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La diabetes tipo 2 (DMT2) es una de las enfermedades con mayor impacto en
salud publica en el mundo y en México, no solo por el numero de pacientes que
se ha incrementado de manera constante en los ultimo 15 afios, pero también
por los costos de su tratamiento, por las patologias que acompafan a esta
enfermedad (pie diabético, retinopatia, insuficiencia renal). Actualmente se
estima que hay 6.4 millones de personas con diabetes en México, con un gasto
anual por esta enfermedad de 3,430 millones de ddlares. Por lo que se ha
convertido en una prioridad para los sistemas de salud el identificar a los
sujetos en riesgo de desarrollar DMT2 para retrasar su presentacion o evitarla.
Los sujetos que presentan glucosa alterada en ayuno (GAA>100 <126 mg/dL)
asi como los obesos (indice de masa corporal, IMC> 30), son dos grupos
poblacionales claramente identificados como de riesgo para desarrollar DMT2.
Entre los factores asociados con la patogenia de DMT2 se encuentra dos
condiciones: la resistencia a la insulina (RI), que se define como una respuesta
reducida de la esperada a las acciones de la insulina en los tejidos sensibles a
esta hormona, y la funcionalidad de la célula beta pancreatica (FCB), las cuales
estan interrelacionadas. Un método no invasivo y accesible para determinar
estos parametros es el indice de HOMA (Homeostasis Model Assessment) IR
(resistencia a la insulina) y HOMA _B (funcionalidad de célula beta), los cuales
se calculan con base en las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno,
mediante el software proporcionado por la Universidad de Oxford. La RI en
algunas poblaciones también se han correlacionado con otros parametros
como son las concentraciones seéricas elevadas de acidos grasos libres
(AGL>0.6 pg/ml) e interleucina 6 (IL6>2.5 pg/ml). Objetivo. Determinar y
comparar las concentraciones de insulina, de AGL y de IL6, asi como la Rl y
FCB utilizando los indices de HOMA_RIl y _B entre dos grupos de sujetos, uno
con GAA y un grupo control con glucosa normal, realizar la comparaciones de
estos parametros por las categorias del IMC, peso normal (<25), sobrepeso
(25-30) y obesidad. Resultados. Las concentraciones de insulinay el HOMA_IR
fueron significativamente mayores en los casos comparados con los controles,
mientras que el HOMA_B fue significativamente menor en los casos. Al realizar
el analisis por las categorias del IMC solo se observaron diferencias
significativas en HOMA_B en los sujetos con obesidad. Al analizar la capacidad
del HOMA_IR y la concentracion de insulina para identificar a los sujetos con
GAA mediante curvas ROC se obtuvieron especificidades y sensibilidades
<65%, estadisticamente significativas, pero con limitada utilidad clinica, ya que
deben ser 280%. Con el fin de incrementar la sensibilidad y especificidad se
desarroll6 un nuevo indice que se calcula mediante la siguiente férmula:
HOMA_IR/HOMA_BX100 que denominamos HOMAs, el analisis utilizando
las curvas ROC mostro una sensibilidad y especificidad del indice mayores del
80% con un punto de corte de 1.35. No observamos una correlacion entre Rl y
los AGL y la correlacion con la IL6 fue intermedia. Conclusion. El indice
desarrollado HOMArs mostré ser una excelente herramienta para identificar a
los sujetos con GAA que estdn en riesgo de desarrollar DMTZ2,
independientemente de su IMC. Nuestros resultados en su conjunto muestran
la importancia de evaluar la Rl y FCB en la poblacion mexicana, utilizando un
método no invasivo, como el indice HOMARs, que solo requiere de la
determinacidn de las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno para
identificar sujetos en riesgo de desarrollar DMT2.
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Type 2 diabetes (T2DM) is one of the diseases with a major public health
impact worldwide and in Mexico, not only because the number of patients had
increased constantly in the last 15 years, but also due the cost of treatment, of
all the pathologies associated with this illness (diabetic foot diabetic retinopathy,
renal insufficiency, etc.). Nowadays, it is estimated that 6.4 million of subjects
are diabetic in Mexico and the annual expense on this disease is of 3,430
million dollars. Therefore, it has become a priority for the health systems the
identification of subjects in risk of developing this disease in order to delay its
presentation or avoided. The subjects that have impaired fasting plasma
glucose levels (IFG >100< 126 mgdL) as well as obese persons with a body
mass index (BMI) > 30, are two population groups that have been clearly
identified at risk to develop T2DM. Among the factors associated with T2DM
pathogenesis there are two condition: insulin resistance (IR), which is define as
a reduce response to the expected insulin effects on the sensitive tissues to this
hormone and the beta pancreatic cell function (BCF), that are interrelated. A
none invasive and accessible method to determine these parameters is the
HOMA indexes (Homeostasis Model Assessment) IR (insulin resistance) and
_B (beta pancreatic cell function), that are calculated based on fasting glucose
and insulin concentrations, by a software provided by Oxford University. Rl in
some populations also had correlated with other parameters as high
concentrations of free fatty acids (FFA>0.6 pg/ml) and interleukin 6 (IL6>2.5
pg/ml). Objective. To determine and compare insulin, FFA and IL6
concentrations, as well IR and BCF using the HOMA_RI and _B indexes among
two group of subjects, one with IFG a control group with normal glucose, also
we compared these parameters by BMC, normal weight (<25), overweight (25-
30) and obese. Results. Insulin concentrations and HOMA_IR were
significantly higher in cases compered with controls, while HOMA_B was
significantly lower in cases. When the analysis was done by BMI categories
significant differences were only observed in HOMA_B among obese subjects.
When the capacity of HOMA IR and insulin concentrations to identify IFG
subjects was analysed by ROC curves the specificity and sensitivity were <
65% and was significant statistically, but with limit clinic use since they should
be = 80%. Thus in order to increase the specificity and sensitivity a new index
was developed base on the following formula: HOMA_IR/HOMA_B X100 that
we named HOMARpg index, and the ROC curves analysis using this index
revealed a specificity and sensitivity higher than 80%, with a brake point of
1.35. We did not observed a correlation between IR and FFA and the
correlation of IR with IL6 was intermediary. Conclusions. The new developed
index HOMArs had shown to be an excellent tool to identify IFG and controls
subjects that are at risk of developing T2DM independently of their BMC. Our
results together have shown the importance of evaluating the IR as well as the
BCF in the Mexicana population using a non invasive method as the HOMARrss
index, that only requires to estimate the fasting glucose and insulin
concentrations to identify subjects in risk of developing T2DM .
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1. INTRODUCCION
1.1 Definicién y Panorama Epidemiolégico

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad cronico-degenerativa
caracterizada principalmente por la presencia de niveles elevados de glucosa
en sangre, ademas frecuentemente se asocia con alteraciones en los niveles
de lipidos sanguineos: Niveles de triglicéridos (TGC) altos, colesterol de alta
densidad (C-HDL) bajo (Cefalu William T y cols, 2008). Desde hace 3
décadas la prevalencia de la DMT2 se ha incrementado de manera constante
en todo el mundo y es mas acentuado en vias de desarrollo. Para el 2011 se
estimo que aproximadamente 366 millones de personas en el todo el mundo
presentaban DMT2, con base en estos datos se considera que para el 2030 el
numero se incrementara a 552 millones, el 80% de estos pacientes viven en
paises en vias de desarrollo (Olokoba Abdulfatai B y cols, 2012). En México
se ha documentado un incremento constante en la prevalencia de la DMT2
desde 2000 hasta la actualidad, con una prevalencia en el 2012 de 9.3%.

