y diabetes mellitus tipo 2, presentaron obesidad clase I. Todos los participantes
consumian un aporte cal6rico mayor a lo establecido, siendo los carbohidratos
simples los mas consumidos. Ademas, la concentracion de creatinina en el grupo
con diabetes mellitus fue mucho menor, lo que se relacioné con una pérdida de
masa muscular lo que posiblemente se le atribuye a la resistencia a la insulina.

El grupo diabético y el grupo insulinoresistente presentaron valores fecales
elevados de valina e isoleucina (aminoacidos de cadena ramificada), los cuales se
correlacionaron positivamente con la progresion de ambas condiciones. El acido
acético y propidénico mostraron una concentracibn mayor en las personas que
padecen resistencia a la insulina, lo que sefalaria una progresion a diabetes
mellitus.

Se encontro una fuerte correlacion entre alanina y HOMA (r = 0.5416) y entre

fenilalanina y HOMA (r = 0.4258). Otras correlaciones interesantes fueron entre
11



alanina y glucosa (r = 0.5854) e isoleucina y glucosa (r = 0.5008). Los &cidos grasos
de cadena corta no mostraron un papel relevante en este estudio. Solo el acido
acético tuvo una correlacion positiva con la circunferencia de cintura (r=0.4333),
mientras que el acido propidénico mostré una correlacién negativa con HDL (r=-
0.4967). El acido acético y propidnico se correlacionan con los aminoécidos de
cadena ramificada (acido acético-valina, r=0.5288 y acido propionico-isoleucina, r=-
0.4712), lo que se puede asociar con un evento cardiometabdlico.

En conclusion, la alanina y la fenilalanina pueden ayudar a predecir el desarrollo de
las enfermedades en la poblacion mexicana de la zona occidente. Finalmente, los
aminodcidos y el &cido acético y propiénico fecales pueden ser un factor preventivo
para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en la poblacibn mexicana de la zona

occidente.
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2. INTRODUCCION
La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad que se caracteriza por un

incremento de glucosa en sangre (Defronzo, 2009). Esta enfermedad ha generado
bastante importancia debido a que ha tenido un aumento en su prevalencia; y para
en el caso particular de México, la diabetes se ha situado como la primera causa de
muerte en el afio 2020 (ENSANUT, 2020; OMS, 2018).

A su vez, la resistencia a la insulina (RI) se define como la disminucion de la accion
de la insulina a nivel celular, lo que produce alteraciones en el metabolismo
glucidico, lipidico y proteico; en este estado el pancreas aumenta la secrecion de
insulina produciendo un estado de hiperinsulinemia compensatorio (Pollak, 2016).
Se dice que la RI participa de la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2, por lo
tanto, es la antesala al desarrollo de DMT2.

La causas de estas alteraciones depende de varios factores entre los que se
encuentran: falla de las células a y B del pancreas, asi como en la alteracion de los
tejidos adiposo, muscular y hepéatico; también se ha visto una disminucion de
hormonas de saciedad en respuesta a la ingesta de alimentos en el intestino que
llegan a afectar al cerebro (Defronzo, 2009). No obstante, otro factor relacionado
con estas enfermedades es la microbiota intestinal (MI). El término microbiota
intestinal se refiere a la comunidad de microorganismos vivos residentes en el tracto
gastrointestinal (Icaza-Chéavez, 2013).

Existe evidencia cientifica que indica que durante fisiopatologia de DMT2 y RI existe
una modificacién en la diversidad de la M, esto se llama disbiosis (Icaza-Chavez,
2013). Durante esta modificacibn se ha observado un incremento en el filo
bacteriano Firmicutes y una disminucién del filo Bacteroidetes, ademas se ha
reportado que las bacterias gramnegativas estan involucradas en la generacion de
resistencia a la insulina a través la liberacion de moléculas proinflamatorias.
Igualmente se han implicado los metabolitos generados por la MI, por ejemplo, en
los acidos grasos de cadena corta (AGCC), se ha reportado que los pacientes con
diabetes tipo 2 tienen menos bacterias productoras de butirato (Roseburia y

Faecalibacterium prausnitzii) (Karlsson et al., 2013; Org et al., 2017; Qin et al., 2012;
13



Udayappan et al., 2017), esto es importante pues el propionato y el butirato reducen
la expresion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 en tejido adiposo
humano, las cuales se han reportados que también pueden generar resistencia a la
insulina (Roelofsen et al., 2010). Asimismo, los aminoacidos de cadena ramificada,
otros de los metabolitos de la MI, activan la via de sefializacion diana en mamiferos
del complejo 1 de rapamicina (MTORC1), lo que conduce a la inhibicion del
transporte de glucosa en tejidos sensibles a la insulina y conduce a la fosforilacion
de serina del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS -1) (Lynch & Adams,
2014)(Newgard et al., 2009) y asi ser otro factor que participa en el desarrollo de
esta enfermedad (Krebs et al., 2007; Lynch & Adams, 2014; Pedersen et al., 2016).
Lo expuesto anteriormente indica que los metabolitos de la Ml pueden ser una
alternativa para evitar el desarrollo de la DMT2, actuando en la etapa de RI. Por lo
tanto, es importante identificar la modificacion de estos metabolitos durante la
resistencia a la insulina.

Sin embargo, la diversidad de la Ml y sus metabolitos varia segun el tipo de
poblacién, alimentacion, edad y zona geogréfica(lcaza-Chavez, 2013), es por ello,
gue en este trabajo se pretende conocer la diversidad de los metabolitos generados
por la Ml en la poblacion mexicana; igualmente se pretenden obtener correlaciones
entre los parametros bioquimicos, antropométricos y la dieta de la poblacién

mexicana.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Diabetes mellitus
La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de

caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, y que se caracteriza por
hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en la produccién o accion de la insulina
(NOM-015-SSA2-2010, 2010).
Se conocen 2 tipos de diabetes:
e Diabetes tipo 1: en este tipo de diabetes existe la destruccion de células 3
del pancreas, generalmente con deficiencia absoluta de insulina.
e Diabetes tipo 2: se presenta resistencia a la insulina y en forma
concomitante una deficiencia en su produccién puede ser absoluta o relativa.
De toda la poblacion diabética el 85-95% de los casos corresponde a la
diabetes tipo 2 (NOM-015-SSA2-2010, 2010).
La diabetes puede ser diagnosticada con base en los niveles de glucosa en sangre
en plasma o mediante una prueba de glucosa en plasma 2 horas después de haber
recibido 75 g de glucosa via oral o con una prueba de hemoglobina glucosilada
(HbA1C). Los datos se muestran a continuacion:

Cuadro 1. Criterios de diagnéstico(Diabetes & American Diabetes Association, 2009).

CRITERIOS DIAGNOSTICO PARA DIABETES

e Glucosa en ayuno = 126 mg/dL (no haber tenido ingesta calérica en las
ultimas 8 horas).

e Glucosa plasmatica a las 2 horas 2200 mg/dL durante una prueba oral de
tolerancia a la glucosa. La prueba debe ser realizada con una carga de 75
g de glucosa anhidra disuelta en agua.

e Hemoglobina glicosilada (HbA1C) = 6.5%. Esta prueba debe realizarse en

laboratorios certificados de acuerdo con los estandares A1C.
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e Paciente con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglucémica

con una glucosa al azar 2 200 mg/dL.

Es importante tomar en cuenta la edad, raza/etnia y la presencia de anemia o de
alguna hemoglobinopatia cuando se usa la HbA1C para diagnosticar diabetes

(American Diabetes Association, 2016).

3.2 Prevalencia de diabetes a nivel mundial
De acuerdo con el Informe mundial sobre la diabetes existen 442 millones de

adultos, es decir, una de cada 11 personas la padece, y ésta cifra va en aumento
afio tras afo; lo que provoca complicaciones en muchas partes del cuerpo e

incrementa el riesgo de muerte prematura (Health World Organization, 2017).

3.3 Prevalencia de diabetes en México
La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) (ENSANUT, 2020) exploro

el estado de la prevalencia de diabetes en México, y ésta paso de 9.4% en 2018 a
15.6% en 2020. Entre esta poblacion:

e Las mujeres presentan mayores valores de diabetes (10.3%) que los
hombres (8.4%). Esta tendencia se observa tanto en localidades urbanas
(10.5% en mujeres y 8.2% en hombres) como en rurales (9.5% en mujeres,
8.9% en hombres).

e La mayor prevalencia de diabetes se observa entre los hombres de 60 a 69
afnos (27.7%), y las mujeres de este mismo rango de edad (32.7%) y de 70 a
79 afios (29.8%).

Como ya se menciond, la diabetes es uno de los trastornos con mayor indice de
mortalidad, pues el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) indica que,
de los 665 mil 688 fallecimientos ocurridos en el 2015, 98 mil 521 (15%) fueron a
causa de la diabetes, lo que la posiciona como la principal causa de muerte en el
pais (OMS, 2018).

La diabetes mellitus es una enfermedad con un impacto significativo en el sistema

de salud y la economia mexicanos.
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3.4 Resistenciaalainsulina
La insulina es una hormona anabdlica, es decir, permite disponer a las células del

aporte necesario de glucosa para los procesos de sintesis con gasto de energia.
Ademas, es una de las hormonas que se sintetizan en los islotes Langerhans de las

células beta del pancreas (American Diabetes Association, 2016).

En condiciones normales, una vez que la insulina pasa al tejido circulante, llega a
sus receptores en células del tejido adiposo y muscular (conociéndose como los
organos blanco de ésta hormona), genera una serie de reacciones que terminan
con la traslocacion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) a la membrana y
con esto, la glucosa puede entrar a estos érganos. No obstante, se dice que existe
resistencia a la insulina cuando los efectos de la hormona disminuyen, debido a la
calidad y cantidad de ésta misma o al comportamiento de sus receptores (Fernando
Carrasco et al., 2013). Lo anterior se debe a que una caracteristica de la obesidad
que comparte con la DMT2 es el estado proinflamatorio, donde se eleva la
produccion de citocinas como IL-6, IL-1 y el factor de crecimiento tumoral a (TNF-
a), y finalmente, éstos pueden fosforilar al receptor de insulina en otros residuos de
aminoacidos, lo que provoca que éste ya no sea reconocido por la insulina
(Hotamisligil, 2006).
3.5 Definicion de Microbiota Intestinal

El término microbiota intestinal (MI) hace referencia a la comunidad de
microorganismos y metabolitos que se encuentran en el tracto digestivo del ser
humano, en especial el intestino grueso tiene un gradiente creciente de
microrganismos debido a sus condiciones fisioldgicas como el flujo lento y un pH
(oscila entre neutro y ligeramente acido). La microbiota intestinal es una de las
comunidades mas densamente pobladas, la cifra de microorganismos es de 10%?-
10%4; y la taxonomia de clasificacion abarca filos, clases, 6rdenes, familias, géneros
y especies. Los filos que conforman la microbiota son Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, en particular, los

filos Firmicutes y Bacteroidetes representan el 90% de la Ml (Icaza-Chavez, 2013).
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Es importante destacar que la composicion de la microbiota intestinal es
multifactorial, algunos de los factores son: edad, sexo, consumo de medicamentos,
area geografica, estilo de vida y dieta. Asimismo, la microbiota ofrece muchos
beneficios al hospedero, a través de diversas funciones fisioldgicas tales como el
fortalecimiento de la integridad intestinal, obtencién de energia, proteccion contra
los patdégenos y la regulacion de la inmunidad del huésped; sin embargo, a las
alteraciones en la diversidad de la microbiota intestinal y la respuesta adversa del
hospedero se le ha denominado disbiosis (Icaza-Chavez, 2013).

De igual manera, la pérdida de la diversidad microbiana forma parte de la disbiosis
y esta pérdida lleva consigo la disminucion de microorganismos que son
beneficiosos para el hospedero (Mahowald et al., 2009; Mullin, 2010). Tal es el caso
de un estudio donde se compararon dos dietas, una dieta baja en grasa y la otra
con alta consumo en fibra, el resultado indicé que hubo una mayor diversidad de la
MI en la dieta alta en fibra en comparacion con la dieta rica en grasa (Claesson et
al.,, 2012). Adicionalmente, en otro estudio compararon nifios italianos que
consumian una dieta occidental y se comparé con nifios africanos que consumian
una dieta deficiente, se observaron diferencias en la microbiota intestinal entre estos
dos grupos; y se concluyd que la microbiota intestinal coevoluciona con la dieta
consumida, pues los nifios africanos pueden maximizar el consumo de energia de
las fibras en comparacion con los nifios italianos que consumen una dieta occidental
(De Filippo et al., 2010).

Asimismo, otros estudios han demostrado que la composicion de la microbiota
intestinal en individuos sanos es diferente a la Ml de la de individuos con
enfermedades metabolicas (Carding et al., 2015) como resistencia a la insulina y
diabetes mellitus tipo 2, lo que indica que existe relacion entre la Ml disbidtica y las

enfermedades metabdlicas que se enlistan en la siguiente seccion.

3.5.1 Relacion de la Ml con Rl'y DMT2
Una de las primeras evidencias publicadas en ratones gnotobiontes sugiere que la

microbiota intestinal podria contribuir a alteraciones en el metabolismo de la

glucosa, pues se observo una correlacion en el contenido de grasa corporal y
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resistencia a la insulina (Backhed et al., 2004). Otro de los primeros trabajos
realizados en personas con diabetes mellitus tipo 2 en comparacion con sanas, se
observo que el filo Firmicutes aumenta su abundancia relativa en las personas con
DMT2 y el filo Bacteroidetes disminuye (Larsen et al., 2010). Posteriormente, varios
estudios han investigado el papel de la microbiota intestinal humana en la DMT2,
los estudios méas completos utilizaron la secuenciacion metagendmica en individuos
chinos (Qin et al.,, 2012) y suecos (Karlsson et al., 2013), y ambos estudios
establecieron que se correlacionaba el diagnostico de DMT2 con una microbiota
intestinal de tipo disbidtico diverso para ambas poblaciones. A pesar de las
discrepancias entre los dos estudios, debido a las diferencias en el origen étnico,
dieta y la ingesta de medicamentos, ambos estudios informaron que los pacientes
con diabetes tipo 2 tenian menos bacterias productoras de butirato (especies de
Roseburia y Faecalibacterium prausnitzii), esta MI disbiética provocaba una
induccion de inflamacién de bajo grado, alteraciones de la homeostasis energética
y del metabolismo de la glucosa. Otro mecanismo que se asociado con la Ml
disbidtica y estas enfermedades, es a través de la endotoxemia, presencia de
endotoxinas en torrente sanguineo; esto es debido a que las bacterias gram-
negativas contienen lipopolisacarido (LPS) que forman parte de su membrana
externa que desencadenan el estado subclinico de inflamacién, que es un rasgo
caracteristico de la diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad. Hay estudios tanto en
modelos animales como en humanos que han demostrado que una dieta rica en
grasa puede modular la microbiota intestinal y aumentar los niveles circulantes de
LPS, probablemente por el aumento de la permeabilidad intestinal (Cani et al., 2007;
Erridge et al., 2007). Como parte del sistema inmunoldgico, los receptores tipo Toll
(TLR) reconocen estas moléculas microbianas y activan el sistema inmunitario
innato, en este sentido, el LPS se une y activa al complejo TLR que a su vez
promueve las vias proinflamatorias que generan la fosforilacion de treonina/serina
en el receptor de insulina y con esto se genera la resistencia a la insulina y

posteriormente se desarrolla la DMT2 (Rabot et al., 2010).
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Por otra parte, la concentraciéon de Clostridium coccoides aumentd en personas que
presentaban obesidad e intolerancia a la glucosa. Ademas, se ha informado que
una dieta alta en grasas disminuye la abundancia relativa de bacterias probioticas
como Lactobacillus; sin embargo, aumenta la abundancia de C. coccoides, lo que
se relaciona con aumento de peso, inflamacion sistémica y alteraciones metabdlicas
(Barcenilla et al., 2000).

Por otro lado, Ralstonia pickettii y Bilophila wadsworthia son microorganismos
correlacionados con la resistencia a la insulina en la poblacion europea (Udayappan
et al.,, 2017). Ralstonia pickettii es un microorganismo que se ha relacionado
recientemente con la modificacion de la diversidad microbiana en algunas
enfermedades crénicas degenerativas humanas, como la intolerancia a la glucosa
y la resistencia a la insulina. Al mismo tiempo, también se han realizado estudios en
ratones tratados con R. pickettii, que muestran un aumento en los niveles circulantes
de LPS. El mecanismo subyacente no se ha dilucidado, pero podria estar mediado
por células inmunitarias como las células linfoides innatas; sin embargo, el principal
mecanismo relacionado con la resistencia a la insulina podria ser el aumento de la
permeabilidad intestinal, lo que lleva a un aumento de la translocacién bacteriana
(Tejera et al., 2016).