Figura 1

Figura 1 Prevalencia de Diabetes en México
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Los pacientes con DMT2 ademas de presentar complicaciones microvasculares
propias de la enfermedad como la nefropatia, la retinopatia y la neuropatia
diabéticas (cuales a su vez producen ceguera, insuficiencia renal y
amputaciones no traumaticas), tienen mayor riesgo de presentar enfermedades
cardiovasculares como infarto agudo al miocardio, enfermedad cerebral
vascular y enfermedad arterial periférica. Asi es que la DMT2 tiene una alta
tasa de mortalidad provocada por las complicaciones de la enfermedad, por lo
gue se encuentra entre las primeras causas de muerte a nivel mundial. Por otra
parte la DMT2 tiene un alto impacto en los costos generados por la atencion

de la enfermedad y sus complicaciones. (Nathan David M y cols, 2013)

1.2 Diagnéstico

El diagndstico de DMT2 se realiza mediante la medicion de glucosa en sangre,
ya sea en ayuno o 2 horas posterior a una carga de glucosa oral de 75g. En el
primer caso el diagndstico de DMT2 se realiza cuando los niveles de glucosa
séricos son mayores a 125mg/dl y en el segundo cuando son superiores a
199mg/dl. (Inzucchi Silvio E y cols, 2015) (Leiva E y cols, 2014)

1.3 Grupos de Riesgo para desarrollar Diabetes Mellitus T2

Se han identificado sujetos con alto riesgo para desarrollar DMT2 con base en
los niveles de glucosa sanguinea, los cuales presentan la glucosa sérica por
arriba de los valores normales de 100mg/dl, pero menores a 125mg/dl por lo
que no cumplen con el criterio para el diagnostico de DMT2. Estas personas
con alto riesgo de desarrollar DMT2 se clasifican en dos grupos que incluyen:
1) las que presentan glucosa alterada en ayuno (GAA), la cual se define como
niveles de glucosa sérica en ayuno entre 100 y 125 mg/dl y 2) las que
presentan intolerancia a la glucosa, en la cual los niveles de glucosa sérica
posterior a una carga oral de glucosa de 75g se encuentran entre 140 y

199mg/dl. (Paulweber B y cols, 2010). Se ha reportado que estas personas
13



tienen de 3 a 5 veces mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus y datos
similares han sido documentados para la poblacion mexicana. Estos sujetos se
denominan pre-diabéticos, debido al alto porcentaje que progresa a diabetes,
aunque el tiempo de progresion puede variar entre distintas poblaciones
(Admiraal). Se ha documentado que el numero de prediabéticos se ha
incrementado en todo el mundo; En México se ha reportado una prevalencia de
3.1% (Ferrannini E). Este grupo representa una fase temprana en la evolucion
de la diabetes y por lo tanto su estudio y caracterizacién son de gran interés
para comprender la fisiopatologia de la enfermedad, ademas de que su
tratamiento y manejo podrian prevenir o al menos retrasar el desarrollo de la

enfermedad.

1.4 La Diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar DMT2
(Lumeng Carey y cols, 2011), de hecho entre el 70 al 80% de la personas que
desarrollan la enfermedad son obesos. Sin embargo, actualmente se ha
reportado un incremento en la incidencia de DMT2 cada vez mayor entre
personas con sobrepeso e incluso con peso normal. El desarrollo de la DMT2
en personas que no presentan obesidad podria representar una mayor
susceptibilidad de ciertas poblaciones para la enfermedad, asi que en regiones
como Asia y Latinoamérica se ha encontrado una mayor proporcion de sujetos
con DMT2 sin obesidad comparado con otras regiones del mundo.

1.5 Fisiologia de la Homeostasis de la Glucosa

La insulina, es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos,
producida, secretada por las células beta de los islotes de Langerhans del
pancreas y cuya funcidn principal es la regulacion de la homeostasis de la
glucosa sobre todo en el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo.

(Dimitriadis George y cols, 2011)
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La insulina que se produce en el pancreas se secreta bajo la influencia de
varios estimulos, siendo el principal estimulo el incremento en las
concentraciones de la glucosa plasmatica, posterior a la ingestion de alimentos.
Una vez que se elevan los niveles de glucosa sanguineos, ésta entra a la
célula beta pancreatica a través de los transportadores de glucosa tipo 2
(GLUT2) presentes en el pancreas. La glucosa es entonces metabolizada
llevando a la sintesis de ATP e incrementando la razén ATP/ADP, lo cual
conlleva al cierre de los canales de potasio dependientes de ATP,
despolarizando la membrana celular y a la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje, lo cual a su vez permite la entrada de calcio al interior
de la célula, este incremento en la concentracion de calcio intracelular lleva a la
secrecion de insulina por parte de la célula beta. Existe ademas una secrecion
basal de insulina durante el ayuno, la funcion de esta secreciéon es mantener
las concentraciones de glucosa sérica dentro de limites muy estrechos
(aproximadamente 70-100mg/dl), principalmente a través de la inhibicion de la
produccion hepatica de glucosa. (Rhodes C. J y cols, 2002) (Seino Susumu y
cols, 2011)

Como la mayoria de las hormonas la insulina ejerce sus acciones intracelulares
mediante la unidon a su receptor localizado en la membrana celular de los
tejidos blanco (White Morris F, 2003) ((Rosen Ora M, 2013). El receptor de la
insulina (IR) es un tetramero constituido por dos subunidades alfa y dos
subunidades beta. Una vez que la insulina se une a su receptor induce la
activacidon de su funcién tirosina-cinasa lo cual conlleva la autofosforilacion del
receptor en residuos de tirosina, esto a su vez produce cambios
conformacionales que exponen sitios de union para sus moléculas sustrato. En
particular el metabolismo de la glucosa esta regulado por las moléculas
sustrato del receptor de insulina (IRS), de las 5 isoformas existentes ISR1 y 2
son las relacionadas con el transporte de glucosa al interior de la célula. Una
vez que IRS se une al IR, esta es fosforilada en residuos de tirosina, iniciando
los eventos de sefializacién rio abajo que finalmente conlleva a la translocacion

de los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT4) del citosol a la membrana
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plasmatica, este evento permite la entrada de glucosa al interior de la célula.
(White M.F, 1997) Figura 2