Otra investigacion indica que Bilophila wadsworthia aumenta positivamente con el
indice de Masa Corporal (IMC) en pacientes con resistencia a la insulina, no
obstante, otro estudio realizado en ratones indic6 que la abundancia de B.
wadsworthia aumenta con una dieta alta en grasas (HFD). El mecanismo
subyacente es a través de la estimulacién del receptor TLR4. La sefalizaciéon de
TLR4 induce varios tipos de respuestas en el cuerpo, como la produccion de
citocinas proinflamatorias; y, por tanto, podria causar RI (Natividad et al., 2018).
Una investigacion llevada a cabo en México indica que existe un cambio en la
concentracion de Bacteroides fragilis. Sin embargo, el aumento en la abundancia
de B. fragilis en personas con resistencia a la insulina puede ser contradictorio, ya

que otros informes consideraron a B. fragilis como una bacteria comensal que
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facilita la diferenciacion de células T reguladoras y la produccién de interleucina-10
mediada por el polisacarido A, que promueve una respuesta de regulacion de los
linfocitos T (J.L. et al., 2010). Recientemente, otro estudio indicd que la disminucién
en la abundancia de B. fragilis en el intestino aumenta la sensibilidad a la insulina
debido a que aumentan los antagonistas del receptor farnesoide X (FXR). Los FXR
son receptores que regulan la transcripcion de genes implicados en la homeostasis
de sales biliares y glucosa empleando mecanismos clasicos de transactivacion; en
otras palabras, los FXR promueven la captacion de glucosa (Sun et al., 2018).

Los metabolitos sintetizados por la MI, son cualquier sustancia sintetizada durante
las reacciones metabdlicas producidas por los microrganismos, también se puede
modificar el patron de los metabolitos si existe disbiosis (Khan et al., 2019). En las
secciones posteriores, se indicaran los metabolitos mas importantes asociados al

desarrollo de la disbiosis intestinal.

3.5.2 Relacién de la Ml con &cidos grasos de cadena corta
Los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) son acidos monocarboxilicos con una

cadena de uno a seis &tomos de carbono saturados. Se sintetizan en el colon como
producto final de la fermentacién de polisacaridos complejos por las bacterias
intestinales del colon y entran en la circulacién sanguinea. Los principales AGCC
son el butirato, el acetato y el propionato, se encuentran en un coeficiente de 60:20:
20 (acetato: propionato: butirato) (Ros et al., 2011).

Aunque se indica que la funcién principal de los AGCC es como fuente de energia
de las células epiteliales intestinales; no obstante, la existencia de receptores
especificos de estos metabolitos en diversos tejidos sugiere funciones fisioldégicas
adicionales. Por ejemplo, los AGCC mejoran la salud intestinal a través de una serie
de efectos locales, que van desde el mantenimiento de la integridad de la barrera
intestinal, la produccién de moco y la proteccion contra la inflamacion, provocando
posibles efectos terapéuticos en trastornos metabdlicos como las DMT2 (Primec et
al., 2017).

Existe un estudio donde los AGCC actian como secretagogos de hormonas

intestinales, el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y el péptido YY (PYY),
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donde se produce una sensacion de saciedad a través del eje intestino-cerebro, asi,
se reduce la ingesta de alimentos, lo que previene el incremento del peso corporal
y por ende un paso preventivo para el desarrollo de DMT2 (Portincasa et al., 2022).
Los mecanismos exactos por los cuales los AGCC ejercen sus efectos no estan
claros, pero se unen a los receptores acoplados a proteinas G, GPR41 (FFAR3) y
GPR43 (FFAR2), que se expresan ampliamente en la mucosa intestinal, las células
inmunitarias, el higado y el tejido adiposo, y asi generar sus efectos benéficos
(Tolhurst et al., 2012).

Los estudios que relacionan a los AGCC y a la DMT2 son varios entre los que
destacan los efectos anti-inflamatorios, ya que se llega a una homeostasis entre la
supresion de compuestos proinflamatorios (TNF-a e IL-6) y la induccién de
citoquinas antiinflamatorias (Maslowski et al., 2009).

La principal fuente de energia del epitelio intestinal es el butirato, tiene un efecto
benéfico sobre la sensibilidad a la insulina y el balance de energia, se ha observado
gue la administracion de butirato a animales alimentados con una dieta alta en grasa
y fructosa reduce la expresion hepatica de TNF-a, IL-1B e IL-6, reduciendo asi la
esteatosis hepatica y la inflamacion(Khan & Jena, 2014). Por otro lado, también se
demostré que el butirato anula la secrecién de las citocinas proinflamatorias IL-12 y
TNF-a y aumenta la liberacién de la citocina antiinflamatoria IL-10 (SAEMANN et
al., 2000).

En el caso del propionato, este ha demostrado inhibir la expresién de citocinas
proinflamatoria in vitro (Nastasi et al., 2015). Asimismo, su administraciéon oral
aumenta el gasto de energia y la oxidacién de grasas (Chambers et al., 2018).
Ademas, en un estudio donde se trabajé con adipocitos primarios de rata, se
observo que la implementacion de acido propidnico y butirico inhiben lipogénesis de
novo basal y estimulada por insulina (Heimann et al., 2015). El &cido propidnico y
butirico tienen a un receptor comun, FFARS3, por lo tanto, ambos AGCC pueden
inducir hormonas intestinales y reducen la ingesta de alimentos; lo anterior, provoca

gue existe una mejor respuesta contra la resistencia a la insulina (Lin et al., 2012).
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Se ha demostrado que la suplementacion con acetato atenta el aumento de peso
asociado con una dieta alta en grasa en un modelo murino (Yamashita et al., 2007).
Varios estudios in vivo también han demostrado que el acetato puede inhibir la
lipdlisis en humanos. Por ejemplo, se demostr6é que el acetato administrado por via
intravenosa aguda disminuyo los niveles plasmaticos de acidos grasos libres en
individuos sanos e hiperinsulinémicos con obesidad (Fernandes et al., 2012). Por
otro lado, se ha observado que ratas alimentadas con una dieta alta en grasas
condujo al desarrollo de resistencia a la insulina y a su vez, se incrementaron los
niveles plasmaticos de acetato, lo cual concluyé que el microbioma era responsable
de la produccion de la mayor parte del acetato circulante durante el estado de

alimentacion (Trent & Blaser, 2016).

3.5.3 Relacion de la Ml con los aminoéacidos de cadena ramificada
Los aminoacidos como leucina (Leu), isoleucina (lle) y valina (Val) se denominan

aminoacidos de cadena ramificada (AACR); estos aminoacidos han generado
interés ya que se encuentran elevados en suero de personas con obesidad y
diabetes mellitus tipo 2 (Newgard et al., 2009).

La dieta alta en grasa en combinacion con la adicion de AACR es uno de los factores
gue influye en el desarrollo resistencia a la insulina y por consiguiente de diabetes;
el mecanismo de accion propuesto sefiala que los aminoacidos de cadena
ramificada interfieren con la sefalizacion de la insulina, a través de la estimulacion
de la molécula diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR), la cual es un
miembro de la familia de quinasas relacionadas con fosfatidilinositol 3-quinasa;
posteriormente, mMTOR estimula a la quinasa S6 que tiene la capacidad de fosforilar
en los residuos serina/treoninay finalmente, fosforilar al sustrato receptor de insulina
sobre residuos de serina y podria por lo tanto, interferir con la sefializacion de la
insulina (Krebs et al., 2007; Lynch & Adams, 2014).

En un trabajo de investigacién se indica que existe una relacién entre los AACRYy la
MI, debido a que el metaboloma sérico de individuos resistentes a la insulina se
correlaciona con un microbioma intestinal disbidtico que tiene un potencial

biosintético para estos aminoacidos y esta privado de genes que codifican
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transportadores internos bacterianos para estos mismos; posteriormente, se
identifico a Prevotella copri y Bacteroides vulgatus como las principales especies
gue impulsan la asociacion entre la biosintesis de AACR y la resistencia a la
insulina, y en ratones demostraron que P. copri puede inducir resistencia a la
insulina, agravar la intolerancia a la glucosa y aumentar los niveles circulantes de
estos aminoacidos (Pedersen et al., 2016).

Asimismo, en un estudio que involucr6 a humanos, 2422 individuos
normoglucémicos fueron seguidos durante 12 afios, 201 de los cuales desarrollaron
diabetes. Los amino&cidos, aminas y otros metabolitos se observaron inicialmente
y se usaron como linea de base usando espectrometria de masas en tandem de
cromatografia liquida. Isoleucina, leucina y valina exhibieron concentraciones mas
altas, mientras que los niveles se elevaron hasta 12 afios antes del desarrollo de
DMT2. Estas observaciones se correlacionaron con un aumento de cuatro veces en
el desarrollo de DMT2 (Wang et al., 2011).

Normalmente, los AACR se metabolizan en a-cetoacidos de cadena ramificada
(BCKA) mediante aminotransferasas de cadena ramificada (BCAT), que se
descarboxilan de manera irreversible por el complejo a-cetoacido deshidrogenasa
de cadena ramificada (BCKDH) (Lynch and Adams, 2014). Se ha demostrado que
los ratones db/db mostraron una disminucion de la actividad del complejo BCKDH y
un aumento de los niveles de BCKA. Estudios exhaustivos encontraron que los
BCKA podrian inducir el estrés oxidativo mitocondrial y la produccion de citocinas
en los macréfagos, lo que exacerbaria la inflamacién y el dafio organico en la DMT2
(Liu et al., 2021).
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION
La diabetes mellitus tipo 2 es un problema de salud prioritario en México, a pesar

de ello la etiologia de la enfermedad ha sido abordada solo desde la perspectiva
nutricional, endocrinolégica y metabdlica; recientemente, se han asociado los
cambios en la diversidad y variabilidad de la microbiota intestinal con el desarrollo
diversas enfermedades cronico-degenerativas. De manera importante, se ha
buscado la relacion entre la microbiota intestinal y sus metabolitos, en el desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2 en diferentes poblaciones, sin embargo, en México este
campo de investigacion ha sido poco explorado. Este estudio aborda la relacion que
tiene los metabolitos derivados de la Ml con el desarrollo de la DMT2 y RI.
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5. JUSTIFICACION
La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno crénico degenerativo y es una de las

principales causas de muerte en el pais, se han buscado estrategias que tengan
relacion con el desarrollo de la diabetes. En este sentido, se sabe que existe una
analogia disbidtica entre los metabolitos generados por la microbiota intestinal y el
desarrollo de diabetes mellitus; a pesar de conocer sobre esta analogia, la sintesis
de los metabolitos como aminoacidos de cadena ramificados y acidos grasos de
cadena corta depende de varios factores como la dieta, edad, género y zona
geografica. Esta relacion es diferente para los diversos grupos de estudio, y al no
conocerse la relacion de los pardmetros bioquimicos y antropométricos con los
metabolitos de la Ml de los pacientes mexicanos con DMT2 y RI de la zona

occidente, en este trabajo se plantea identificar esta correlacion.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe alguna relacion entre los perfiles de amino&cidos y acidos grasos de cadena
corta derivados de la microbiota intestinal con la resistencia a la insulina y diabetes

mellitus tipo 27?
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7. HIPOTESIS
Nula;

Los perfiles de aminoacidos y acidos grasos de cadena corta derivados de la
microbiota intestinal no presentan cambios significativos que se relacionen con el

estado de resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2.
Alternativa:
Los perfiles de aminoécidos y &cidos grasos de cadena corta derivados de la

microbiota intestinal presentan cambios significativos que se relacionan al estado

de resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2.
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8. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los perfiles de aminoacidos y acidos grasos de cadena corta derivados

de la microbiota intestinal de pacientes mexicanos con diabetes tipo 2 y pacientes

con resistencia a la insulina sin diabetes de la zona occidente.

8.1 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Obtener la muestra de estudio segun los criterios de inclusion y exclusion.

2. Caracterizar a los grupos de estudio conociendo sus pardmetros
bioguimicos, antropométricos y nutricionales.

3. ldentificar y cuantificar a los aminoacidos fecales de pacientes con diabetes
tipo 2, resistencia a la insulina y control.

4. ldentificar y cuantificar a los acidos grasos de cadena corta derivados de la
microbiota intestinal de pacientes con diabetes tipo 2, resistencia a la insulina
y control.

5. Correlacionar Rl y DMT2 con los parametros bioquimicos, antropométricos y

nutricionales con los metabolitos.

29



9. DISENO DEL ESTUDIO
Este estudio se clasificara: observacional, descriptivo y correlacional.
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10 DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

Reclutamiento de pacientes: Criterios
de inclusién y exclusion.
Antiguo hospital civil de Guadalajara
“Fray Antonio Alcalde”
Consulta externa del Servicio de
Medicina Interna y Endocrinologia

y ¥
Muestras Cuestionario Medidas
| nutricional antrobométricas
Suero Heces NutriCloud
Antiguo hospital civil de Centro de Investigacion y
Guadalajara “Fray Asistencia en Tecnologia
Antonio Alcalde” del Estado de Jalisco, A.C.
Quimica sanguinea Conservacion — 80°C
y
Division de grupos:
GD. GRIv GC
\ 4 \ 4
Aminoéacidos Acido acético, butirico
por HPLC. y propionico
Yu et al. 2017 HPLC.
Souza et al., 2011

I I
v

»  Analisis de Componentes principales
* Analisis multivariable
»  Correlaciones multiples

Correlaciéon de datos
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11 METODOLOGIA

11.1 MUESTRA, CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y
ELIMINACION

11.1.1 Sede del estudio
Se aprobo el presente protocolo de investigacidén ante el comité de ética del antiguo

Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” (Anexo 14.5) con el numero de
registro 037/19.

La captacion de los participantes se realizé en el Hospital Civil de Guadalajara “Fray
Antonio Alcalde” en el area de endocrinologia; se tomaron muestras de sangre en
tubo rojo vy lila, y las heces de cada uno de los participantes; y se llevé a cabo las
mediciones antropométricas, asi como la aplicacion de un cuestionario del consumo
en la frecuencia de alimentos.

El procesamiento de la bioquimica sanguinea se realiz6 en el laboratorio del
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”.

El procesamiento de la muestra de heces y de la cuantificacion de AGCC vy
aminodacidos ramificados se realizé en el Laboratorio de Digestion Ex vivo del Centro
de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C.
(CIATEJ), cuya direccién es Av. de los Normalistas 800, Colinas de La Normal,
44270 Guadalajara, Jal.

11.1.2 Tamafo de la muestra
Se realizé el calculo de tamafio de muestra por conveniencia de acuerdo con los

datos de pacientes recién diagnosticados que ingresaron al Antiguo Hospital Civil
de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”, se estima que el tamafio de la muestra fue

de 16 personas por cada grupo.

11.1.3 Criterios de inclusion
Para pacientes con diabetes mellitus tipo 2:

e Personas mexicanas diagnosticadas con diabetes tipo 2 de la zona occidente
que asistan a revision al Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”.

e Sin consumir ningun medicamento para la diabetes.

e Edad 45-65 afios.

Para pacientes con resistencia a la insulina:



Personas mexicanas diagnosticadas con resistencia a la insulina sin diabetes
de la zona occidente que asistieran a revision al Hospital Civil de Guadalajara
“Fray Antonio Alcalde”.

Con un homeostatic model assessment (HOMA) > 2.5.

Edad 45-65 afios.

Para poblacion control

Personas mexicanas sin diagnostico de DMT2 ni resistencia a la insulina, con
niveles de glucosa e insulina dentro de los limites establecidos, de la zona occidente
que acudan al Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”.

Edad 45-65 afnos.

11.1.4 Criterios de no inclusion
Diagnosticado con diabetes tipo 1.

Diagnosticado con anemia.

Diagnosticado con enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome diarreicos y
sindrome de colon irritante.

Que tenga alguna infeccién al momento de la toma de muestra.
Diagnosticado con algun tipo de cancer.

Uso de laxantes, corticoides, suplementos alimenticios o probidticos, en las
6 semanas previas al estudio.

Consumo de antibidticos.

11.1.5 Criterios de exclusioén

Quedé eliminado aquella persona que:

No se tuvo su informacién completa como parametro bioquimicos y medidas
antropomeétricas.

No contestaron el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.
Decidio abandonar de manera voluntaria formar parte del estudio y/o que

decida retirar sus muestras del estudio y/o consentimiento informado.

Las actividades realizadas con las personas que formaron parte del protocolo se

organizaron de la siguiente manera:
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B " p Diagndstico de Ia
4 Se toma muestra de sangre / persona para Rl y
'”” DT2

Se otorga el kit de toma ATy

Obtencion muestra
muestra de heces

de heces

Se realizaran la toma de
medidas antropométricas

Aplicacion de cuestionarios y
de frecuencia de consumo de
alimentos

11.2 VARIABLES DE ESTUDIO
11.2.1 Variables dependientes
La cantidad de AGCC y aminoéacidos ramificados de pacientes mexicanos

con diabetes mellitus tipo 2.
La cantidad de AGCC y aminoacidos ramificados de pacientes mexicanos

con resistencia a la insulina.

11.2.2 Variables independientes
Parametros bioquimicos de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Parametros bioquimicos de los pacientes con resistencia a la insulina.
Edad y género de los participantes.
Medidas antropométricas de los participantes.

11.2.3 Variable interviniente
Tiempo de diagndstico de las personas con diabetes mellitus tipo 2.

Dieta de los participantes.
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11.3 DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

VARIABLE OPERACIONALIZACION IN(F)(L3>$I'\EAIGICDISN
“Concentracién de AGCC y Cromatografia liquida de Cuantitatvo, ~  AACR
aminoacidos ramificados alta eficacia (HPLC) (pmoles) y AGCC (mM)
Parametros sanguineos Quimica sanguinea Cuantitativo (mg/dL)

Cuantitativo, peso (Q),
Medidas antropométricas  Bascula, cinta 'y plicometro  medidas (cm) y pliegues
(mm)
Cuestionario de frecuencia

Dieta de los participantes . Cualitativo
de alimentos

Edad Aplicacién de cuestionario Cualitativo
Género Aplicacién de cuestionario Cualitativo
Tiempo de diagnéstico Aplicacion de cuestionario Cualitativo

11.4 VALORACION DEL ESTADO NUTRICIO y DIETETICO
En cada una de las personas que formaron parte del estudio se les realizé las

siguientes mediciones antropométricas: peso, altura, circunferencia de cintura,
circunferencia de cadera, perimetro del brazo (Anexo 12.2). Asimismo, se realizo
una encuesta de frecuencia de consumo de alimentos validado para la poblacién

mexicana usando la herramienta Nutricloud (Anexo 12.3).

11.5 ESTUDIOS DE LOS METABOLITOS DE LA MI

11.5.1 Determinaciéon de los AGCC
Los acidos grasos de cadena corta se identificaron y cuantificaron mediante HPLC-

PDA-RI-FLR, marca WATERS, empleando las siguientes condiciones; columna
SHODEX KC-811 (8.0 x 300 mm), detector de indice de refraccion y NaH3PO4/H20
al 0.1 % como fase mdvil, a un flujo isocréatico de 1.0 mL/min con una temperatura
de 40° C en el detector y 35° C para la columna, tiempo de corrida de 20 minutos,
alicuotas de 1 mL y volumen de inyeccion de 5 L. Para la curva se realizaron
diluciones de cada uno de los stocks de AGCC a concentraciones de 8, 16, 40, 80,
160 y 400 mM para posteriormente preparar los mix con concentracion final de 0.5
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mM hasta 25mM. Los estandares fueron marca Sigma Aldrich, &cido acético,
namero de registro CAS 64-19-7; acido butirico, nimero de registro CAS 107-92-6
y acido propiénico, numero de registro CAS 79-09-4. El acido lactico se proporciono
ya en una disolucion (Souza, 2011).

11.5.2 Determinacion de aminoacidos ramificados
Se llevo a cabo la derivatizacion de los estandares y de las muestras de heces

segun el Water AccQ-Fluor Reagent Kit para su deteccion mediante fluorescencia.
Posteriormente, los aminoacidos se identificaron y cuantificaron mediante HPLC-
FLR, marca WATERS, empleando las siguientes condiciones; columna ACCQ TAG
AMINOACIDS DERIVATIZATE, detector fluorescencia, y eluente A y B marca
Aqutaq Ultra. Flujo 1 mL/min con una temperatura de 40° C en el detector y 50° C
para la columna, tiempo de corrida de 50 minutos, alicuotas de 1 mL y volumen de
inyeccion de 10 uL. Para la curva se realizaron diluciones de cada uno de los stocks
de aminoacidos a concentraciones de 5 hasta 100 pmoles. Los estandares
utilizados son una mezcla con 20 aminoacidos tanto esenciales y no esenciales (Yu
et al., 2017).

11.6 ANALISIS ESTADISTICO
Las pruebas de normalidad realizadas fueron D Angostino-Pearson y Shapiro-

Wiilksse usando el software Prism Graph Pad. Se us6 ANOVA o Kruskal-Wallis,
para diferencias entre medias. Comparacion de medias se us6 Tuckey y Dunn’s,

segun sea el caso.

Los resultados se expresan como la mediana (cuartil 1, cuartil 3) 6 media *
desviacidn estandar; segun corresponda (n=16). * indican diferencia estadistica (p
< 0.05) entre los grupos comparados con el control GC (prueba de t student o Mann
Whitney, segun la naturaleza de las muestras). La elaboracion de los analisis y
graficos de los componentes principales se llevdo a cabo con el software

Statgraphics. Los heatmaps se llevaron a cabo en el software Prism Graph Pad.
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12 ASPECTOS ETICOS

12.1 Clasificaciéon de la investigacion
I. Investigacion sin riesgo

Il. Investigacion con riesgo minimo X

lll. Investigacion con riesgo mayor al minimo

12.2 Riegos previsibles
Este tipo de estudios se considero el riesgo a través de examenes comunes, en el

caso, de la toma de muestra sanguinea un riesgo previsible fue la aparicion de un
hematoma (NOM-253-SSA1-2012, 2012).

12.3 Confidencialidad y manejo de la informacion
Los datos personales de las personas que formaron parte de la investigacion se

usaran con caracter confidencial y no se transmitieron electronicamente, solamente
el equipo de investigacion pudo tener acceso a los documentos. A cada persona se
le indico el uso y destino de sus datos mediante el Consentimiento Informado
(Anexo 12.1). Ademas, este protocolo de investigacion se apeg6 al acuerdo del

tratado de Helsinki.
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13 RESULTADOS Y DISCUSION

13.1 Estudio Clinico
Las personas que aceptaron formar parte de este estudio fueron reclutadas al

momento de asistir a consulta externa en el servicio de medicina interna y de
endocrinologia. Se analizaron las muestras de 48 participantes 44 mujeres (91.7%)
y 4 hombres (8.3%), la distribucién por edad, indice de masa corporal (IMC),
Circunferencia de cintura (CCT), Circunferencia de cadera (CCD) y Circunferencia
media de brazo (CMB) se observan en la tabla 1; cabe destacar que las personas
que pertenecen al grupo diabético no habian consumido ningin medicamento
antidiabético previamente a este estudio.

En el caso de la variable edad, ésta es semejante en los tres grupos; pero existe
diferencia significativa para las variables de peso y talla entre el grupo control (GC)
y los grupos de resistencia a la insulina (GRI) y diabético (GD). En el caso del IMC,
este se define como el indice utilizado para clasificar el sobrepeso y la obesidad, y
se obtiene al dividir el peso en kilogramos por el cuadrado de la talla en metros. La
clasificacion indicada por la OMS muestra que el punto de corte del IMC para
considerar a una persona en un peso normal es menor a 25.0 Kg/cm?, no obstante,
si analizamos la tabla 1, incluso el grupo control tiene un IMC en una categoria de
sobrepeso (26.4 Kg/cm?), pero aun existe una diferencia al comparar el IMC del GC
con GRI y GD, teniendo estos dultimos un IMC de 30.8 y 32.1 Kg/cm?
respectivamente; los cuales ya se encuentra dentro de la clasificacién de obesidad
clase I. Estos datos son relevantes pues la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT)
2018(ENSANUT, 2018), indica que hubo un incremento del 1.3% de la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en mujeres adultas comparadas con la ENSANUT
2016(ENSANUT-ECU, 2014). Pese a lo anterior, una de las limitaciones del IMC es
gue no distingue entre la masa libre de grasa (masa muscular o el hueso) y la masa
grasa, y tampoco la distribucion de la misma, sabiendo que la grasa abdominal,
especialmente la intra-abdominal y la grasa de la regién gluteo femoral pueden
incluso tener un impacto mayor en la salud (Suarez-Carmona & Sanchez-Oliver,
2018).

Es debido a lo mencionado en el parrafo anterior, que se midieron las
circunferencias de cintura (CCT) y el indice cintura-cadera (CCD), porque son las
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medidas mas utilizadas para la estimacion de la grasa abdominal. De acuerdo con
las Directrices canadienses de practica clinica sobre el tratamiento y la prevencion
de la obesidad en adultos y nifios, el punto de corte de la circunferencia de cintura
en adultos es >90 cm para hombres y >80 cm para mujeres(Lear et al., 2010), los
resultados indican que tanto hombres como mujeres de los tres grupos se
encuentran arriba de los puntos de corte. En el caso de CCD, se trata de una
medida antropométrica especifica para medir los niveles de grasa intraabdominal,
la OMS indica que un CCD entre 0.71-0.85 es normal para mujeres y 0.78-0.94 para
hombres(Polo Portes & Del Castillo Campos, 2012), para las mujeres el GC es el
anico grupo que se encuentra dentro de los rangos considerados normales
(estadisticamente diferente a GRI y GD), los otros dos grupos se encuentran fuera
de los valores normales lo cual es un indicativo de riesgo cardiovascular; para los
hombres los tres grupos se encentran en el rango. Al analizar las prevalencias por
grupos de edad de la ENSANUT 2018 (ENSANUT, 2018), se sabe que, tanto en los
hombres como en las mujeres, la prevalencia de obesidad abdominal es
significativamente mas alta en los grupos de 40 a 79 afios, lo que se coincide con
nuestros resultados.

El CMB se ha asociado como una medida de sarcopenia en el adulto mayor, para
indicar que una persona sufre de esta afeccién el CMB debe ser <21 cm, lo que
indica que ninguno de los grupos se encuentra en este estado (Canda, 2015). Pese
a lo anterior, un estudio llevado a cabo en México con pacientes de ambos sexos
en una edad promedio de 40 afios, obtuvieron una medida de CMB de 30.9 cm, lo
gue indica que los tres grupos se encuentra dentro de este promedio (Janssen-
Aguilar et al., 2018).
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Tabla 1. Descripcién antropométrica de los participantes

VARIABLE DE GRUPO GRUPO RESISTENCIA A GRUPO DIABETICO
ESTUDIO CONTROL LA INSULINA

Edad (afios) 52.6+7.6 54.7+7.3 53.5+5.2

Peso (Kg) 67.2+9.4 81.9+14.6* 83.1+13.6*

Talla (m) 1.6+0.04 1.6+0.07 1.6+0.09

IMC (Kg/cm?) 26.1+3.7 31.7+6.3* 32.245.4*

CCT (cm) F 85.5 (79, 92) F 101.1 (89.4,112.5)* F 101.2 (90.3, 112.1)*
M 97 (92.8, 101.2) M 106.4 (97.3, 115.5) M 98.2 (92.6, 103.8)

CCD (cm) F 0.85 (0.79, 0.91) F 0.91 (0.83, 0.99)* F 0.93 (0.87, 0.99)*
M 0.95 (0.88, 1.02) M 0.95 (0.91, 0.99) M 0.94 (0.92, 1.02)

CMB (cm) 29.5+2.7 32.8+4.5 31.7+4.4

IMC: indice de masa corporal, CCT: Circunferencia de cintura, CCD: Indice cintura-cadera, CMB: Circunferencia media de
brazo. Una F indica el sexo femenino y una M el sexo masculino Los resultados se expresan como la media + desviacién
estandar o mediana (cuartil 1, cuartil 3) o media + desviacién estandar (n=16). * indica diferencia estadistica (p < 0.05) entre
los grupos comparados con el control GC (prueba de t student o Mann Whitney).

En la Tabla 2 se muestran los pardmetros bioquimicos de cada uno de los grupos
del estudio. La primer fila corresponde a la glucosa plasmatica, en la cual existe
diferencia significativa del GD en comparacién con GC y GRI, lo anterior es de
esperarse ya que la elevacidon en las concentraciones de glucosa es una de las
caracteristicas de este enfermedad; la mayoria de las personas que forman parte
de GD tienen concentraciones de glucosa consideradas de alto riesgo, pues segun
la NOM 015 (NOM-015-SSA-1994, 2010) indica que las determinaciones de glucosa
>126 mg/dL en ayunas y >200 mg/dL en un periodo posprandial inmediato pueden
generar el desarrollo complicaciones cronicas.

La hemoglobina glucosilada (HbAlc) es una prueba que relaciona a la fraccion de
la hemoglobina que interacciona combinandose con la glucosa circulante, para
determinar el valor promedio de la glucemia en las ultimas 12 semanas (NOM-015-
SSA-1994, 2010). Segun la norma oficial, se considera que una persona es
diabética cuando la HbAlc es >7%(NOM-015-SSA2-2010, 2010) y en este caso el
GD tiene una media de HbAlc de 9.7% por lo que se confirma la adecuada
clasificacion de este grupo. Aun asi, no existe diferencia significativa entre el GC y
GRI, pero GD es estadisticamente diferente. Si se analiza la concentracion de
insulina en la tabla 2, se observa que hubo un incremento en la concentracion de
este parametro en el GRI en comparacion con el GD, aunque no existe diferencia
significativa entre ambos grupos; hay que sefialar que los valores de insulina sérica

varian segun el peso corporal y la alimentacion de la persona, en un estudio en
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poblacion mexicana se observé que la concentracion de insulina en personas sanas
con un promedio de edad de 34 afios fue de 8.7 uU/mL (Vazquez Chavez, 2003),
resultados similares se observan en este estudio en el grupo control. En cambio, los
GRI 'y GD tienen una hiperinsulinemia debido a la sobreproduccion de esta hormona
para contrarrestar las altas concentraciones de glucosa, esto ocurre principalmente
cuando se presenta una resistencia a la insulina (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).

El indice homeostasis model assessment (HOMA), como se menciono
anteriormente, es una estimacion de la sensibilidad a la insulina por modelos
matematicos y validado por métodos fisioldgicos en humanos y animales; en este
estudio los valores del grupo control oscilan en 2.1, pero es importante recalcar que
el punto de corte no aplica de manera general para todas las poblaciones debido a
diversas variables, entre las que destaca el peso, la concentracién de insulina y
edad. Existen estudios llevados a cabo en personas mexicanas con una edad que
oscilaba entre los 33 afios sin diabetes y observaron un HOMA de 1.7+1.06
(Almeda-Valdés et al., 2018); sin embargo, la poblacién de estudio de nuestra
investigacion tienen una edad en un rango mayor, lo que explicaria la variabilidad
en este indice; y en el otro estudio obtuvieron un HOMA >2.5 en personas con una
edad promedio de 40 afios con resistencia a la insulina (Reyes ME, Martinez HEM,
Ortega GC, Arce SL, Zamora ER, 2017). Si analizamos nuestros datos, el GC se
encuentra dentro de los pardmetros de referencia (2.5 en poblacibn mexicana) para
este rango de edad, el GRI tiene una media de 4.6 y el GD 6.8. Asimismo, un dato
interesante que se puede observar en la tabla 2 es que las personas dentro del
grupo GD ademas de padecer DMT2 tuvieron resistencia a la insulina ya que tiene
un HOMA de 4.3; esto era de esperarse debido a que un estilo de vida sedentario y
una dieta hipercalérica pueden generar resistencia a la insulina, lo que podria
culminar con el desarrollo de DMT2 a través de diversos mecanismos (Asociacion
Medicina Interna México et al., 2002):(Wilcox, 2005).