Figura 2 via de sefializacion de la insulina
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Se han dilucidado los mecanismos de regulacion intracelulares de la actividad
de la insulina, entre estos se encuentran la desfosforilacion de los residuos de
tirosina del IR y de las moléculas IRS por medio de fosfatasas intracelulares,
inactivando a éstas moléculas. Otro mecanismo de regulacion de IRS es la
fosforilacién de los residuos de serina-treonina (S/T) en las moléculas IRS, a
cargo de cinasas de serina-treonina intracelulares. Esta fosforilacion de los
reisudos S/T induce la disociacién del complejo IR/IRS y marca a las proteinas
IRS para su degradacion (Copps K. D y cols, 2012), si bien este mecanismo
tiene la finalidad del control fisiolégico de la sefalizacion de la insulina
regulando su actividad, se ha documentado en ciertas condiciones como el
embarazo, la sepsis y la obesidad un incremento en la actividad las cinasas
S/T, lo cual resulta en una inadecuada respuesta a la insulina (Zick Y y cols,
2003). Se han identificado diversas cinasas S/T que tienen como sustrato a las
moléculas IRS y que pueden activarse por diversos factores asociados con la
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DMT2 de manera patoldgica, entre estos factores se encuentra la obesidad
(Boura-Halfon Sigalit y cols, 2009). El incremento en la actividad de estas
cinasas S/T se ha propuesto como uno de los mecanismos responsables de la

resistencia a la insulina. Figura 3

Figura 3 Fosforilacién en residuos de serina/treonina de las proteinas IRS
como mecanismo regulador de la accién de la insulina
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1.6 Factores implicados en el desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2

La etiologia de la DMT2 no se encuentra bien establecida, sin embargo se
acepta que la resistencia a la insulina y la disfuncion de la célula beta
pancreatica son los factores que intervienen en el desarrollo de la enfermedad.
(Kasuga Masato y cols, 2006)

1.6.1 Resistencia a la insulina
La resistencia a la insulina fue una de las primeras caracteristicas de los

pacientes con DMT2 que se describid, la cual se caracteriza por una menor
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respuesta de los tejidos blanco a la accion de la insulina, observandose una
disminucién en el consumo de glucosa mediado por la insulina en el musculo
(Bloomgarden Zachary T y cols, 2007). Actualmente se considera que dos
vias por las que se induce la resistencia a la insulina son la mediada por los

acidos grasos libres (AGL) y la inducida por inflamacion crénica subclinica.

1.6.1.1 Acidos grasos libres

Durante el ayuno los AGL presentes en la sangre provienen de dos fuentes: 1)
la hidrolisis por la lipasa endotelial de los TGC circulantes en sangre y 2) la
hidrolisis de los TGC almacenados en los adipocitos. Después de la ingesta de
alimentos, las concentraciones de AGL se incrementan por la absorcién de
estos por el intestino, asi que la liberacion de AGL por el adipocito y la
actividad de la lipasa endotelial es inhibida por la accion de la insulina. Los
AGL procedentes de la dieta se almacena en forma de TGC a través de la
esterificacion sucesiva de una molécula de glicerol, generando monoglicerol,
diacilglicerol y finalmente triacilglicerol. (Czech M. P y cols, 2013) Ensayos in
vitro han demostrado que el incremento en las concentraciones intracelulares
de AGL en los adipocitos estda acompafado por el incremento de productos
intermediarios del metabolismo del almacenamiento de los AGL, entre estos el
diacilglicerol el cual activa a las enzimas cinasas tipo C (PKC) (Itani Samar | y
cols, 2002), en el musculo a la isoforma theta y en el higado a la isoforma
delta, las cuales pueden inactivar a las proteinas IRS a través de su
fosforilacion S/T. (Samuel Varman T y cols, 2010) (Krebs M y cols, 2005) Sin
embargo, si bien se han documentado niveles elevados de AGL en sujetos con
resistencia a la insulina, esto se debe a que la insulina inhibe tanto la actividad
de la lipasa endotelial como la hidrdlisis de los TGC intracelulares, por lo que
estos sujetos lleva a cabo una mayor lipdlisis y por lo tanto presentan niveles
elevados de AGL (Jocken Johan W. E y cols, 2013). Por otro lado, en
personas obesas debido a una mayor cantidad de tejido graso, se ha sugerido
que aun cuando no presenten una mayor tasa de lipdlisis, los niveles de AGL
pueden encontrarse elevados simplemente por una mayor cantidad de

reservas intracelulares de TGC en el tejido adiposo (van de Woestijne A. P y
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cols, 2011) (Koutsari Christina y cols, 2006); Puesto que la mayoria de las
personas con diabetes son obesos, es esperado que se encuentren niveles
elevados de AGL en estos pacientes (Karim M N y cols, 2013). Por otra parte
las concentraciones elevadas de los AGL no se encuentran consistentemente
elevados en personas con resistencia a la insulina o con obesidad. En estudios
realizados recientemente no se ha encontrado relacién entre los niveles de
AGL en sangre, la resistencia a la insulina (Medina-Urrutia Aida y cols, 2015)
y los niveles intracelulares de diacilglicerol (Amati F y cols, 2012), asi que esta
teoria aun se encuentra en debate. Estas observaciones en su conjunto no
establecen una causalidad directa entre la resistencia a la insulina y los niveles
elevados de AGL.

1.6.1.2 Citocinas

Se ha documentado que las personas obesas presentan una respuesta
inflamatoria crénica, de bajo grado, diferente a la que se presenta en otras
patologias como la sepsis. Esta inflamacion de bajo grado se caracteriza por
concentraciones sanguineas elevadas de citocinas, entre estas la interleucina
18 (IL-1B) (Aye Irving L.M.H y cols, 2013) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) (Cruz Nathalia G y cols, 2013) (Walsh Jennifer M y cols, 2013), las
cuales se han correlacionado con la resistencia a la insulina (Ma Kuifen y cols,
2012) (Greenberg A. S y cols, 2002) (Shoelson Steven E y cols, 2006).
También se ha sugerido que otras citocinas, como la Interleucina 6 (IL6)
podrian estar relacionadas con la resistencia a la insulina (Kraakman M. J y
cols, 2013) (Scheller Jiirgen y cols, 2011).

El mecanismo propuesto para la correlacion entre los niveles elevados de
citosinas y la resistencia a la insulina es a través de la via de sefnalizacion de
NF-kB (Solinas Giovanni y cols, 2010). El TNFa puede contribuir al desarrollo
de la resistencia a la insulina en los sujetos obesos a través de la sefnalizacion

intracelular mediada por su receptor (TNF-R), el cual se expresa en el tejido
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adiposo. La union del TNFa a su receptor inicia una serie de eventos de

senalizacion intracelular que induce la activacion de NFk B.

Una vez que el TNFa se une a su receptor, se inicia una cascada de
sefalizacion rio abajo, que involucra varias proteinas, entre las que se
encuentran las proteinas TRAF y TRADD que son reclutadas en el dominio
citoplasmatico del TNF-R, las proteinas adaptadoras RIP, asi como la proteina
TAK1, la cual finalmente lleva a la activacion de la cinasa de serina-treonina
IKKp. La proteina IKKp es una cinasa de serina-treonina, cuyo sustrato
principal es IkBa el factor inhibidor de NF-xB (Hayden Matthew S y cols,
2008). (Marette A y cols, 2003), sin embargo, se ha demostrado que la
proteina IKKp, también interactua con las proteinas IRS, fosforilandolas en

residuos S/T e inactivandolas (White, Morris F y cols, 2002) Figura 4.