En cuanto a las dislipidemias, estas se definen como un conjunto de enfermedades
que se caracterizan por concentraciones anormales de los lipidos en sangre como:
colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos, que a su vez son un factor de riesgo de

enfermedades cardiovasculares. En la siguiente tabla se observan los lipidos
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anteriormente mencionados, se puede ver que no existe diferencia significativa en
las variables de colesterol (valores normales <200 mg/dL) y LDL (valores normales
<100 mg/dL) entre los grupos (Solis & Hernandez, 2013). En cambio, en la
concentracion triglicéridos se observa diferencia significativa entre el GC al
comparar con los otros dos grupos (GRI y GD), los valores normales de los
triglicéridos son <150 mg/dL (Solis & Hernandez, 2013), en el caso del GC los
niveles de triglicéridos se mantienen dentro de los parametros normales, pero los
grupos GRI y GD tienen una elevacion en este pardmetro; asimismo en la
determinacion de HDL (valores normales >40 mg/dL) (Solis & Hernandez, 2013)
existe una diferencia significativa entre el GC (Media: 51.6 mg/dL) al comparar el
GRIl y GD (36.6 y 34.8 mg/dL), este patrén lipidico (aumento de triglicéridos y
disminucién de HDL) es caracteristico de personas que padecen diabetes y a su
vez tiene resistencia a la insulina (Salazar et al.,, 2013). Su explicacion es la
siguiente, como producto de la resistencia a la insulina se liberan acidos grasos
libres desde los adipocitos, los que inducen la sintesis hepatica de triglicéridos y
estimulan la produccion de Apo B. Es asi, que la resistencia a la insulina causa una
produccion elevada de VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) ricas en
triglicéridos, lo que explica la hipertrigliceridemia. Este aumento de VLDL ricas en
triglicéridos aumenta la expresion de la proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP en sus siglas en inglés), que se produce en el higado y que se
encuentra en el plasma unida a las HDL (Ginsberg, 2000). Esta proteina promueve
el intercambio de ésteres de colesterol de las HDL a las lipoproteinas ricas en Apo
B (VLDL y LDL) y de triglicéridos desde las VLDL a las HDL y LDL. Estas particulas
de HDL ricas en triglicéridos son sustrato para la lipoprotein lipasa endotelial y para
la lipasa hepatica que hidrolizan sus triglicéridos, resultando en una particula de
HDL con escaso contenido en colesterol. Hay que mencionar que la hidrélisis de los
triglicéridos contenidos en las HDL induce la disociacion de la apolipoproteina Al
(ApoAl) principal proteina de las HDL, favoreciendo su filtrado y catabolismo renal.
Estos dos efectos explican las concentraciones bajas de HDL cuando una persona

padece resistencia a la insulina (Shah, 2007).
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Entre los parametros de funcion renal se encuentran la urea y la creatinina; la urea
se considera el producto final de las proteinas y su rango de valores normales oscila
entre 12-54mg/dL, no se muestra diferencia entre los tres grupos (Tabla 2); cabe
destacar que los niveles de urea no solo son indicativos de funcion renal, pues
dependen de la dieta e integridad hepética (Rodriguez de Cossio & Rodriguez
Sanchez, 2011). En cambio, la creatinina refleja la capacidad de filtrado renal por lo
gue un aumento en la concentracion de creatinina indica dafio renal (> 1.1 mg/dL),
a pesar de lo anterior, en la tabla 2 se observa que la concentracion de creatinina
disminuye en el GD, esto se podria asociar a una reducciéon de la masa muscular
(ed Bacallao Méndez, 2015). Existen diversas investigaciones que relacionan a la
resistencia a la insulina y la pérdida de masa muscular, si bien algunos de los
resultados son contradictorios hay otros que no, tal es el caso del trabajo
desarrollado en la poblacion japonesa donde se descubrié que la disminucion de la
masa muscular estaba ligada con el desarrollo de resistencia a la insulina después
de 10 afios de seguimiento al paciente, el mecanismo propuesto fue a través de la
sefializacion que involucra a mTORC1 (Han et al., 2018):(Son et al., 2017): (Cruz-
Jentoft & Sayer, 2019). Para demostrar lo anterior, se procedio a calcular la masa
muscular total (MMT) de los pacientes de cada uno de los grupos (Tabla 2), los
resultados indican que efectivamente existe una disminucion de la MMT en el grupo
GD, pero no logra ser significativo; por consiguiente se procedi6 a revisar los valores
de referencia, en donde se observa que en una poblacion canadiense (> 60 afios
de edad) se considera un valor normal >29.8 Kg(Janssen et al., 2002), en cambio
en la poblacién mexicana (20-40 afios de edad) se obtuvo un valor de >23.2 Kg
(Aleman-Mateo & Ruiz Valenzuela, 2014); en este caso, la MMT se encuentrg
dentro de los rangos establecidos, pero un factor importante es que la MMT se
obtuvo con las férmula de Heymfield et al., que sélo considera el area muscular del
brazo (1982).
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Tabla 2. Pardmetros bioquimicos de los participantes en el estudio

GRUPO

VARIABLE DE GRUPO RESISTENCIA A GRl'JPO
ESTUDIO CONTROL LA INSULINA DIABETICO

Glucosa (mg/dL) 91 (84, 93) 103 (99, 113) 184 (128, 269)*
HbAlc (%) 5.4+0.3 6.1+0.3 9.6+2.6*
Insulina (uU/mL) 8.9+1.4 16.4+5* 14.5+4.1*
HOMA 2.1+0.3 4.6+1.7* 6.8+2.9*
Trigliceridos (mg/dL) |  117.5 (89, 148) 140 (126, 231)* 185 (135, 256)*
Colesterol (mg/dL) 186.4+40.9 206.3+34.5 182.3+32.8
LDL (mg/dL) 132.9+15.6 152.6+38.3 126.8+17.2
HDL (mg/dL) 51.6+9 36.6+6.7* 34.8+7*
Urea (mg/dL) 32.848.9 30.4+4.8 30+7.5
Creatinina (mg/dL) 0.7+0.2 0.8+0.2 0.6+0.1
MMT (kg) 35.9+6.5 39.148.3 31.5+6.9

HBA1c: Hemoglobina glicosilada, MMT: Masa muscular total. HOMA: homeostasis model assessment, HDL: high density
lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein. Los resultados se expresan como la mediana (cuartil 1, cuartil 3) o media +
desviacién estandar (n=16). * indica diferencia estadistica (p < 0.05) entre los grupos comparados con el control GC (prueba
de t student o Mann Whitney).

En la tabla 3 se encuentran los parametros dietéticos de la poblacién de estudio, en
la primera fila se enlista la ingesta kilocaldrica en los tres grupos; segun las OMS,
los requerimientos energéticos se definen como “la ingesta de energia necesaria
para equilibrar el gasto energético cuando el tamafio, la composicién corporal y el
grado de actividad fisica del individuo correspondan a una buena salud a largo
plazo”, en México, el valor de referencia que se ha utilizado es de 2000
kilocalorias/dia (Salud, 1985). En el caso de nuestros datos, el GC se encuentra en
el limite de ingesta recomendada, pero los grupos GRI y GD sobrepasan estos
valores, a pesar de lo anterior, no se observo diferencia estadistica en los tres
grupos.

Otro de los parametros importantes son los hidratos de carbono, que son las
moléculas compuestas por hidrégeno, oxigeno y carbono, considerados la principal
fuente de energia; estos se pueden clasificar en simples y complejos, los primeros
son monosacaridos o disacaridos y los segundos estan compuestos por diversas
moléculas de glucosa constituida en largas cadenas. Segun las FAO/OMS indican
gue del 55-63% de la energia debe de provenir de los carbohidratos (Bonvecchio-
Arenas et al., 2015); los resultados de la tabla 3 muestran que los tres grupos se

encuentraron dentro del porcentaje recomendado. Asimismo, la OMS sugiere que
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el consumo de azucares simples no exceda del 10% del aporte calérico total (2000
kilocalorias), los resultados mostraron que los tres grupos consumieran entre un 30-
40% mas de la cantidad recomendada para los azucares simples, este exceso de
glucosa puede usarse como sustrato para la lipogénesis y con esto desarrollar
alguna enfermedad metabdlica (Unger et al., 2014). Para los hidratos de carbono
complejos se indica que se deben de consumir 30 g/dia para personas cuya edad
oscile entre 19-60 afios (Bonvecchio-Arenas et al., 2015), los tres grupos se
encuentran dentro de este requerimiento, pero estadisticamente son semejantes.
Por otro lado, las proteinas son sustancias nutritivas que ayudan a construir tejidos
del cuerpo, participan en el sistema inmunologico y proporcionan energia. Las
recomendaciones revelan que para la poblacion mexicana se debe de consumir 1g
de proteina/Kg (peso de la persona)/dia (Bonvecchio-Arenas et al., 2015); en la
tabla 3 se observa la cantidad de proteinas (g) que consumen los participantes y se
compara con el peso promedio (Kg) (Tabla 1); se concluye que las personas
consumen una mayor cantidad de proteina de lo recomendado, como nuestro
organismo no puede almacenar este macronutriente, la cantidad extra se ve
reflejado en el incremento del aporte caldrico total (Perez-Lizaur et al., 2008).

Los lipidos proporcionan &cidos grasos esenciales para los requerimientos
metabdlicos y sirven de transporte para las vitaminas liposolubles, ademas,
proporcionan energia para nuestro organismo. Segun las recomendaciones y
requerimientos para la poblacion mexicana se deben de consumir entre un 25-30%
de las kilocalorias totales (2000 Kcal) (Bonvecchio-Arenas et al.,, 2015), si
observamos en la siguiente tabla, los tres grupos se encuentraron fuera de los
porcentajes establecidos, lo que con el tiempo conlleva al desarrollo del sobrepeso
y obesidad, y a su vez pueden generarse las dislipidemias (NORMA Oficial
Mexicana NOM-037-SSA2-2002, Para La Prevencion, Tratamiento y Control de Las
Dislipidemias., 2002). Finalmente, los requerimientos de colesterol oscilan entre
120-130mg/100 Kcal (Bonvecchio-Arenas et al., 2015), los resultados indican que
ninguno de los tres grupos consume la cantidad necesaria de colesterol que

proviene de la dieta, lo que podria reflejarse en el adecuado control de los niveles
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de colesterol sanguineo en los tres grupos (Tabla 2) (Maldonado Saavedra et al.,

2012).
Tabla 3. Parametros dietéticos de los participantes en el estudio
VARIABLE DE GRUPO GRUPO GRUPO
ESTUDIO CONTROL RESISTENCIA A LA DIABETICO
INSULINA
Ingesta diaria (Kcal) 1936 (1732, 2494) 2269 (1686, 2777) 2277 (1851, 2742)
Hidratos de carbono (%) 47.616.4 51.9+7 51.2+8.8
-Simples (%) 32.8+4.1 50.9+ 3.1 48.5+4.5
-Complejos (9) 27.545.8 30.1+6.3 24.615.5

Proteinas (g)
Lipidos (%)

92.9 (53, 132.8)

93.2 (53.9, 147.1)

92.7 (53.2, 132.3)

38.5 (35.5, 43.2)

31.3 (27.5, 37.9)

33.2 (29.2, 39.9)

Colesterol (mg)

337 (208.6, 404.9) | 339.9 (264.8, 444.8)

303.7 (224.4, 392.4)

Los resultados se expresan como la mediana (cuartil 1, cuartil 3) o media + desviacién estandar (n=16). * indica diferencia
estadistica (p < 0.05) entre los grupos comparados con el control GC (prueba de t student o Mann Whitney).

Para demostrar la relacion entre las variables antes descritas se procedio a la
realizacion de un Andlisis de Componentes Principales (PCA). La elaboracién e
interpretacion de un PCA involucra varios aspectos, que comprenden al nUmero de
componentes obtenidos y al coeficiente de los valores propios, para este caso se
reportaron 6 componentes que representan la mayoria de la variacién de los datos
(84.796%) (Eigenvalor); cabe recordar que los componentes deben de representar
minimo un 80% de la variacion de los datos y tener un coeficiente mayor a 1
(Esnaola, 2015).

Tabla 4. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de las variables de la poblacién
de estudio

Componente Eigenvalor Porcentaje de  Porcentaje
Numero Varianza Acumulado

1 3.94145 28.110 28.110

2 2.56911 18.322 46.432

3 1.82895 13.044 59.476

4 1.24843 8.904 68.379

5 1.19398 8.515 76.895

6 1.10787 7.901 84.796

Este procedimiento ejecuta un andlisis de componentes principales; en este caso, 5 componentes se han
extraido puesto que 5 componentes tuvieron eigenvalores mayores o iguales que 1.0. En conjunto ellos explican
79.186% de la variabilidad en los datos originales.

Aunque se ha considerado 6 componentes, aun falta analizar el peso de cada uno

de ellos sobre las variables (Tabla 5). De acuerdo con la tabla, los pesos de la
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columna del componente 1 son semejantes, pero la variable que genera mas peso
es el indice HOMA, insulina, glucosa y HbAlc, y en el caso del componente 5, se
obtiene un mayor peso para las variables de insulina, HOMA y HDL; se necesitan
gue estas variables tengan el mayor peso en los componentes debido a que son los
parametros que se tomaron en cuenta para la clasificacion de los grupos (GC, GRI
y GD).

Tabla 5. Pesos de los componentes

Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4 Componente 5 Componente 6

IMC 0.300455 -0.251878  0.00513987  -0.0834482 -0.444338 0.118426
CCT 0.36804 -0.326082  -0.0941553  -0.0337914 -0.151757 0.0574428
CCD 0.333101 -0.267363  0.00660898 -0.31708 -0.232563 -0.0424968
CMB 0.231314 -0.304384 0.105432 -0.359979 0.227093 -0.200098
Glucosa 0.254055 0.404392 -0.193186 -0.221199 0.0927314 0.356533
HbA1lc 0.223075 0.409437 -0.228416 -0.245996 0.0254257 0.389186
Insulina 0.359402 -0.11574 0.216673 0.314831 0.404795 -0.00716686
HOMA 0.407438 0.0518252 0.137342 0.182765 0.408546 0.0808664
Triglicéridos 0.129455 0.0353991  -0.463719 0.442707 -0.288418 -0.132848
Colesterol -0.179101 -0.299019 -0.522205 -0.0509544 0.124304 0.0975347
HDL -0.142834 -0.329936 -0.414159 -0.19159 0.413832 0.172142
LDL -0.333946  -0.0957968  0.321434 -0.338097 0.00185103 0.207961
Urea -0.0535102  -0.211638 0.248869 0.228965 -0.203654 0.679569
Creatinina -0.0531631  -0.212058 0.249073 0.220115 -0.208046 0.681316

Esta tabla muestra las ecuaciones de los componentes principales, en donde los valores de las variables en la
ecuacion se han estandarizado restandoles su media y dividiéndolos entre sus desviaciones estandar.

Con base a lo anterior, se procedié a graficar a los componentes 1 y 5, cuyos
componentes tuvieron mayor peso para las variables de diagnéstico de diabetes; en
la grafica de dispersion (Figura 1) se observa que no existe un conglomerado de los
datos, pero en la parte izquierda se concentran los datos de las personas que
forman parte del grupo control (GC), en la parte media se sitdan las personas del
grupo de resistencia a la insulina (GRI) y en la parte derecha de la figura 1 se
encuentran las personas del grupo diabético (GD). La manera de la distribucion de
los datos en el diagrama de dispersion nos indica que las personas de GRI tuvieron
caracteristicas compartidas con las personas del GC y GD, lo que nos explicaria
gue esta etapa es preventiva, y aun es posible actuar para generar sensibilidad a la

insulina (Hotamisligil, 2006).
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Figura 1. Gréfica de dispersion de los grupos de estudio del componente 1 contra el componente 5 ambos

componentes tienen mayor peso para las variables de diagndéstico de diabetes, CG (Grupo Control), GRI (Grupo
de Resistencia a la Insulina) y GD (Grupo diabético).

La siguiente figura 2 es una bigrafica que relaciona el peso de los componentes (1
y 5) de cada una de las variables y la ubicacion de las personas que forman parte
del estudio segun su clasificacion dentro de los grupos.

En el cuadrante |, donde ambos componentes tuvieron direccibn positiva se
encontraron relacionadas las variables de Insulina, HOMA, glucosa, HbAlc y CMB,
asi mismo, en este cuadrante se localizaron la mayoria de las personas con
diabetes y algunos con resistencia a la insulina; esto era de esperarse ya que el
grupo GD tuvo las mayores determinaciones de estas variables. En el cuadrante I,
hay un mayor peso para el componente 5y menor para el 1, aqui se encuentran
relacionadas las variables de LDL, creatinina, colesterol y HDL, en este cuadrante
se encontraron personas del grupo control y de resistencia a la insulina; sin
embargo, no hubo diferencia significativa entre los tres grupos (GC, GRI y GD) para
las variables de LDL y colesterol; creatinina tuvo la menor concentracion en las
personas con diabetes y tuvo valores normales para GC y GRI; en el caso de HDL,
las concentraciones mayores oscilaron entre el GC. En el cuadrante 11l (donde existe

un menor peso en ambos componentes) se ubicO la variable urea (no fue
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significativa en ninguno de los grupos) y nos indica que urea esta relacionada
negativamente con la variable de HOMA e insulina.

Finalmente, en el cuadrante IV estan las variables CCT, CCD, IMC vy triglicéridos
cuya distancia indica que estas variables afectaron al componente; estas 4 variables
estan altamente correlacionadas, especialmente en las personas del GRI y GD; asi
mismo, estas variables estan relacionadas negativamente con las variables del

cuadrante Il y positivamente con las variables del cuadrante |I.
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Figura 2.Gréafica de doble proyeccion (bigréafica) de los pesos de los componentes (1 y 2) ambos componentes
tienen mayor peso para las variables de diagnéstico de diabetes y diagrama de dispersion de los grupos del
estudio. CG (Grupo Control), GRI (Grupo de Resistencia a la Insulina) y GD (Grupo diabético). Los niUmeros
romanos indican el rétulo del cuadrante. CCT: Circunferencia de cintura, CCD: indice cintura-cadera, CMB:
Circunferencia media de brazo, IMC: indice de masa corporal. Grafica realizada Statgraphics centurion XVI.

Se llevé a cabo un analisis de correlaciones mdultiple (Figura 3) con el fin de
comprender cada una de las variables en relacién con el resto de las variables que
forma parte del estudio, en la siguiente figura se analizan las correlaciones segun la
clasificacion de los grupos (GC, GRI y GD). Se obtuvo una relacion entre IMC y
CCT, asi como IMC y CCD (r=0.6995, r=0.6969, respectivamente); Moreno
Gonzalez et al. en 2010, indican que esta correlacion ya se ha observado en
pacientes con diabetes, porque se encontré un aumento en la prevalencia de
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2 conforme aumentaba el
IMC, CCT y la CCD(Moreno Gonzélez, 2010), lo que puede ser un indicio preventivo
de padecer DMT2 para la poblacién mexicana de occidente.
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La relacion entre la circunferencia de cintura (CCT) y el indice cintura -cadera (CCD)
es una medida antropométrica especifica para medir los niveles de grasa
intraabdominal, esta relacion se asocia a un riesgo cardiovascular y a un incremento
de la probabilidad de contraer enfermedades como DMT2 (Polo Portes & Del
Castillo Campos, 2012), es por eso por lo que la relacion entre ambas variables para
este trabajo fue alta r=0.8011.

Asimismo, se encontrd una correlacion entre CMB y CCD (r=0.5233), a pesar de
este hallazgo, no se ha demostrado la relacién entre ambas variables, debido que
la CMB se ha categorizado como una medida de desnutricion y sarcopenia en el
adulto mayor(Wu et al., 2017). No obstante, existe un trabajo que se realizd en
poblacién mexicana donde indicaron que hay una correlacion entre la Rl (HOMA
>2.5) y CMB (r=0.54) (Janssen-Aguilar et al., 2018). Por ende, una asociacion entre
la grasa visceral medida mediante el CCD podria tener una correlacion logica con
la CMB vy la RI en la poblaciébn mexicana de la zona occidente.

Otras de las correlaciones indicaron que el indice HOMA tiene una correspondencia
con las variables de CCD (r=0.5426), CCT (r=0.6656), glucosa (r=0.6930), insulina
(r=0.8973) y HDL (r=-0.6592). Las correlaciones que comparan HOMA con glucosa
e insulina fueron evidentes, debido a que este indice se obtiene de la relacién entre
estas dos variables. Segun las correlaciones de HOMA con CCD y CCT, muestran
que podrian usarse las evaluaciones de las medidas antropométricas como
predictor de resistencia a la insulina, estos resultados también fueron observados
en un estudio transversal llevado a cabo en poblacion espafiola, donde midieron el
perimetro de cintura y cadera en sujetos de ambos sexos, en edades comprendidas
entre 18-79 afos, la Rl se diagnosticé con un HOMA >3.5; se concluye que el
perimetro de cintura fue la variable que mas se correlacioné con la Rl (r=0.38)
(Brotons et al., 2008). Por lo tanto, el uso de medidas antropométricas también
pueden ser evaluaciones preventivas de Rl y probablemente DMT2 para la
poblacion mexicana. Finalmente, la correlacion de HOMA-HDL fue fuerte y negativa
(r=-0.6592), en otros trabajos de investigacion en personas mexicanas también han
asociado negativamente a HDL pero con relacion a la circunferencia de

cadera(Escobedo-de la Pefa et al., 2014), y en otro estudio han asociado una
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disminucion en la circunferencia de cadera con una menor incidencia de RI
(HOMA<2.5) (Cisneros-Tapia et al., 2005), por consiguiente, una caracteristica
descriptiva para la poblacion mexicana de occidente es que una incremento de HDL
podria ser indicativo de que la persona desarrolle RI.

Finalmente, la correlacién entre HDL y triglicéridos (r=-0.6128) fue importante, pues
ya existe una correlacion entre estas variables como una medida de aterogénesis
(Gonzéalez-Chavez et al., 2011).
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Figura 3. Diagrama de correlaciones del andlisis multivariado. La transformacion de las variables IMC, HOMA
y triglicéridos fue mediante la prueba de LOG,; la transformacion de la variable CCD fue mediante la prueba de
raiz cuadrada y la transformacion de las variables de glucosa, HbAlc e insulina fue mediante el reciproco
elevado al cuadrado. Las correlaciones se llevaron a cabo segun la clasificacion de los grupos, GC: Grupo
Control, GRI: Grupo Resistencia a la Insulina y GD: Grupo Diabético. IMC: indice de masa corporal, HOMA:
homeostasis model assessment, CCD: Indice cintura-cadera, HDL: high density lipoprotein, CCT:
Circunferencia de cintura y CMB: Circunferencia media de brazo.

13.2 Aminoé&cidos en heces
Los amino&cidos son moléculas importantes por su contenido en nitrogeno util en el

metabolismo, la mayoria del desecho de material nitrogenado es principalmente por
medio de la orina en forma de urea, pero también las heces son otro medio de
desecho de material nitrogenado. Sin embargo, existen estudios llevado a cabo en
cerdos, donde realizaron pruebas de digestibilidad del alimento, y se sefialo que la
cuantificacion de aminoacidos en heces tiende a sobreestimarse porque gran parte
del material nitrogenado cuantificado en heces es de origen bacteriano y no refleja
el componente dietético no absorbido (Rowan et al., 1994). Es por lo anterior, que
recientemente la cuantificacion de aminoacidos fecal ha tenido relevancia por su

relacion con la microbiota intestinal.
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En este trabajo de investigacion se procedié a cuantificar los aminoacidos en heces
de cada uno de los pacientes que formaron parte del estudio. Los aminoacidos se
identificaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HLPC), sin
embargo, de los 20 amino&cidos solo se presentan 11 (Ala, Glu, Asp, Cys, Phe, Gly,
lle, Leu, Lys, Pro y Val) debido a que fueron los aminoacidos que se lograron
identificar en todos los pacientes del estudio, ya que los otros 9 aminoacidos sélo
se identificaron en pocos pacientes y asi no se garantizaba una adecuada
comparacion entre grupos.

En la figura 4 se observa el aminoacido alanina (Ala), este es un aminoécido alifatico
e hidrofébico, la relacién de Ala con las enfermedades cronico-degenerativas se cita
en un estudio llevado a cabo en hombres con diabetes mellitus tipo 2 de recién
diagnosticado y con hombres que padecian sindrome metabdlico, se encontré que
la concentracion sérica y fecal de Ala incrementaba durante el seguimiento de 4
afos del desarrollo de ambos padecimientos (Palmer et al., 2015), la explicacién
indica que Ala es un aminoacido glucogénico y puede ser otro mecanismo para las
complicaciones de la DMT2 (Ala-Korpela, 2007); lo anterior también se refleja en el
presente estudio pues al comparar el GC con cada uno los dos grupos, observamos
gue si hay diferencia.

El acido glutdmico o glutamato (Glu) es un aminodacido acido con carga negativa,
este aminoacido se ha estudiado en un trabajo de investigacion donde analizaron
tanto la microbiota intestinal como sus metabolitos en pacientes con obesidad y
normopeso de individuos espafioles, se observO que la relacibn de
glutamato/glutamina fecal era menor en los sujetos que presentaban obesidad
comparado con los normopeso (Palomo-Buitrago et al., 2019), el mecanismo
sugerido indica que el glutamato es precursor del glutation, este ultimo es el principal
antioxidante de las células contra radicales libres, y la obesidad se ha relacionado
con un estado de estrés oxidante crénico (Zhou et al., 2013). Pese a lo anterior,
observamos que no hay diferencia significativa entre los grupos de estudio de la
poblacion mexicana.

La figura 4 indica que existe diferencia significativa en la concentracion del acido

aspartico o aspartato (Asp) entre el GC con 57 pmolar con los otros dos grupos (GRI
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con 210.7 pmol y GD con 242.8 pmol). El Asp en un amino&cido &cido con carga
negativa, en un estudio de caracterizacion de la Ml en ratones muestra que los
ratones con diabetes tenian una concentracion fecal de Asp mayor en comparacion
con los ratones sanos, no se dedujo el posible mecanismo, pero todo parece indicar
que existe una relacién con los reguladores del apetito en los ratones (Li et al.,
2016). Lo cual podrian indicar que los grupos GRI y GD presentan una alteracion
negativa en los reguladores del apetito y por eso presentan sobrepeso y obesidad
(Resultados en seccion anterior), en comparacion con GC.

Asimismo, no existe diferencia significativa de la cisteina (Cys) entre los grupos de
estudio. Cys es un aminoacido polar y tiene un grupo tiol en su cadena lateral. Existe
evidencia sobre el incremento de los niveles de aminoacidos que contienen azufre
en personas con obesidad asociado a Rl y DMT2 (Adams, 2011). De manera
particular, Cys se ha correlacionado positivamente con marcadores de inflamacion
como PCR y TNF-a en personas con obesidad, ambos marcadores forman parte de
uno de los mecanismos del desarrollo de Rl mediante la desregulacién del tejido
adiposo y el aumento en la produccién de citocinas (Mohorko et al., 2015):(Eller et
al., 2013).

También se cuantificé fenilalanina (Phe) en heces, éste es un aminoacido de
caracter aromatico. La figura 4 indica que el GC es estadisticamente diferente con
una concentracion de 2.3 pmol, en comparacion con 11.6 y 7.8 pmol de GRI y GD
respectivamente. Lo anterior coincide con diversos autores que muestran que un
incremento de los aminoacidos aromaticos se asocia con un mayor riesgo de
padecer DMT2 (Ruiz-Canela et al., 2018). Por lo tanto, se puede decir que Phe es
un aminoacido predictor del desarrollo de DMT2 en la poblacion mexicana de la
zona occidente; no obstante, no se ha dilucidado el mecanismo de accion, pero se
dice que participa el receptor GPR142 que se expresa en células endocrinas del
tracto gastrointestinal y funciona como un receptor para los aminoacidos
aromaticos, evita la secrecion de péptido 1 similar al glucagon (GLP-1), polipéptido
inhibidor gastrico (GIP) y colecistoquinina (CCK), y estas hormonas son utiles para
el tratamiento de la DMT2 (Rudenko et al., 2019).
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Por otra parte, la glicina (Gly) es un aminoacido alifatico que tiene el menor peso
molecular, su estudio asociado con enfermedades crénicas como DMT2 vy la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) han indicado una disminucién
de Gly circulante, por lo que se ha sugerido que glicina genera efectos benéficos
(Alves et al., 2019). Se sabe que una cantidad considerable de Gly se cataboliza
en el intestino delgado por la MI, y se incorpora a las proteinas tanto de bacterias
grampositivas como gramnegativas (Dai et al., 2011). De manera particular, en un
trabajo realizado en pacientes con DMT2 de reciente diagnostico sin tratamiento
previo, se demostré6 que la diversidad de su MI estaba enriquecida con genes
implicados en la degradacién de Gly (Forslund et al., 2015); por otra parte, una
suplementacién dietética con un simbidtico en personas diagnosticadas con
diabetes incrementd la secrecion fecal de Gly en comparacion con las personas
sanas (Zhong & Nyman, 2014)-(Ndagijimana et al., 2009). De manera interesante,
GC tiene una mayor concentracion de Gly fecal (16.7 pmol) en comparacion con el
GRIy GD (10.2 y 3.6 pmol, respectivamente), no obstante, esta diferencia no logra
ser significativa, pero podria indicar que la Ml disbiética de la poblacion mexicana
reutiiza a Gly como parte de su metabolismo y por eso se observa una
concentracion menor en heces.

En la figura 4 se enlista lisina (Lys), éste es un aminoacido basico de caracter
hidrofilico. En dicha tabla se indica que no hay diferencia significativa en la
concentracion de Lys entre los tres grupos, pero GC tiene una mayor concentracion
(126.4 pmol), seguida de GRI con 44.6 pmol y finalmente 38.6 pmol del GD. Al igual
gue Gly, Lys es un aminoacido que también se puede incorporar a las proteinas
tanto de bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, asimismo los integrantes
de la Ml disbidtica de personas con DMT2 y Rl también esta enriquecida con genes
implicados en la descarboxilacién de la Lys (Dai et al., 2011):(Forslund et al., 2015),
lo anterior se demostr6 en un estudio donde Escherichia coli aumenté la
descarboxilacion de lisina en condiciones deficientes en fosfato, y en este estudio
sugieren que las bacterias de la Ml en respuesta a la restriccion de nutrientes,
desarrollan mdltiples estrategias para sobrevivir en el intestino modulando a los

aminoacidos como fuente de nitrégeno (Moreau, 2007) y la disminucién de Lys se
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puede deber a la reutilizacion de este aminoacido por parte de la Ml disbiética en la
poblacién mexicana.

Por su parte, prolina (Pro) es el Unico aminoacido que es una amina secundaria y la
figura 4 muestra que el GC es estadisticamente distinto con una mediana de 126.4
pmol, GRIy GD (44.5 y 38.6 pmol) tienen valores muy similares. Cabe destacar que
la informacion obtenida es contradictoria, pues mientras un estudio indica que el
suministro de Pro en la dieta promueve la sintesis de mucina y reequilibra la
disbiosis de la MI (Macfarlane & Macfarlane, 2012); otro llevado a cabo en poblacién
japonesa encontré una fuerte correlacion entre Pro y el péptido C, lo que se
relaciona con resistencia a la insulina, sin embargo, aun falta elucidar el posible
mecanismo de accion (Nakamura et al., 2014). Los resultados obtenidos en este
estudio indicaron que Pro puede ser un aminoacido que participa en el reequilibrio
de la disbiosis intestinal.

Finalmente, se habla de los aminoacidos de cadena ramificada (AACR), entre ellos
se encuentran isoleucina (lle), leucina (Leu) y valina (Val), estos son aminoacidos
alifaticos de caracter hidrofébico y han generado interés ya que se encuentran
elevados en personas con obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (Newgard et al., 2009).
En la figura 4 se observa que la cuantificacion fecal de lle, el GD (5.8 pmol) es
significativamente diferente en comparacion de GC y GRI (19.5 y 32.5 pmol,
respectivamente). Por otro lado, la cuantificacion de Leu fue estadisticamente
diferente en el GC con 14.2 pmol en comparacién con los otros dos grupos (36.9 y
33.8 pmol). De igual manera la concentracion de Val también fue estadisticamente
diferente en el GC 5.4 pmol en comparacién con el GRI y GD (28.2 y 24.8 pmol,
respectivamente). Los datos anteriores coinciden con lo publicado en diversos
trabajos de investigacion. Por ejemplo, existe una relacion entre los AACR y la Ml,
debido a que el metaboloma de individuos resistentes a la insulina se correlaciona
con un microbioma intestinal que tiene un potencial biosintético para estos
aminoacidos en poblacion oriental; posteriormente, se identifico a Prevotella copriy
Bacteroides vulgatus como las principales especies que impulsan la asociacion
entre la biosintesis de AACR y la resistencia a la insulina en la poblacion

danesa(Pedersen et al., 2016), lo que ayuda a suponer que la Ml disbidtica de la
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poblacibn mexicana de la zona occidente puede contener microorganismos que
sintetizan a los AACR. Existen estudios donde reportan que una ingesta alta de
AACR en la dieta en términos de ingesta proteica aumenta el riesgo de padecer
diabetes mellitus tipo 2 en casi un 13%(Nagata et al., 2013), cabe recordar que los
participantes del presente trabajo de investigacion consumen una cantidad mayor
de proteina a la recomendada por la OMS (Resultados en seccion anterior), si bien,
no es posible declarar que la concentracion elevada de ILe, Leu y Val en heces de
los pacientes con DMT2 y RI de la zona occidente se debe a la dieta consumida, es
importare destacar que no hubo diferencia significativa en la ingesta proteica entre
los tres grupos, pero si se observé una diferencia en la concentracion fecal de estos
aminoacidos, lo que hace suponer que se debio a la sintesis de AACR por parte de
la MI.