Figura 4. Mecanismos inflamatorios implicados en la resistencia a la insulina
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Varios estudios han mostrado correlacion entre las citocinas TNFa e IL18 y la
resistencia a la insulina, sin embargo el papel para la IL6 en la resistencia a la
insulina no es consistente (Steensberg Adam y cols, 2003) (Krook A y cols,
2008) Entre las observaciones que se contraponen a la participacion de la IL6
en la resistencia a la insulina, una de las mas importantes es que se ha
demostrado de la secrecién de IL6 por el musculo esquelético en respuesta al
ejercicio (Febbraio Mark A y cols, 2004), cuando hay un incremento en el
consumo de glucosa por parte del musculo, mediante un mecanismo
independiente de la accion de la insulina (Nimmo M. A y cols, 2013). Sin
embargo, no se establecido si la IL6 tiene un efecto directo sobre el musculo
liso y el incremento en el consumo de glucosa, aunque se han reportado
ensayos in vitro de una posible interaccion entre la IL6 y las proteinas IRS
(Weigert Cora y cols, 2006).

1.6.2 Disfuncion de la célula beta

La disfuncidn de la célula beta se refiere a la incapacidad de mantener la
produccion de insulina para mantener los niveles de glucosa sanguineos dentro
del intervalo normal (Thorens B y cols, 2013). Durante la resistencia a la
insulina se incrementa la demanda en la produccion de insulina por parte del
pancreas para compensar la resistencia a la insulina; asi es que en fases
iniciales se encuentra hiperinsulinemia tanto en ayuno como en postpandrio.
Sin embargo, con el paso del tiempo el pancreas pierde la capacidad de seguir
secretando cantidades elevadas de insulina y disminuyen progresivamente los
niveles séricos de la misma, incrementandose al mismo tiempo los niveles de
glucosa. De tal manera que la respuesta normal de la célula beta pancreatica a
la resistencia a la insulina es un incremento compensatorio en la secrecion de
insulina para mantener la normoglucemia (Boitar Christian y cols, 2012). Se
ha sugerido que la DMT2 se desarrolla en aquéllos individuos que son
incapaces de sostener esta compensacion por parte de la célula beta Figura 4.
Entre los mecanismos descritos que producen disfuncion y falla de la célula
beta se encuentran la glucolipotoxicidad y el estrés del reticulo endoplasmico.
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1.6.2.1 Glucolipotoxicidad

De manera fisiologica la glucosa y los AGL se metabolizan en las mitocondrias
mediante la cadena respiratoria (Serra Dolors y cols, 2013), sin embargo,
cuando existe un incremento en la concentracion sanguinea de estos sustratos
(como en las personas con resistencia a la insulina) se puede sobrepasar la
capacidad de oxidacion de la mitocondria, lo cual resultara en un incremento en
el potencial de membrana y en la produccidén de especies reactivas de oxigeno
(ERO) (Rindler Paul M y cols, 2013). Si bien existen mecanismos para
amortiguar y eliminar los metabolitos téxicos producidos por la cadena
respiratoria, el incremento en la produccién de estas moléculas, puede
sobrepasar la capacidad del sistema de amortiguacién, generando asi una
disfuncion mitocondrial que ha largo plazo produce la muerte celular. Este
mecanismo se ha descrito en la célula beta y se ha denominado
glucolipotoxicidad. (Van Raalte Daniel H y cols, 2011) (Barlow Jonathan y
cols, 2013)

1.6.2.2 Estrés del reticulo endoplasmico

Como se menciono6 previamente, otro mecanismo de la disfuncién de la célula
beta es el estrés del reticulo endoplasmico. Se ha observado que el estrés del
reticulo endoplasmico esta asociado con el incremento marcado en la sintesis
de insulina durante el periodo de hiperinsulinemia. (Eizirik D. L y cols, 2013)
El estrés del reticulo endoplasmico se induce cuando las proteinas no son
plegadas adecuadamente, por lo que estas no se transportan al aparato de
Golgi y se acumulan en el reticulo endoplasmico o se liberan para su
degradacion, el exceso de proteinas en estos dos sitios conlleva a la activacion
del sistema UPR (unfolded protein response) el cual inicialmente tiene la
finalidad de proteger a la célula pero a largo plazo puede ocasionar muerte

celular.

1.7 El indice Homeostasis Model Assessment como método para evaluar

resistencia a la insulina y la funcion de la célula beta
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Por todo lo anterior, la susceptibilidad de un individuo para desarrollar DMT2 se
encuentra relacionada con la resistencia a la insulina y con la respuesta de la
célula beta pancreatica a esta alteracion. Por lo tanto con el fin de identificar a
los sujetos en riesgo de desarrollar DMT2 es importante determinar estos dos
parametros (Wallace T. M y cols, 2002). Dentro de los métodos para la
evaluar la resistencia a la insulina y la funcionalidad de la célula beta se
encuentra el indice de HOMA (Homeostais Model Assessment) desarrollado en
1985 por Matthews y colaboradores (Wallace Tara M y cols, 2004). Este
indice se calcula a partir de los valores séricos de insulina y de glucosa en
ayuno de una muestra de sangre. Este método tiene la ventaja de no ser
invasivo, ya que solo se requiere una muestra de sangre, ademas de ser
menos laborioso y de menor costo comparado con otros métodos que como la
pinza euglucémica-hiperinsulinémica (Antuna-Puente B y cols, 2011), en el
cual se requiere de la hospitalizacion del sujeto, la infusién continta de glucosa
e insulina y la toma de muestras continuas. Ademas este indice se ha validado
en diversas poblaciones y se ha demostrado en estos estudios su utilidad
clinica y epidemiologica. (Nolan J. J y cols, 2012)
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2. JUSTIFICACION

En nuestro pais no se ha establecido la correlacion existente entre la
resistencia a la insulina y los AGL y la IL6. Una poblacion de interés para
evaluar estas correlaciones son los sujetos con GAA, puesto que estas
personas representan un estadio temprano en la evolucién de la enfermedad y
se encuentran en alto riesgo para desarrollar la DMT2. Asi es que la
caracterizacion de estos sujetos puede permitir disefiar estrategias de
deteccion temprana de sujetos en riesgo; para proporcionar el tratamiento

adecuado y prevenir o retrasar el desarrollo de la DMT2.
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3. HIPOTESIS

La funcionalidad de la célula beta pancreatica se encuentra disminuida en los
sujetos con intolerancia a la glucosa de manera independiente de la resistencia

a la insulina

Los niveles de acidos grasos libres correlacionan con el indice de masa

corporal y con la resistencia a la insulina en sujetos con glucosa alterada en

ayuno

Los niveles de interleucina-6 correlacionan con la resistencia a la insulina en

sujetos con glucosa alterada en ayuno
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar en una poblacion mexicana el indice HOMA 2, los niveles
plasmaticos de acidos grasos libres y los niveles plasmaticos de interleucina 6,
tanto en sujetos con glucosa en ayuno normal como alterada y realizar analisis

de correlacion.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reclutar sujetos adultos que cumplan con los criterios de inclusion del
estudio y acepten participar en el mismo, mediante la firma del formato de

consentimiento informado.