El mecanismo que indican que los AACR generan RI aiin no se comprende en su
totalidad, pero se ha sugerido que estos aminoacidos activan la via de sefializacion
diana en mamiferos del complejo 1 de rapamicina (MTORCL1), lo que conduce a la
inhibicién del transporte de glucosa en tejidos sensibles a la insulina y conduce a la
fosforilacién de serina del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS -1) (Lynch &
Adams, 2014)(Newgard et al., 2009). De igual manera, Leu ha demostrado que
tiene mayores efectos en la mediacién de la actividad de mTORC1 que los otros
dos AACR (Lynch & Adams, 2014). Por lo que se sugiere que los AACR pueden ser
otro factor que desencadena RI y posteriormente desarrollo de DMT2 en la

poblacion de zona occidente de México.
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Figura 4. Cuantificacion de aminoacidos en heces de los grupos de estudio. Los resultados se expresan en
pmol como la media + desviacién estdndar o mediana (cuartil 1, cuartil 3) (n=16). (*) indican diferencia
estadistica (p < 0.05) entre los grupos comparados con el control GC (prueba de t student o Mann Whitney).

En el Cuadrante | de la figura 5, donde ambos componentes tienen una direccion
positiva entre cuadrantes se encuentran relacionados los aminoéacidos Pro, Gly, Ala,
Leu, lle, Glu y Phe; aunque Pro, Gly, Ala y Glu no fueron variables significativas
entre los tres grupos, se encontré una direccién positiva en este cuadrante donde
en su mayoria se encuentran las personas que padecen Rl y DMT2 (aunque hay un
individuo del GC que se encuentra en este cuadrante). En cambio, los aminoacidos
lle, Leu y Phe fueron variables significativas, pues estos 3 aminoacidos se
encontraron en mayor concentracion en las heces de las personas de los grupos
GRIy GD, por eso era de esperar que se encuentren en el direccidn positiva en este
cuadrante. En el Cuadrante Il y lll, no hubo peso de ninguna variable, cabe destacar
gue estos cuadrantes se encontrd la mayoria de las personas que pertenecen al
grupo control (GC) y GRI, aunque hay pocos individuos del GD. Finalmente, en el
Cuadrante IV estan los aminoéacidos Cys, Lys, Val y Asp; en este cuadrante hay un
menor peso en el componente 4 y un mayor peso al componente 1. En el caso de
Cys y Lys, no hubo diferencia significativa entre los tres grupos; no obstante, Val y
Asp tuvieron una concentraciéon mayor en el GD y GRI en comparacion con GC,
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cabe destacar que este cuadrante estuvo compuesto exclusivamente por personas

gue padecen resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2.
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Figura 5. Grafica de doble proyeccion (bigréafica) de los pesos de los componentes (1 y 4) ambos componentes
tienen mayor peso para las variables de diagnoéstico de diabetes y diagrama de dispersion de los grupos del
estudio. CG (Grupo Control), GRI (Grupo de Resistencia a la Insulina) y GD (Grupo diabético). Los numeros
romanos indican el rétulo del cuadrante. Pro: Prolina, Gly: Glicina, Ala: Alanina, Leu: Leucina, lle: Isoleucina,
Glu: Acido glutamico, Phe: Fenilalanina, Cys: Cisteina, Lys: Lisina, Val: Valina y Asp: Asparagina. Gréfica
realizada Statgraphics centurién XVI.

13.3 Acidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces
Los AGCC (acido acético, butirico y propiodnico) son los principales metabolitos

sintetizados por la fermentaciéon de los microorganismos residentes en el colon de
fibras dietéticas y almidon resistente (Miller & Wolin, 1996).

En la tabla 6, en el caso del acido acético (AA) se observé un incremento
significativo en la concentracion de heces en GRI con un 77.1 mmol/g, en
comparacion con GC y GD (65 y 64.5 mmol/g respectivamente). Existen
investigaciones donde indican que la administracion de AA genera efectos
benéficos en el hospedero; por ejemplo, disminuye la concentracion de glucosa
sérica en respuesta posprandial y, por ende, aumenta hasta un 35% la absorcion
de glucosa muscular, asimismo, se indica que el consumo de carbohidratos
complejos genera una mayor produccion de AA fecal (Liatis et al., 2010). No
obstante, los efectos beneficiosos no se han confirmado en todos los estudios, tal
es el caso de un estudio en personas con DMT2 donde se les administro 1 g de

acido acético y no hubo ningun efecto sobre los niveles de glucosa (Van Dijk et al.,
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2012). Los resultados mostrados en este trabajo confirman que no hubo ningun
efectos benéfico asociado a AA.

Por otro lado, AA aumento la secrecion de insulina in vitro en una linea celular beta
pancreatica murina mediante el receptor de acido graso libre 2 acoplado a proteina
G (FFAR2) (Priyadarshini et al., 2015); por lo tanto, en nuestro estudio en poblacién
mexicana se puede sugerir que el aumento en la secrecion fecal de AA pudo
incrementar la cantidad de insulina sérica (Tabla 2), y ser otro factor para que
contribuyera al estado de hiperinsulinemia.

La concentracion de AA en GC y GD es semejante, sin embargo, los resultados
antropomeétricos indicaron que GC tuvo sobrepeso y GD obesidad, por lo tanto,
estamos frente a una disbiosis intestinal; en ese sentido, existe una investigacion
llevada a cabo con individuos con sobrepeso y obesidad donde se describié una
asociacion positiva de la cantidad de AA sérico y en heces; en este estudio indican
gue el mecanismo de accién de sebe a una desregulacion de las moléculas que
regulan el apetito (Dao et al., 2016). Consecuentemente, los resultados sobre la
cuantificacion de AA sugieren que GC y GD tuvieron una regulacién negativa sobre
las moléculas que normalizan el apetito.

El 4&cido butirico (AB) es absorbido casi completamente por los enterocitos, AB ha
mostrado un mejoramiento de la sensibilidad a la insulina en ratones y también
redujeron su adiposidad, su mecanismo indica que AB puede activar coactivador
del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1q), el
cual regula gluconeogénesis hepética (Gao et al., 2009). De manera interesante, se
sabe que los islotes expresan los receptores de butirato GPR41 y 43, lo que indica
gue AB podria estar involucrado en el metabolismo y la funcion de las células de los
islotes, como lo demuestran los efectos de la preincubacion de butirato en la mejora
de la alteracién histoldgica de los islotes inducida por la diabetes (Regard et al.,
2007), los mismos efectos se han obtenido en modelos murinos (Priyadarshini &
Layden, 2015).

Claro esta que nuestra poblacion de estudio se comportd de manera diferente, pues
la tabla 6 muestra que en la poblacion mexicana no se observé ninguna diferencia

significativa pues los resultados son semejantes entre los grupos. Ademas, los tres
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grupos presentaron un comportamiento disbiético en la composicién de la MI. Pues
los participantes padecen sobrepeso u obesidad, y los resultados de la frecuencia
de consumo de alimentos indicé que consumieron mayor cantidad de la establecida.
Por otra parte, el &cido propionico (AP) tiene una tendencia semejante al AA debido
a que existe un incremento significativo en GRI con una concentracion 108.1 mmol/g
en comparacion con la concentracion de 32.3 y 20.4 mmol/g, en los grupos GC y
GD, respectivamente. Este comportamiento difiere con lo reportado en otros
trabajos de investigacion; por ejemplo, se ha informado que AP estimula la
captacion de glucosa en los adipocitos 3T3-L1 y las células del musculo esquelético
C2C12 in vitro y mejora la sensibilidad a la insulina, el mecanismo propuesto es
debido a la activacion del receptor 3 de acido graso libre (FFAR3) y la supresion de
la lipogénesis de novo hepética (Han et al., 2014)(Weitkunat et al., 2017). Sin
embargo, otros investigadores no encontraron efecto del AP (infusiones rectales e
intravenosas) sobre el metabolismo de la glucosa en humanos (Laurent et al., 1995)
de hecho, indican que AP puede ser un sustrato de la gluconeogénesis (Wolever
et al., 1991). Otro hecho interesante, es que un estudio llevado a cabo en poblacién
mexicana joven encontr6 un incremento de AP en personas con disbiosis
(sobrepeso) en comparacion con el grupo control (Murugesan et al., 2015). Por lo
tanto, nuestros resultados pudieron indicar que el incremento de AP frente a una
disbiosis es una caracteristica de la poblacién mexicana de la zona occidente, y que
este acido graso, por ser un precursor de gluconeogénesis, puede ser otro
mecanismo para el desarrollo de DMT2.

En el caso de la concentracion de AP en GC y GD, GD tuvo una media mas baja en
comparacion con GC (aunque no es significativa estadisticamente), no obstante,
existen otros estudios donde encontraron que los nieles de AP en heces de ratones
diabéticos eran mas bajos en comparacion con los ratones del grupo control, esto
es debido al cambio disbiético intestinal asociado a la enfermedad (Horie et al.,

2017). Por ende, nuestros resultados parecen tener este mismo comportamiento.

60



Tabla 6 Cuantificacién de AGCC en heces de los grupos de estudio

GRUPO
VARIABLE DE GRUPO RESISTENCIA A LA GRl'JPO
ESTUDIO CONTROL INSUL INA DIABETICO
Acido acético (AA) 62.846.7 80.9+13.7* 66.9+9.8
Acido butirico (AB) 23.3+16.9 21.3+7.1 26.7+6.8
Acido propiénico (AP) 32+ 21.6 108.6+55.3* 51.2+60.2

Los resultados se expresan en mmol/g como la media + desviacién estandar (n=16). (*) indican diferencia estadistica (p <
0.05) entre los grupos comparados con el control GC (prueba de t student o Mann Whitney)

Par demostrar la relacion entre los AGCC en heces se procedio a la realizacion de
un Analisis de Componentes Principales (PCA). Para este caso se reportaron 2
componentes que representan la mayoria de la variacion de los datos (Esnaola,
2015).

La siguiente figura es una bigréafica que relaciona el peso de los componentes (1y
2) de cada una de las variables y la ubicacion de las personas que forman parte del
estudio segun su clasificacion dentro de los grupos.

En la figura 6, se observa que en el cuadrante | se encuentra una relacion positiva
en el AAy AP con las personas que pertenecen al GRI; cabe destacar que estas
dos variables resultaron estadisticamente significativas en este grupo, en este
cuadrante también se encuentran personas GD. En cambio, en el cuadrante I, solo
se encuentra relacionado el acido butirico, pero esta variable no resulté significativa
en ninguno de los grupos; en este cuadrante se encuentra la mayoria de las
personas del GC. Este tipo de graficos indica que las variables alejadas de cero
tienen mayor influencia en el componentes; por lo tanto, los tres AGCC tiene una
importante dominio en los componentes 1y 2, no obstante, para este analisis so6lo
se obtuvieron dos componentes. En el cuadrante 1l y IV, no hay peso de ninguna
variable (AGCC), cabe destacar que estos cuadrantes se encuentran las personas
que pertenecen al GD y GRI.
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Figura 6. Gréfica de doble proyeccion (bigréfica) de los pesos de los componentes (1 y 2) Gnicos componentes
obtenidos y diagrama de dispersion de los grupos del estudio. CG (Grupo Control), GRI (Grupo de Resistencia

a la Insulina) y GD (Grupo diabético). Los niumeros romanos indican el rétulo del cuadrante. Grafica realizada
Statgraphics centurién XVI.

13.4 Analisis del comportamiento de aminoacidos y AGCC fecales
En las secciones anteriores se analizaron los aminoacidos y AGCC fecales de

manera individual, en esta seccion se analizaran con las variables del estudio clinico
y antropométrico mediante analisis de componentes principales.

Para lograr una mejor visualizacion de los datos, en la figura 7, se analizan solo los
aminoacidos y AGCC con respecto a las medidas antropométricas. En el cuadrante
Iy IV, se encontraron los participantes de GRI y GD; asimismo, estan localizados la
mayoria de las variables. Por ejemplo, en el cuadrante | se encuentran las variables
de CCD e IMC con los aminoécidos lle, Leu, Cys, Ala'y Asp. En el caso del 4cido
graso AB, se encuentré en este cuadrante sin direccion en algin grupo, cabe
recordar que no hubo diferencia significativa en este AGCC, ademas que las lineas
cercanas a un valor de cero no representan una influencia importante dentro del
componente. En el cuadrante IV, se encontraron la variables antropométricas CCT
y CMB junto con Val, Phe y AP.

Por otro lado, en los cuadrantes Il y Il se encontraron la mayoria del GC, asi como
los aminoacidos, Glu, Pro, Lys y Gly, en los resultados de la seccion 13.2 estos 4
aminoéacidos no presentaron diferencia significativa entre los tres grupos, ademas

gue su longitud dentro del grafico es cercana a cero, por ende, no tienen una
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Componente 2

suficiente influencia en el andlisis. La figura 7 no indica ninguna relacion de los
AGCC con el GC.
Por lo tanto, se puede indicar que el incremento de la medidas antropométricas de

GRI y GD se correlaciona con la mayoria de los aminoacidos y AGCC fecales.
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Figura 7. Gréfica de doble proyeccion (bigrafica) de los pesos de los componentes (1 y 2) cuyos componentes
tienen mayor peso para los AACR y diagrama de dispersion de los grupos del estudio. CG (Grupo Control), GRI
(Grupo de Resistencia a la Insulina) y GD (Grupo diabético). Los nimeros romanos indican el rétulo del
cuadrante. AB: Acido butirico, AA: Acido acético, AP: Acido propidnico. Pro: Prolina, Gly: Glicina, Ala: Alanina,
Leu: Leucina, lle: Isoleucina, Glu: Acido glutamico, Phe: Fenilalanina, Cys: Cisteina, Lys: Lisina, Val: Valina,
Asp: Asparagina, CCT: Circunferencia de cintura, CCD: Indice cintura-cadera, CMB: Circunferencia media
de brazo e IMC: indice de masa corporal. Gréfica realizada Statgraphics centurién XVI.

En la figura 8, se observa el andlisis de las variables clinicas con los aminoécidos y
AGCC fecales.

En el cuadrante | se encuentran participantes del GRI y GD, ademas, se ubican los
acidos grasos AP y AA, los aminoacidos Phe y Val junto con insulina, HOMA vy
triglicéridos. De igual manera, en el cuadrante IV se encuentran participantes de
GRI y GD, los aminoacidos Ala, Asp, lle, Leu y Cys con las variables glucosa y
HBAlc. De manera interesante, la concentracién fecal de Asp, lle y Leu se
incrementd en participantes de estos grupos.

En contraste, en el cuadrante Il se encontraron la mayoria de GC. Aunque hubo dos
participantes del GRI en los limites de este cuadrante y el cuadrante |. Estos
participantes muestran que su concentracion de HDL mas elevada que los demés
participantes del mismo grupo, pero su relacion de HOMA los ubica en el grupo de

resistencia a la insulina. En este cuadrante se encuentra HDL, creatinina y Gly.
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Cabe recordar que la concentracion de HDL y creatinina se encuentra elevando en
GC porque son participantes considerados con valores normales. Y el aminoacido
Gly no tuvo diferencia significativa entre los tres grupos.

En el cuadrante lll, se encuentran también participantes del GC relacionados con
las variables Lys, Pro, Glu, AB y MMT. Ninguna de las concentraciones de estas
variables resulto con diferencia significativa en ningan grupo. Cabe recordar que la
longitud de las lineas de esta variables que conforman el PCA tienen una distancia

cercana a cero, y su influencia es nula para estos componentes.
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Figura 8. Grafica de doble proyeccion (bigrafica) de los pesos de los componentes (1 y 2) ambos componentes
tienen mayor peso para los AACR y diagrama de dispersion de los grupos del estudio. CG (Grupo Control), GRI
(Grupo de Resistencia a la Insulina) y GD (Grupo diabético). Los numeros romanos indican el rétulo del
cuadrante. AB: Acido butirico, AA: Acido acético, AP: Acido propionico. Pro: Prolina, Gly: Glicina, Ala: Alanina,
Leu: Leucina, lle: Isoleucina, Glu: Acido glutamico, Phe: Fenilalanina, Cys: Cisteina, Lys: Lisina, Val: Valina,
Asp: Asparagina y MMT: Masa muscular total. Grafica realizada Statgraphics centurion XVI.

Finalmente, se llevd a cabo una andlisis de correlaciones multiple para analizar los
aminoacidos y AGCC fecales con el resto de las variables del estudio clinico y
antropometrico, en la figura 9 se analizan las correlaciones.

Una de las correlaciones fuertes encontradas son Ala con glucosa, HOMA y HBA1c
(0.5874, 0.5416 y 0.4832, respectivamente). Estas variables son fundamental para
evaluar la DMT2. Otros estudios han informado que Ala se encuentra elevado en
individuos con trastornos metabdlicos (Org et al., 2017). Es esta tesis se demostro
que la disbiosis de los aminoacidos fecales también se observa en la poblacion
mexicana.
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Asimismo, existe evidencia de que Ala se correlaciona positivamente con la
dislipidemia en individuos chinos (Wiklund et al., 2016). En ese sentido, la
correlacion entre Ala-HDL es negativa (-0.3825) en la poblacion mexicana, lo que
afirma que Ala es un predictor de dislipidemiay DMT2 en la poblacién mexicana.
El aminoacido Asp tuvo una correlacion positiva con la variable glucosa (0.4982), lo
gue se relaciona un mayor riesgo de desarrollar DMT2 en pacientes finlandeses
(Vangipurapu et al.,, 2019). Ademas, Asp tuvo una correlacidon negativa con la
creatinina (-0.4067); Asp se ha relacionado con la disminucién del dafio renal
(Yatzidis, 2004). En consecuencia, Asp puede indicar si existe dafio renal en
pacientes mexicanos con DMT2 e IR.

Aunque Lys y Gly tuvieron correlaciones negativas entre glucosa y HbAlc (-0.3704
y -0.3720), su concentracion fecal no fue significativa entre los grupos de estudio.
Aunque existe evidencia que indica que ambos aminoacidos pueden atenuar la
concentracion de glucosa postprandial (Kalogeropoulou et al., 2009), esto no se
pudo comprobar en la poblacién mexicana de la zona occidente.

En el comportamiento de los AACR, Val e lle mostraron correlaciones positivas con
HOMA, glucosa y HbAlc (Val-HOMA:0.5207, lle-glucosa: 0.5077, lle-HbAlc:
0.5143). Val e lle mostraron correlaciones positivas con HOMA-IR, glucosay HbA1c.
Por tanto, se sugiere que los BCAA pueden ser otro factor desencadenante de la RI
y, posteriormente, el desarrollo de DMT2 en la poblacion mexicana. Ademas, los
BCAA se han considerado un indicador temprano de RI y DMT2
independientemente del IMC (Lynch & Adams, 2014).

La correlacién inversa entre AACR y HDL se ha observado en otra investigacion con
participantes de los Paises Bajos (Flores-Guerrero et al., 2019); en el presente
estudio con individuos mexicanos, solo Val tuvo una correlacion inversa significativa
(-0.4592). HDL se ha relacionado positivamente con una disminucién de los eventos
cardiovasculares (Granado-Serrano et al., 2019), por lo que el aminoacido Val
puede predecir el riesgo cardiovascular en la poblacion mexicana.

En el caso de los AGCC, AA tuvo una correlacion positiva entre CCT (0.4333),

mientras que AP mostré una correlacion negativa con HDL (-0.4967).
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La correlacion entre AA-CCT concuerda con los resultados mostrados de la seccién
13.3, donde AA generaba una regulacidn negativa sobre las moléculas que
modifican el apetito, esa es la razon de la clasificacién de sobrepeso y obesidad en
los participantes, por lo tanto, coincide con el incremento de la circunferencia de
cintura (CCT). Asimismo, un estudio llevado a cabo en mujeres brasilefias con
sindrome metabdlico, donde AA y AP se correlacionan positivamente con el IMC,
circunferencia de cadera y porcentaje de grasa corporal (Teixeira et al., 2021); en la
poblacibn mexicana también existe esa correlacion al menos en la concentracion
fecal de AA.

En ese mismo estudio de las mujeres brasilefias, se indica que la concentracion
fecal de los AGCC se correlacionaba con factores de riesgo metabdlico que tienen
un impacto negativo en la circunferencia de cintura, adiposidad, presion arterial,
indice HOMA, HDL y los niveles de insulina (Teixeira et al., 2021), en la poblacién
mexicana de la zona occidente solo se observo la correlacion negativa de AP sobre
la concentracion de HDL. EI mecanismo de accién aun no esta establecido; pero
se cree que la regulacion de la ingesta de los hidratos de carbono es un factor
decisivo porque normaliza la concentracion de AGCC e incrementa la concentracién
de HDL (Sacks et al., 2009).

Ala
Asp
Phe

Gly

Lys

Leu
Val
AA
AB

AP

cCcT ccop CMB IMC MMT Insulina Glucosa HOMA HbA1c Triglicéridos HDL Creatinina
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Figura 9. Correlacién entre variables antropométricas, bioquimicas, aminoacidos y AGCC fecales. (P <0.05).
AB: Acido butirico, AA: Acido acético, AP: Acido propiénico. Pro: Prolina, Gly: Glicina, Ala: Alanina, Leu: Leucina,
lle: Isoleucina, Glu: Acido glutamico, Phe: Fenilalanina, Cys: Cisteina, Lys: Lisina, Val: Valina, Asp: Acido
aspartico, MMT: Masa muscular total, CCT: Circunferencia de cintura, CCD: Indice cintura-cadera, CMB:
Circunferencia media de brazo e IMC: indice de masa corporal.

En la figura 10 se muestra las correlaciones encontradas soélo para los metabdlicos
identificados en el presente estudio. Existen 4 correlaciones que destacan, las
cuales son AA-Phe y AA-Val (0.4991 y 0.5288, respectivamente). Por otro lado, se
encuentra AP-Phe y AP-lle (0.4801 y -0.4712, respectivamente).

Aungque no existen trabajos que relacionen de manera conjunta ambos tipos de
metabolitos (AGCC y aminoacidos fecales), existe un trabajo que evalla a estos por
secciones independientes y ellos concluyeron que el incremento de estos
metabolitos genera riesgo cardiometabdlico debido a las dislipidemias presentadas
en los individuos (Kappel & Federici, 2019). Por lo tanto, este trabajo de
investigacion sugiere que las personas mexicanas pueden sufrir un evento
cardiometabolico asociado a las dislipidemias mostradas y por su tipo de

alimentacion.

Ala Asp Phe Gly Lys lle Leu Val

Figura 10. Correlacion entre las variables aminoacidos y AGCC fecales. (P <0.05). AB: Acido butirico, AA: Acido
acetico, AP: Acido propidnico., Gly: Glicina, Ala: Alanina, Leu: Leucina, lle: Isoleucina, Phe: Fenilalanina, Lys:
Lisina, Val: Valina y Asp: Acido aspatrtico.
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14 CONCLUSIONES

La poblacion de estudio presentd valores elevados que indican la
acumulacion de grasa abdominal, incluso el GC presenté sobrepeso.

La concentracion de creatinina se relacion6 con una pérdida de masa
muscular lo que puede ser atribuida a la RI.

La CMB puede ser una medida antropométrica que predice el desarrollo de
RI en la poblacion de estudio.

Los aminoacidos fecales Ala, Asp y Phe son metabolitos que se
correlacionan con el establecimiento de DMT2 e RI; estas correlaciones son
las primeras reportadas en la poblacion mexicana. Ademas, el grupo
diabético y el grupo resistente a la insulina tenian valores fecales
aumentados de valina e isoleucina (aminoacidos de cadena ramificada).

AA 'y AP se correlacionan con los AACR, lo que conlleva sufrir un evento
cardiometabdlico.

Finalmente, los amino&cidos y AGCC fecales pueden ser un factor predictivo
para el desarrollo de DMT2 en la poblacién mexicana de la zona occidente.
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15 PROSPECTIVAS

El presente trabajo es el primer reporte del comportamiento de aminoacidos fecales,
y es pionero para desarrollar un kit de deteccién metabolitos en personas que sufren
resistencia a la insulina y evitar su progresién a Diabetes mellitus tipo 2 en la

poblacién mexicana de la zona occidente.
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Abstract

The amino acids synthesized by the intestinal microbiota have been correlated with metabolic
diseases, such as type 2 diabetes mellitus and insulin resistance; both are high incidence
conditions in Mexico. However, the knowledge of the relationship of fecal amino acids with the
development of both diseases in the Mexican population is scarce. The clinical study was
descriptive; the study was carried out in the Antiguo Civil Hospital of Guadalajara. Samples
were taken from a total of 48 participants with insulin resistance, diabetes, and a control
group (n = 16 each). Anthropometric and biochemical measures were evalnated. HPLC carried
out the quantification of fecal amino acids. A strong correlation between alanine and HOMA-
IR (r = 0.5416) was found and between phenylalanine and HOMA-IR (r = 0.4258). Other

interesting correlations were between alanine and glucose (r = 0.5854) and isoleucine and
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16.1 Carta de Consentimiento Informado
CONSENTIMIENTO INFORMADO

A: del afio

En:

Para procedimiento de obtencién de muestras de heces fecales y sanguinea.

Nombre del participante:

DECLARO que he leido y comprendo la informacion que consta en este documento
DOY MI CONSENTIMIENTO (aprobacion) para participar en el estudio
denominado: “IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA
INTESTINAL DE PACIENTES CON DIABETES TIPO 2 Y DE PACIENTES CON
RESISTENCIA A LA INSULINA SIN DIABETES EN LA POBLACION MEXICANA
DE LA ZONA OCCIDENTE, PARA SU POSTERIOR DETECCION EN UNA
TECNICA DE PCR MULTIPLEX” y con motivo de ello doy mi consentimiento para
DONAR al Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco (CIATEJ, A.C.), de forma gratuita las muestras de heces y sangre que
me sean requeridas, en las condiciones que me indiguen y con los procedimientos
que el estudio requiere, los cuales me seran informados en tiempo y forma. Asi
mismo me seran entregados los materiales necesarios para la recoleccion de
muestras. El proyecto de investigacion corresponde al tipo: a) investigacién con
riesgo minimo.

EN VIRTUD DE LO CUAL YO ENTIENDO QUE:

I. Lajustificacion y los objetivos de la investigacion son:

La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno crénico degenerativo y es una de las
principales causas de muerte en el pais, se han buscado estrategias para prevenir
el desarrollo de esta enfermedad como el Programa de Prevencion de la Diabetes;
no obstante, debido al incremento en la prevalencia de esta, se han optado por
investigar otras estrategias que tengan relacion con el desarrollo de la diabetes. En
este sentido, se sabe que existe una analogia entre la microbiota intestinal y los
metabolitos generados por esta, cuando una persona padece diabetes; a pesar de
conocer sobre esta analogia, la diversidad de la microbiota depende de varios
factores como la dieta, disposicion genética, edad, género y zona geografica, entre
otros; esta relacién es diferente para los diversos grupos de estudio, y al no
conocerse la relacion directa entre la microbiota intestinal y los pacientes mexicanos
con DMT2 de la zona occidente, en este trabajo se plantea identificar la correlacién
de la diversidad de la microbiota tanto en medidas antropométricas, parametros
bioquimicos como en el consumo de la frecuencia de alimentos; posteriormente,
una vez identificada la diversidad de la microbiota, se pretende implementar una
herramienta de deteccién rapida basado en la técnica de PCR multiplex.

Por lo tanto, el objetivo que se pretende alcanzar con esta investigacion es:
identificar y caracterizar a la microbiota intestinal de pacientes mexicanos con
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diabetes tipo 2 de la zona occidente, para su posterior deteccién en una técnica de
PCR multiplex.
Il. Los procedimientos a usarse y su proposito:

e La participacion del paciente en este proyecto es totalmente voluntaria y
consiste en la donacién de las muestras de heces y sangre que me sean
requeridas.

e Una vez obtenidas las muestras de heces estas deben ser trasladadas en frio
al Laboratorio de Digestion ex vivo de CIATEJ ubicado en Av. Normalistas
800 Col. Colinas de la Normal en Guadalajara e iniciar los procedimientos
para el andlisis de microbiota intestinal y su conservacion a -80°C para los
posteriores andlisis correspondientes. Los restos de las muestras de heces
seran desechados de acuerdo con lo que sefiala la norma NOM 087-
SEMARNAT-SSA1-2002 normatividad para el manejo de residuos biologicos.

e Las muestras de sangre seran evaluadas en el laboratorio clinico de eleccién
por parte del investigador y se determinaran una quimica sanguinea y la
deteccion de LPS (Lipopolisacarido).

lll. Las molestias o los riesgos esperados:

e La investigacion que se practicara en y con las muestras de heces y sangre
no conlleva complicaciones y/o efectos secundarios afecten al interesado
como donador de muestra para el presente proyecto de investigacion.

IV. Los beneficios que se pueden observar:

e Los beneficios que se obtendran con este estudio son: una evaluacion del
estado nutricio y dietético, una quimica sanguinea, asi como los resultados
de un analisis de microbiota intestinal.

VIII. La seguridad de que no se identificara al participante y se mantendra
la confidencialidad de lainformacion relacionada a su privacidad:

e El protocolo de investigacion se llevara a cabo respetando siempre el derecho
a la intimidad y dignidad del paciente, asi como la confidencialidad de los
datos personales sensibles que se lleguen a recabar relacionados con el
estado de salud y no podran ser usados con fines discriminatorios ni en
perjuicio, tampoco podré facilitarse el acceso a otras personas, salvo que
exista el consentimiento por escrito. No sera aplicable lo anterior cuando el
tratamiento de la informacién sea con fines historicos, estadisticos y/o
cientificos en cuyo caso no habra una asociacion con los datos personales,
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evitando asi se pueda identificar al paciente, asimismo autorizo la publicacion
cientifica de dichos resultados obtenidos de este estudio.

XI. Que existan gastos adicionales, éstos seran absorbidos por el presupuesto
de lainvestigacion.

e Los estudios realizados en la investigacion seran cubiertos con el presupuesto
aprobado para esta investigacion, pero no asi los procedimientos para la
devolucion y entrega de las muestras de heces en el caso de que lo solicite.

Habiendo comprendido lo anterior y una vez que se aclararon todas mis dudas que
surgieron con respecto a la participacion en este proyecto, acepto participar con la
donacién de muestra de heces y sangre en el estudio titulado:

“IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL
DE PACIENTES CON DIABETES TIPO 2 EN LA POBLACION MEXICANA DE
LA ZONA OCCIDENTE, PARA SU POSTERIOR DETECCION EN UNA
TECNICA DE PCR MULTIPLEX”

Nombre y Firma del participante.
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16.2 Formato de captura de datos
HISTORIAL DEL PARTICIPANTE

Fecha:

. DATOS PERSONALES
Nombre:

Fecha de nacimiento:

Edad:

Nacionalidad:

Lugar donde radica:

Lugar de nacimiento:

NoohkswhE >

¢Ha realizado viajes

a

o

otros

estados

o] paises?

De ser positiva la pregunta anterior ¢A qué lugar, cuando y cuanto tiempo?

. HISTORIAL CLINICO

w

9. ¢Fue amamantado con leche materna?

¢, Cuanto tiempo?

10. ¢ Presenta alguna alergia?

En caso de ser positiva, ¢ qué tipo de alergia padece?

11.;,Tiene alguna enfermedad diagnosticada (Enfermedades renales,

cardiovasculares, anemia, cancer, intestinales, entre otras)?

¢, Cuénto tiempo?

¢SAlgun familiar las padece (padres y abuelos)?

12.Ha consumido alguno de las siguientes opciones:

OPCION

SI/INO

¢CUAL?

¢, CUANTO TIEMPO?

Medicamentos

Antibiéticos

Suplemento alimenticio (Vitaminas)

Probidticos (Yakult)

Prebidtico (Fibra)

Laxante

Tratamiento  alternativo  (infusiones,
homeopatia)

Corticoides y derivados

13.Si padece diabetes:
Tiempo de diagndéstico
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OPCION SI/INO (CUAL? ¢,CUANTO TIEMPO?