2. Realizar la historia clinica de los sujetos, asi como tomar evaluar sus

parametros antropomeétricos.

3. Obtener muestras de sangre de los sujetos de estudio para realizar analisis
de quimica sanguinea y perfil de lipidos, asi como se almacenaron alicuotas
para la posterior determinacion de las concentraciones séricas de insulina, de

acidos grasos libres y de IL-6.

4. Calcular los indices de HOMA2 mediante el software proporcionado por la
Universidad de Oxford

5. Comparar los niveles séricos de insulina, IL-6, acidos grasos libres y los
indices HOMAZ2 entre los casos y controles
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6. Comparar los niveles séricos de insulina, IL-6, acidos grasos libres y los

indices HOMAZ2 entre las categorias del IMC

7. Realizar las correlaciones entre los niveles de insulina, la IL-6, los acidos
grasos libres y los indice de HOMAZ2,

8. Realizar las correlaciones entre los indices de HOMA, la insulina, la IL6, los
acidos grasos libres con el IMC y la circunferencia de cintura
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Poblacion

Sujetos reclutados de la consulta externa y de los servicios de hospitalizacion
del Hospital General de Ticoman de los SSDF y del Hospital General Zona No
30 IMSS que cumplan los criterios de inclusion y que hayan aceptado participar
en el estudio.

5.2 Diseno del Estudio

Estudio transversal, analitico, de casos y controles.

5.3 Criterios de inclusion

5.3.1 Casos: Sujetos adultos de 18 a 75 anos, de ambos sexos, con presion
arterial normal y con glucosa en ayuno mayor de 100mg/dl pero menor de
126mg/dl. Se corroborara el resultado inicial con una segunda prueba realizada
al menos 3 dias después de la primera.

5.3.2 Controles: Sujetos adultos de 18 a 75 afos, de ambos sexos, con

presion arterial normal y con glucosa en ayuno <100mg/dl.

5.4 Criterios de exclusion

Pacientes con hipertension arterial

Con tratamiento con hipolipemiantes, antidepresivos, hipoglucemiantes o
esteroides

Insuficiencia hepatica

Insuficiencia renal

Insuficiencia cardiaca

Historia de abuso de alcohol o farmacos

Enfermedades psiquiatricas

Enfermedades inmunoldgicas
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Que no acepten participar en el estudio

5.5 Aspectos éticos
A todos los sujetos se les informara ampliamente sobre los objetivos del
estudio. Se mantendra el anonimato de los participantes. Se obtendra

consentimiento informado. EIl estudio ha sido aprobado por los comités de

ética de los dos Hospitales
Hospital General de Ticoman: Folio 208010712
Hospital General de Zona No 30: Folio 38 Q 0125488

5.6 Seleccion de sujetos

5.6.1 Entrevista inicial

Durante la entrevista inicial se aplicaron los criterios de inclusion y exclusion, si
el sujeto es candidato se realiza su historia clinica, en la cual se interrogd sobre
antecedentes personales, alergias, enfermedades, medicamentos, asi como

antecedentes familiares de diabetes.

Para las medidas antropométricas peso y talla se utilizO un estadimetro
calibrado. La circunferencia de la cintura se tom6 con una cinta métrica 1 cm
por debajo de la cicatriz umbilical; la presion arterial se tomé con un
esfingomandmetro anaeroide después de al menos 10 minutos de reposo. Se

di6 una cita para toma de muestra de sangre.

5.7 Toma de muestra de sangre

Se citaron a los sujetos de estudio para la toma de la muestra de sangre
venosa con al menos 10 horas de ayuno, se tomaron aproximadamente 15 ml
de sangre en dos tubos diferentes. Uno se envio a procesar al laboratorio del
Hospital correspondiente, donde se obtuvo una quimica completa y perfil de
lipidos. Del segundo tubo se separo6 el suero y se realizaron alicuotas de 100
microlitros que se almacenaron a -70 grados centigrados para su posterior

analisis.
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5.8 Determinacién de las concentraciones de insulina, interleucina 6 y
acidos grasos libres

Las concentraciones de insulina y de IL-6 se midieron mediante kitts de ELISA
comerciales: DiagMex © y Bio-science © respectivamente. Los acidos grasos
libres se midieron con un método colorimétrico comercial, SIGMA-Aldrich ©.

5.8.1 Determinacion de insulina

El método de ELISA para la insulina (numero de catalogo 1606z) requirio de 50
microlitros de suero, se realizé con las placas de ELISA estandar de 96 pozos
aportadas por el proveedor, la lectura de la absorbancia se realiz6 con un
espectofotdmetro a 450nm. La sensibilidad reportada por el fabricante es de
0.75 microUl/ml.

El método utilizado brevemente consisten en lo siguiente: en cada uno de los
pozos se colocaron 50 microlitros de calibradores, controles y muestras, todos
se corrieron por duplicado.

Posteriormente se agregaron 100 microlitros del reactivo Insuline Enzyme
Reagent (anticuerpo tipo IgG, monoclonal de ratén de alta afinidad, purificado y
etiquetado con enzima).

La placa se incubd durante 120 minutos a temperatura ambiente (20-27 grados
centigrados), decantando el contenido al término de la incubacion.

Se realizaron 3 lavados de los pozos con solucion amortiguadora (surfactante
en solucion salina, diluido en agua desionizada).

Posteriormente se agregaron 100 microlitros de solucion de trabajo
(tetrametilbenzidina mas peréxido de hidrogeno), incubandola por 15 minutos.
Finalmente se agrego la solucién de paro (acido clorhidrico 1 normal).

5.8.2 Determinacion de interleucina 6

El método de ELISA para la IL6 (numero de catalogo 88-7966-29) requirié de
100 microlitros de suero, se realizd con las placas de ELISA estandar de 96
pozos, pre-cubiertas aportadas por el proveedor, la lectura de la absorbancia
se realizé con un espectofotdmetro a 450nm. La sensibilidad reportada por el
fabricante es de 2pg/ml.
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Brevemente, el método se realiza como se describe a continuacion: En cada
uno de los pozos se colocaron 100 microlitros de los calibradores y de las
muestras, todos se corrieron por duplicado, la placa se incub6 durante toda una
noche a 4 grados centigrados. Al término de la incubacidén se realizaron 5
lavados con 250 microlitros de solucion amortiguadora.