Tratamiento con algin medicamento

14.Indique la clasificacion de sus heces segun la Escala de Bristol (Ver gréfico)

Grafico de heces de Bristol

Trozos duros separados,
Tipo 1 . v . @ como nueces, que pasan
. - con dificultac

Como una sakehicha compisasta
de fragmentos

Tipo 8 i Gon forma de morcilia con
grietas en la superficie

Tipo 2

Como una sakhicha

Tipo 4 o serplents, lisa y suave

Trozos do masa pastosa con
Tipo & .“ - bordes definidos, que son
P s defecados facllmente

Fr bland ponj
Tipo & “ can bordes irregulares y
[ consistencla pastosa

A,'.' > - Acuosa, sin pedazos sdlidos,
Tipo 7 —t i"" totalmente liquda
a &

15.Numero de evacuaciones al dia:

C. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Peso (Kg): Circunferencia de cadera (cm):
Altura (cm): Perimetro de mufieca (cm):
Circunferencia de cintura (cm): Perimetro de brazo (cm):

Pliegues
Tricipital:
Subescapular:
Bicipital:
Abdominal:
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16.3 Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
Asi NO marque
SZRom
MARQUE AS

OO
CUESTIONARIO SEMICUANTITATIVO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

Por favor, marque una unica opcion en funcion del numero de veces que consuma cada alimento.

Para cada alimento, margue el recuadro gue indica la frecuencia de consumo CONSUMO MEDIOQ DURANTE EL ANO PASADO

promedio durante el afio pasado. Se frata de tener en cuenta también la vanacion [nunca T AL A LA SEMANA AL DIA
de veranolinviemno. FPor sfemplo, s/ foma helados 4 veces’semana solo durante fos ires ocas! || MES

meses de verano, o uso promedio al affio es 1/semana. MUNCA 1-3

+
[=2]

s

. Leche entera (1 taza, 200 mil)

2. Leche semidescremada (1 taza, 200 ml)
3. Leche descremada (1 taza, 200 ml)

4. Leche condensada (1 cucharada, 15 g)
5. Nata o crema (1 cucharada, 15 g)
5]
7
8

oo

. Licuados de leche envasados o industrializados (1 vaso, 200 ml)
. Yogurt entero (1 pieza, 125 g)
. Yogurt descremado (Light)) (1 pieza, 125 g)
9. Petit suisse (tipo danonino) (1 pieza, 45 g)
10. Requesdn o jocoque (3 cucharadas, 36 g)
11. Queso crema (1 porcién o 25 g)
12. Otfros quesos: curados, semicurados (manchego, gouda, oaxaca,
mozzarella) (1 rebanada, 30 g)
13. Queso blance o fresco (cabra, adobera, panela) (1 rebanada, 40 g)
14. Natillas, fian, jericalla (1 pieza, 130 ml)
15. Helados (1 bola, 90g), paletas heladas de crema (1 pieza, 90 g)
16. Bebida lactea fermentada (1 pieza, 80 g)
17. Leche evaporada (1/2 taza, 124 g)
18. Queso cottage (3 cucharadas, 60 g)
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Para cada alimento, margue el recuadro gue indica la frecuencia de consumo || NUNCA
promedio durante el afio pasado. O CASI
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NUNCA
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&
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+
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19. Huevos de gallina (1 pieza, 60 g)

20. Pollo o pavo CON piel {1 racion o pieza, 100 g)

21. Pollo o pavo SIN piel {1 racion o pieza, 100 g)

22. Came de res (1 racion, 100 g)

23. Came de cerdo (1 racién, 100 g)

24. Carne de borrego (1 racién, 100 g)

25. Camne de conejo (1 racidn, 100 g)

26. Higado (res, cerdo, pollo) (1 racién, 100 g)

27. Otras visceras (menudo, ses0s, corazdn, mollejas) (1 racidn, 50 g)
28. Jamdn cocido (cerdo, pavo, etc) (1 rebanada, 30 g)

29. Camnes procesadas (salami, chorizo, longaniza, rellena, moronga,
mortadela, salchicha) (1 rebanada 50 g)

30. Came de hamburguesa (1, 50 g), albéndigas (2 piezas)

o0

31. Tocino, bacon (1 rebanada, 16 g)

32. Pescado blanco: mero, lenguado, besuge, mojarra (1 plato, pieza o
racion, 125 g)

33. Pescado azul: sardinas, atln, salman, huachinango, bagre (1 plato, pieza
o racién, 130 g)

34. Pescados salados: bacalao, charales (1 racidn, 60 g en seco)

35. Ostras, osfiones, almejas, mejillones y similares (6 piezas, 60 g)

36. Calamares, pulpo (1 racion, 200 g)

37. Crustaceos: camarones, langostinos, etc. (4-5 piezas, 200 g)

38. Pescados y mariscos enlatados en agua (sardinas, anchoas, atin,
salmdn) (1 lata pequefia 0 media lata normal, 50 g)

39. Pescados y mariscos enlatados en aceite (sardinas, anchoas medianas,
atin, salmadn) (1 lata pequefia 0 media lata nomal, 50 g)

40. Pescados y mariscos preparados (entomatados, ensalada, otros) (1 lata
pequefia o media lata normal, 50 g)

41. Chichamon (1 racion, 12 g)

Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS
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Para cada alimento, marque el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

NUNCA
O CASI
NUNCA

AL
MES

-
]
o

A LA SEMANA

AL DIA

h
%)

+
(=]

Il. VERDURAS Y HORTALIZAS

42. Acelgas, espinacas o verdolagas (1/2 taza, 25 g)

43. Col, coliflor, brocoli (1/2 taza, 60 g)

44 Lechuga, endivias (1/2 taza 0 25 g)

45. Tomate rojo o jitomate crude o en salsa (1 pieza o 60 g)

46. Zanahoria, calabaza (100 g)

47. Ejotes (1/2 taza, 60 g)

48. Berenjenas, calabacitas, pepinos (1/2 taza, 52 g)

49. Pimientos, chile momdén (1/2 pieza, 35 g)

50. Espdrragos (3 piezas o 45 g)

51. Otras verduras (alcachofa, puerro, cardo, apio) (1/2 taza, 60 g)
52. Cebolla (1/4 taza, 30 g)

53. Ajo (1/4 pieza, 1 g)

54. Pergjil, tomillo, laurel, orégano, cilantro, hierbabuena, menta, albahaca,
etc. (una pizca de dos dedos, 6 g)

55. Papas fritas comerciales, churritos, palomitas comerciales u otra fritura (1
bolsa, 38 g)

56. Papas fritas caseras (1 racidn, 50 g)

57. Papas asadas o cocidas (1/2 taza, 60 g)

58 Setas, champifiones (1/2 taza, 48 g)

59. Tomate verde o tomatillo crudo o en salsa (5 piezas, 85 g)

60. Chiles picantes: jalapefio, serrano, habanero, etc. (1 pieza o 30 g)
61. Nopales cocidos (1 pieza o 1/2 taza, 70 g)

62. Limén (1 pieza, 10 g)

63. Elote (1 pieza) o esquite {1 vasito, 55 g)

64. Chayote cocido (1/2 taza, 60 g)

65. Jicama (1/2 taza, 60 g)

66. Chile poblano (1/2 pieza, 40 g)

67. Flor de calabaza (3/4 de taza, 25 g)
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Para cada alimento, margue el recuadro que indica la frecuencia de consumo

promedio durante el afio pasado.
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IV. FRUTAS

8. Naranja, toronja, mandarinas (1 pieza, 76 g)

B9. Platano (1 pieza, 100 g)

70. Manzana o pera (1 pieza, 103 g)

71. Fresas (6 piezas, 72 g)

72 Cerezas, ciruelas (3 piezas, 90 g)

73. Durazno, albaricogue, nectarina (1 pieza, 100 Q)
74. Sandia {1 rebanada, 200 g)

75. Meldn (1 rebanada, 200 g)

T6. Kiwi (1 pieza, 90 g)

77 Uvas (15 piezas, 75 g)

78. Aceitunas (3 piezas, 15 g)

79. Frutas en Almibar (2 piezas, 100 g)

80. Datiles, higos secos, ciruela pasa (2piezas, 20g) pasas (10 piezas, 20g)
81. Almendras, cacahuates, avellanas, pistaches, pifiones (30 g)
82_ Nueces (4 mitades o 1 1/2 cucharada o 10 g)

83. Mango (1/2 pieza, 63 g)

84. Guayaba (3 piezas, 123 g)

85.85. Tuna (2 piezas, 138 g)

86. Tamarindo (1 pieza o 20 g o 1 cucharada de pulpa)
87. Papaya (1 taza, 140 g)

88. Aguacate (1/3 pieza, 31 )

89 Limas (3 piezas, 147 g)

90. Pifia (1 rebanada, 84 g)
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Para cada alimento, margue el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

MUNCA
O CASI
MNUNCA

AL
MES

A LA SEMANA

AL DIA

1-3
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+
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V. LEGUMINOSAS ¥ CEREALES

9

92. Alubias (pintas, blancas o negras) (1 plato, 100 g cocidas)

93. Garbanzos, habas (1 plato, 100 g cocidos)

94 Chicharos (1 cucharadao 10 g)

95. Bolillo, birote, telera, pan blanco de caja (1/2 pieza o 1 rebanada, 30 g)
96. Pan integral de caja u otro fipe (1/2 pieza o 1 rebanada, 28 g)

497. Cereales para desayuno (30 g)

98. Cereales integrales: muesli, copos avena, all-bran, granola (30 g)
99 Aoz blanco (30 g crudo o 1/2 taza cocido)

100. Pasta: fideos, macamones, espaguetis, otras (20 g crudo o 1/2 taza
cocido)

101. Masa (50 g)

102. Frijoles cocidos (142 taza, 86g)

103. Tortilla de maiz (1 pieza, 30 g)

104. Tostada {1 pieza 0 21 g)

105. Tortilla de harina (1/2 piezao 18 g)

106. Pan para hamburguesa, pan para hot dog (1/2 pieza, 28 g)

=t

. Lentejas (1 plato, 100 g cocidas)
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Para cada alimento, marque el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.
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VI. ACEITES Y GRASAS

107. Aceite de oliva (1 cucharada, 10 g)

108. Aceite de oliva extra virgen (1 cucharada, 10 g)
109 Aceite de maiz (1 cucharada, 10 g)

110.. Aceite de girasol (1 cucharada, 10 g)

111. Aceite de soya (1 cucharada, 10 g)

112. Mezcla de los anteriores (1 cucharada, 10 g)
113. Margarina (una porcion individual, 12 g)
114_ Mantequilla (una porcion individual, 12 g)
115. Manteca de cerdo (1 cucharada, 10 g)
116_Aceite de cartamo (1 cucharadita, & g)

117. Aceite de canola (1 cucharadita, 5 g)

118. Manteca vegetal (1 cucharadita, 5 g)
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Para cada alimento, margue el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.
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VIl. REPOSTERIA

119. Galletas tipo Maria (4-6 piezas, 50 g)

120. Galletas integrales o de fibra (4-6 piezas, 50 g)
121. Galletas con chocolate (4 piezas, 50 g)

122_ Pan hecho en casa, hot-cake (1 pieza o 50 g)

123. Pan industrializado comercial: roles de canela, chocorroles, rollos,
donitas, panguecitos, etc. (1 pieza o 50 g)

124. Donas industrializadas (1 pieza, 26 g)

125. Mantecadas (1pieza, 30 q)

126. Pastel (1 rebanada, 50 g)

127_ Churros azucarados, churros rellenos (1 racidn, 100 g)

128. Chocolates (15 g)

129. Cacao en polvo-cacaos solubles (1 cucharadita, 5 g)

130. Pan dulce: conchas, orejas, mofios, polvordn, etc. (1/2 pieza, 32 g)
131. Ate, dulce de leche, cocada, dulce de tamarindo (13 g)
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Para cada alimento, marque el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.
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Vill. MISCELANEA

132. Sopas y cremas de sobre (1 plato, 100 g)

133. Mostaza (1 cucharadita, 5 g)

134. Mayonesa comercial o aderezo cremoso (1 cucharadita, 5 g)

135. Salsa de tomate frito, catsup (1 cucharadita, 15 g)

136. Salsas picantes embotellada (1 cucharadita, 9 g)

137. Sal afadida —extra a la que ya tienen los alimentos- (1 pizca de dos
dedos, 0.2 g)

138. Mermeladas (1 cucharadita, 7 g)

139. Azlicar (1 cucharadita, 3 q)

140. Miel (1 cucharadita, 7 g)

141. Chucherias: gomitas (4 piezas), paletas de caramelo (1 pieza), dulces
comerciales (1 pieza), gelatina (1/2 taza) - Equivalente a 21 g-

142 Cacahuates, semillas, habas (salados, enchilados, garapifiados) (15 g)
143. Cajeta (2 cucharaditas, 12 g)

144 Piloncillo (10 g)

oooooo

ooon

0oo

ooopooo

oooo

oono

aoooooo|g

uooooof=
000000(g

gooo
gooo
ooon

a0
a0
oo

0o ooob-

oooo

oono

nooooo
nooooog

gooo
ooon

0oo
0 0n

ooopooo

oooo

oono

Para cada alimento, margue el recuadro que indica la frecuencia de consumo
promedio durante el afio pasado.
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IX. BEBIDAS

145 Bebidas carbonatadas con azicar: refresco de cola, refresco de
sabores, limonadas (1 botella, 200 mil)

146. Bebidas carbonatadas bajas en calorias, bebidas light: refrescos light,
agua mineral, efc. (1 botella, 200 ml)

147. Jugo de naranja natural (1 vaso, 200 ml)

148. Jugos naturales de otras frutas: toronja, mandaring, etc. (1 vaso, 200 ml)
149 Jugos de frutas en botella o enlatados (1 botella, 200 ml)

150. Café descafeinado express (1 taza, 50 ml)

151. Café express (1 taza, 50 ml)

152. Té (1 taza, 240 ml)

153. Vaso de vino rosado (1 copa, 100 ml)

154. Vaso de vino tinto joven, del afio (1 copa, 100 ml)

155. Vaso de vino tinto afiejo (1 copa, 100 ml)

156. Vaso de vino blanco (1 copa, 100 ml)

157. Cerveza (1 tarro, 330 ml)

158. Licores: anis, amaranto, café, etc. (1 copa, 50 ml)

158. Destilados: whisky, vodka, ginebra, cofiac, tequila, mezcal, ron (1 copa,
50 ml)

160. Café soluble, café descafeinado (1 taza, 240 ml)

161. Agua natural (1 vaso, 240 mil)
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16.4 Aprobacion y numero de registro del comité de ética del Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”

OPD Hospital Civil de Guadalajara
Unidad Hospitalaria Fray Antopio Alcalde

Servicio: Endocrinologia
Oficio No. HCG/CEI-0465/19
Fecha: 03, Mayo del 2019
Registro de

Investigacion:  037/19

DRA. LORENA VALERDI CONTRERAS
INVESTIGADOR PRINCIPAL
Presente:

Por medio de la presente, me permito comunicarle que el Comité de Etica en
Investigacion del Antiguo Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”, ha
revisado y Aprobado el siguiente proyecto de Investigacion, no patrocinado titulado:

“Identificacion y caracterizacion de la microbiota intestinal de pacientes con diabetes
tipo 2 y de pacientes con resistencia a la insulina sin diabetes en la poblacion
mexicana de la zona occidente y su deteccion mediante una técnica de por
multiplex”.

Registro No. 037/19

Este estudio se realizara en el Antiguo Hospital Civil de Guadalajara "Fray Antonio Alcalde".

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente
“LA SALUD DEL PUEBLO ES LA SUPREMA LEY”

>

DR. JUAN LUIS SOTO MANCILLA . .
PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA o
EN INVESTIGACION.

cp. Archivo.
*blfr.

OPD Hospital Civil de Guadalajara Unidad Hospitalaria Fray Antonio Alcalde
Hospital No. 278. Guadalajara, Jalisco, México

C.P. 44280 Tel./Fax: (33) 3614 7748 - 3614 6988 www.hcg.udg.mx
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16.5 Calculos parala obtencién de masa muscular total (MMT)
Primero se obtuvo el area muscular del brazo con la siguiente férmula:

CMB?

AMB =
4t

Y la MMT se obtuvo con la siguiente formula:

MMT = talla = (0.0264 + (0.0029 * AMB))
Donde
Talla debe estar en cm

AMB debe estar en cm?
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