Una vez completado este paso se agregaron 100 microlitros del anticuerpo de
deteccion, incubando la placa por una hora. Al término de la incubacion,
nuevamente se realizaron 5 lavados. Posteriormente se agregaron 100
microlitros de 100 microlitros del reactivo Avidin-HRP (enzima de deteccion)
proporcionado por el fabricante, incubando por 30 minutos, realizando 7
lavados al final de la incubacion. En el paso siguiente se agregaron 100
microlitros de la solucion de sustrato (tetrametilbenzidina) a cada pozo,
realizando una incubacién de 15 minutos. Finalmente se agregaron 50

microlitros de solucién de paro

5.8.3 Determinacion de acidos grasos libres

El método para medir los AGL (numero de catalogo MAKO044) es un analisis
acoplado a enzima del que se obtiene un producto colorimétrico proporcional a
la cantidad de AGL presentes en suero. El volumen de suero para la prueba
fue de 50 microlitros. Se realizd en placas estandar de 96 pozos, la lectura de
la absorbancia se realizé con un espectofotometro a 570nm. ElI método se
describe a continuacion brevemente, Se colocaron 50 microlitros de los
calibradores y las muestras en cada pozo de la placa de ELISA, todos se
corrieron por duplicado. Posteriormente se agregaron 2 microlitros del reactivo
ACS (acil-CoA sintetasa) a cada pozo y se incubo por 30 minutos a 37 grados
centigrados. Una vez terminada la incubacion se agregaron 50 microlitos del
reactivo Master Mix, (el cual se prepara con los reactivos proporcionado por el
fabricante y contiene amortiguador, sonda, potenciador y enzima), incubando a
37 grados por 30 minutos. Al final de esta incubacion se realiza la lectura.

5.9 Calculo de los indices de HOMA
Los indices de HOMA IR y HOMA_B se calcularon a partir de los valores de

glucosa e insulina obtenidos de la muestra de sangre en cada paciente. El
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calculo se realiz6 mediante el software que puede descargarse de forma

gratuita de la pagina de la Universidad de Oxford.

5.10 Analisis estadistico

La estadistica descriptiva incluiyd medias, medianas, intervalos de confianza,

desviacion estandar, porcentajes, y percentiles.

Para la comparacién de las concentraciones de insulina, IL6 y AGL, asi como
de los indices HOMA entre los casos y controles, se utilizaron las pruebas t de
student y U de Mann-Whitney segun su distribucion paramétrica. Para la
comparacion de las concentraciones de insulina, IL6 y acidos grasos libres, asi
como de los indices HOMA entre las categorias del IMC se utilizé la prueba de

ANOVA y ANOVA de Kruskal-Wallis segun su distribucion paramétrica.

Las correlaciones entre los indices de HOMA vy las variables antropométricas
(IMC, circunferencia de cadera) asi como las concentraciones de insulina, IL6 y

acidos grasos libres se realiz6 mediante la prueba de Pearson.

Para determinar el mejor punto de corta para identificar a los sujetos con GAA
mediante las concentraciones de insulina y los indices de HOMA se
construyeron curvas ROC. Para comparar la efectividad de la curva ROC, se
tomaron en cuenta tanto el area bajo la curva como la sensibilidad y la
especificidad de la variable evaluada. Por lo tanto, mientras mayor sea el area
bajo la curva la prueba tiene mayor significancia estadistica. La sensibilidad y
especificidad por arriba del 80% se consider6 de utilidad clinica porque permite

identificar de manera adecuada a 80 de cada 100 sujetos evaluados.
Para todas las pruebas se tomé un nivel de significancia de 0.05. Todos los

analisis se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS en su version 20
IBM ©.
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6. RESULTADOS

6.1 Poblacion de estudio

En el periodo comprendido de agosto del 2011 a noviembre del 2014 se

entrevistaron un total de 271 sujetos, de estos 181 sujetos cumplieron los

criterios de inclusion y aceptaron participar en el estudio, (132 mujeres y 49

hombres) 77 casos (60 mujeres y 17 hombres) y 104 controles (72 mujeres y

32 hombres). Las caracteristicas de la poblacion se muestran en la tabla 1.

Como se puede apreciar no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre el grupo de casos y controles en relacion al IMC, circunferencia de

cintura, concentraciones de colesterol total, TGC, y C-HDL. Por el contrario en

relacion a la edad, los sujetos control fueron mas jovenes comparados con los

sujetos con GAA, esta diferencia tuvo significancia estadistica.

Tabla 1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Peso Normal (n=52)

Sobrepeso (n=61)

Obesidad (n=68)

Controles GAA P Controles | GAA p Controles | GAA P
Edad 37.9 (33.9- | 49.4 (43.2- | <0.05 | 40.3(36.9- | 50 <0.05 | 42.2(38.0- | 49.9 <0.05
41.9) 55.5) 43.7) (45.7- 46.4) (46.9-
54.3) 52.9)
IMC 22.82 (22.26- | 23.71 (17- | >0.05 27.58 27.69 >0.05 | 34.29 33.96 >0.05
23.38) 24.25) (27.06- (27.20- (33.09- (32.76-
28.11) 28.18) 35.48) 35.16)
CcC 80.12 (77.15- | 84.1 >0.05 91.51 91.58 >0.05 | 1055 104.4 >0.05
83.1) (79.27- (87.8- (89.37- (101.07- (100.91-
88.92) 95.23) 93.79) 109.92) 107.88)
Col Tot 179.47 176.9 >0.05 181.16 189.03 >0.05 181.87 194.13 >0.05
(166.87- (147.18- (172.67- (177.85- (171.72- (182.16-
192.08) 206.61) 197.64) 200.21) 192.01) 206.1)
TGC 110.5 (77) 114 >0.05 | 133(109) | 182 <0.05 | 134 (70) 160 >0.05
(106.5) (118) (130.5)
HDL-C 49.17 (45.15- | 42.21 >0.05 45.24 42.21 >0.05 44.03 44.07 >0.05
53.18) (32.83- (41.06- (32.83- (40.67- (40.96-
51.58) 49.43) 51.58) 47.39) 47.19)
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6.2 Correlacién entre las variables antropométricas y los indices HOMA e

insulina

Al realizar las correlaciones entre los indices HOMA vy las variables
antropomeétricas circunferencia de cintura e IMC, se demostraron correlaciones
significativas entre el IMC (Figuras 5, 6 y 7), la circunferencia de cintura
(Figuras 8, 9 y 10) y las concentraciones de insulina, asi como ambos indices
de HOMA. Las correlaciones con mayor significancia estadistica se
encontraron entre el indice la circunferencia de cintura, el IMC y el indice
HOMA_IR. (Tabla 2)

Tabla 2 Coeficientes de correlacion entre las variables antropomeétricas
indice de masa corporal (IMC), Circunferencia de cintura y los indices de

HOMA y las concentraciones de insulina.

HOMA IR HOMA B Insulina
R p r p r P
IMC 0.444 <0.001 0.168 <0.05 0.435 <0.001

Circunferencia 0.466 <0.001 0.247 <0.01 0.4382 <0.001

cintura

34



Figura 5. Correlacién entre el Indice de Masa Corporal y las Concentraciones de
Insulina
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Figura 6. Correlacién entre el Indice de Masa Corporal y el indice HOMA_IR
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Figura 7. Correlacién entre el Indice de Masa Corporal y el indice HOMA_B
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Figura 8. Correlacién entre la Circunferencia de Cintura y las concentraciones de

Insulina
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Figura 9. Correlacién entre la Circunferencia de Cintura y indice HOMA_IR
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Figura 10. Correlacién entre la Circunferencia de Cintura y indice HOMA_B
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6.3 Comparacion de los niveles de insulina y los indices de HOMA entre
los casos y los controles.

Al comparar los niveles de insulina y el indice de HOMA_IR entre los dos
grupos de estudio (casos y controles) de toda la poblacion, se demostré que
los niveles de insulina fueron significativamente mas elevados en los sujetos
con glucosa alterada en ayuno comparados con los controles: mediana insulina
11.4 vs 6.63 Ul/ml (p<0.001, Figura 11) respectivamente. Por otra parte,
también se encontraron diferencias significativas en el HOMA IR, con niveles
mas elevados en los casos comparados con los controles: media HOMA IR
2.08 vs 1.47 (p<0.001, Figura 12) respectivamente. Mientras que el indice
HOMA_B fue mas alto en los sujetos control comparado con los casos: media
HOMA_B 117.7 vs 96.5 (p<0.01, Figura 13) respectivamente.

Figura 11. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los casos y los
controles
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Figura 12. Comparacién del indice HOMA_IR entre los casos y los controles
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6.4 Comparacion de los indices HOMA, insulina entre los casos y

controles estratificados por el IMC.

Se realiz6 la comparacion por los subgrupos de las diferentes categorias del
IMC (peso normal, sobrepeso y obesidad) de los niveles de insulina y los
indices de HOMA entre los casos y los controles. En este analisis se encontrd
que los niveles de insulina y el indice de HOMA_IR se incrementan de forma
significativa con cada categoria del IMC, tanto en el grupo de controles
(p<0.001, Figuras 14 y 15) como en los casos (p<0.01, Figuras 17 y 18).
Mientras que el indice HOMA_B solo se incrementd de manera significativa en
el grupo de controles (Figura 16, p<0.05) mientras que en el grupo de casos no
se encontro un incremento significativo (p>0.050, Figura 19)

Figura 14. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los controles estratificados
por el Indice de Masa Corporal

20.004 Controles
' P < 0.0001
E 15,00
=]
<
£
S
w
s -
*= 10,00
<
c
=
°
v
=
5,00 -
7,95
0,00 T T
peso adecuado sobrepeso obesidad

Indice de masa corporal

Barras de error: 95% IC

40



Figura 15. Comparacién del indice de HOMA_IR entre los controles estratificados por el
indice de Masa Corporal

5 504 Controles
: p < 0.001 S
2,00
3
I
~N
g —
O L1507
=
[
S R
8
©
v 1,004
= I
—— 1,25
0,00 T T
peso adecuado sobrepeso obesidad

Indice de masa corporal

Barras de error: 95% IC

Figura 16. Comparacion del indice de HOMA_B entre los controles estratificados por el
Indice de Masa Corporal
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Figura 17. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los casos estratificados
por el indice de Masa Corporal
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Figura 18. Comparacién del indice HOMA_IR entre los casos estratificados por el Indice de
Masa Corporal
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Figura 19. Comparacién del indice HOMA_B entre los casos estratificados por el Indice de
Masa Corporal
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6.4.1 Sujetos con peso normal

Al comparar en cada categoria del IMC los niveles de insulina y los indices de
HOMA, se encontr6 que en los sujetos con peso normal (menor a 25) los
niveles de insulina fueron mas elevados en los sujetos control comparado con
los casos, 3.9 vs 5.70 Ul/ml (p>0.05, Figura 20); el indice HOMA_IR fue menor
en los controles comparado con los casos, 0.85 vs 1.1 (p>0.05, Figura 21), y el
HOMA_B mayor en los controles comparado con los casos, 90.05 vs 78.10
(p>0.05, Figura 22) pero ninguna de estas diferencias alcanzé significancia
estadistica.
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Figura 20. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los casos y los controles
con peso normal
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Figura 21. Comparacién del indice HOMA_IR entre los casos y los controles con peso
normal
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Figura 22. Comparacién del indice HOMA_B entre los casos y los controles con peso
normal
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6.4.2 Sujetos con sobrepeso

En el analisis del grupo de sujetos con sobrepeso (IMC entre 25 y 30) las
concentraciones de insulina fueron significativamente mas elevados en los
casos comparados con los controles 7.95 vs 10.2 (p<0.01, Figura 23), mientras
que en el HOMA_ IRy el HOMA_B no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos, 1.25 vs 1.6 y 114.35 vs 92.35 respectivamente (p>0.05,
Figuras 24 y 25).

45



Figura 23. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los casos y los controles
con sobrepeso
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Figura 24. Comparacién del indice HOMA_IR entre los casos y los controles con sobrepeso
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Figura 25. Comparacién del indice HOMA_B entre los casos y los controles con sobrepeso
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6.4.3 Sujetos con obesidad

Finalmente para los sujetos obesos, no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de insulina y el HOMA_IR entre los
controles y los casos 10.05 vs 13.8 y 2.02 vs 2.44, (p>0.05, Figuras 26 y 27),
mientras que el HOMA_B fue significativamente mas elevado en los controles
comparados con los casos 155.2 vs 107.9 (p<0.01, Figura 28)
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Figura 26. Comparacién de las concentraciones de insulina entre los casos y los controles
con obesidad
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Figura 27. Comparacién del indice HOMA_IR entre los casos y los controles con obesidad
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Figura 28. Comparacién del indice HOMA_B entre los casos y los controles con obesidad
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Estos resultados sugieren que la interaccion entre la resistencia a la insulina
(HOMA_IR) y la funcionalidad de la célula beta (HOMA_B) es distinta en cada
una de las categorias del IMC.

6.5 Analisis de los indices de HOMA e insulina mediante las Curvas ROC

Se realizaron curvas ROC para evaluar la utilidad de la insulina y los indices
HOMA_IR y HOMA B para discriminar entre los pacientes con GAA y los
controles. Como se muestra en la Figura 29, el area bajo la curva (AUC) para la
insulina fue de 0.623 (IC 95% 0.552-0.725, p<0.01), para el HOMA_ IR fue
0.658 (IC 95% 0.580-0.736, p<0.001) y para el HOMA_B (identificar a los
sujetos sin GAA) fue de 0.61 (IC 95% 0.524-0.700, p<0.01, Figura 30). EI mejor
punto de corte para el HOMA _IR fue 1.45, con una sensibilidad de 65.5% y una
especificidad de 63.1%, para la insulina fue de 10.05 con una sensibilidad de
60.7% y una especificidad de 60.2%, finalmente para el HOMA_B fue 98.5 con
una sensibilidad de 61.9% y una especificidad de 54.8%. Como se habia

comentado, si bien la sensibilidad y la especificidad de todas la variables tienen
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significancia estadistica (a excepcion de la especificidad del HOMA_B), la
utilidad clinica es limitada, porque una sensibilidad del 60% tendria un
porcentaje de falsos negativos del 40% (sujetos que presentarian la prueba
positiva aun sin tener la condicidon) y una especificidad del 60% tendria un
porcentaje de falsos positivos del 40% (sujetos que presentarian la prueba
positiva y no tendrian la condicion). Por lo tanto es deseable tener un método
con mayor sensibilidad y especificidad.

Figura 29. Curva ROC para la discriminacién entre casos y controles para la insulina y el
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Figura 30. Curva ROC para la discriminacién entre casos y controles el indice HOMA_B
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6.6 Evaluacioén de la interaccion entre HOMA_IRy HOMA_B

Se realizdé una correlacién entre el HOMA_IR y el HOMA_B dividiendo a la
poblacién de estudio en casos y controles para evaluar la respuesta de la
funcionalidad de la célula beta (HOMA_B) de cada individuo a la resistencia a
la insulina (HOMA_IR) dependiendo de su estado: caso o control. El coeficiente
de correlacion de Pearson para los sujetos para los sujetos con glucosa normal
fue 0.744 (r2=0.544, p<0.001), mientras que para los sujetos con GAA fue de
0.956 (r2=0.915, p<0.915 p<0.0001); como se aprecia, ambas correlaciones
tiene significancia estadistica, sin embargo, la correlacion de pearson es mayor
en el grupo de sujetos GAA, es decir por cada unidad de incremento del
HOMA_IR, hay un mayor incremento en el HOMA_B, en los controles cuando
se comparan con los casos. Por lo tanto, esta diferencia en las correlaciones
indica que la capacidad de incrementar la funcidn de la célula beta se
encuentra disminuida en los sujetos con GAA. Como se puede apreciar en la
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Figura 31, para cada valor de HOMA_IR el valor respectivo de HOMA B es

menor para los sujetos con GAA comparado con el grupo control.

Figura 31. Correlaciones entre el HOMA_IR y el HOMA_B para los casos y los controles
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6.7 Propuesta nuevo indice para evaluar la interaccidon entre la resistencia

a la insulina y la funcionalidad de la célula beta

Con base en estas observaciones se construyé un indice que denominamos
HOMARrs el cual se calculé dividiendo el valor de HOMA IR entre el valor de
HOMA_B y multiplicandolo por 100 ([HOMA_IR/HOMA_B]/100). Al comparar
los valores del indice entre los casos y controles para cada una de las
categorias del IMC (a diferencia de la insulina, HOMA_ IR y el HOMA_B se

encontraron diferencias significativas entre los casos y los controles Figura 32.
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Figura 32. comparacién del indice HOMA . ; entre los casos y los controles,
estratificados por indice de Masa Corporal
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6.7.1 Curvas ROC para el indice propuesto

Al realizar curva ROC con este indice para discriminar entre los sujetos con
GAA de los controles, el AUC fue de 0.992 (IC 95% 0.881-0.963, p<0.00001,
Figura 33). El mejor punto de corte para el diagndstico de GAA fue 1.35 con
una sensibilidad 91.7% y una especificidad de 78.6%. Este indice representa la
capacidad que presenta la célula beta para incrementar su funcién para
compensar la resistencia a la insulina, si el indice disminuye la capacidad de
compensacion es menor. La sensibilidad y especificidad del indice propuesto
es muy superior a la que se obtuvo con las concentraciones de insulina y los
indices HOMA IRy HOMA_ B
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Figura 33. Curva ROC para el indice HOMA r; comparado con las concentraciones de
insulina y el indice HOMA_IR
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6.8. Analisis de acidos grasos libres

Tomando en cuenta a toda la poblacidn, las concentraciones de AGL fueron

significativamente mas altas en los sujetos con glucosa alterada en ayuno

comparados con los controles: mediana 0.4 vs 0.5 pg/ml (p<0.05, Figura 34)
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Figura 34. Comparacién de los acidos grasos libres entre casos y controles
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6.8.1 Comparacion de los AGL entre casos y controles estratificandolos

por su indice de masa corporal

Como se muestra en la Figura 35, al realizar el analisis de las concentraciones
de AGL entre los casos y controles por grupo de IMC, se observd una
tendencia en lo sujetos con GAA a presentar concentraciones mas elevadas
con respecto a los sujetos control. Pero las concentraciones de AGL solo
mostraron diferencias significativas entre los casos y los controles, en el grupo

de peso normal, 0.3 vs 0.7 pg/ml (p<0.05)
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Figura 35. Comparacién de los acidos grasos libres entre casos y controles estratificados
por el Indice de Masa Corporal
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6.8.2 Correlacion entre las variables antropométricas y los acidos grasos
libres

Al realizar las correlaciones correspondientes entre los AGL y las variables

antropométricas, IMC (Pearson=0.068) y cintura de cadera (Pearson=0.118),

no se encontraron correlaciones significativas. (p>0.05, Figuras 36 y 37).
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Figura 36. Correlacién entre el Indice de Masa Corporal y las concentraciones de Acidos
Grasos Libres
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Figura 37. Correlacién entre la Circunferencia de Cintura y las concentraciones de Acidos
Grasos Libres
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6.8.3 Correlacion entre las concentraciones de insulina, los indices HOMA
y los acidos grasos libres

Cuando se realizaron las correlaciones entre la insulina (Pearson=0.019), el
HOMA_IR (Pearson=0.62), el HOMA_B (Pearson=-0.58) y las concentraciones
de AGL, no se encontraron correlaciones significativas, en ninguna de estas
correlaciones (p>0.05, Figuras 38, 39y 40)

Figura 38. Correlacién entre las concentraciones de Acidos Grasos Libres y de Insulina
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Figura 39. Correlacioén entre las concentraciones de acidos grasos libres y el HOMA_IR
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Figura 40. Correlacién entre las concentraciones de acidos grasos libres y el HOMA_B
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6.8.4 Correlacion entre las concentraciones de triglicéridos y las

concentraciones de acidos grasos libres

Sin embargo, si se observdé una correlacién significativa (Pearson=0.288,
p<0.01, Figura 41) entre las concentraciones de acidos grasos libres y las de
triglicéridos, esto esta acorde con lo que previamente se discutio sobre el
hecho de que la fuente principal de acidos grasos libres durante el ayuno son
los triglicéridos circulantes.

Figura 41. Correlacién entre las concentraciones de acidos grasos libres y de Triglicéridos
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6.9. Analisis de Interleucina 6

Como se muestra en la Figura 42, las concentraciones de IL6 entre los casos y

los controles de toda la poblacidon de estudio, no mostraron diferencias
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significativas entre los grupos de controles y GAA, mediana 2.32 vs 2.39 pg/ml,
p>0.05.

Figura 42. Comparacion de las concentraciones de Interleucina 6 entre los casos y los
controles
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6.9.1 Correlaciones entre las concentraciones de Interleucina 6 y las
variables antropométricas indice de masa corporal y circunferencia de
cintura

Al realizar las correlaciones correspondientes entre el IMC, la circunferencia de
cintura y las concentraciones de IL6, se encontré una correlacion significativa
con el IMC, aunque con un coeficiente de Pearson bajo (Pearson=0.165,
p<0.05, Figura 43); no se encontrd correlacion entre las concentraciones de IL6
y la circunferencia de cintura (Pearson=0.146, p>0.05, Figura 44)
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Figura 43. Correlacién entre las concentraciones de Interleucina 6 y el indice de Masa
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Figura 44. Correlacién entre las concentraciones de Interleucina 6 y el la circunferencia de
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6.9.2 Correlaciones entre las concentraciones de Interleucina 6 y las

concentraciones de insulina y los indices de HOMA

Las correlaciones correspondientes entre las concentraciones de interleucina 6,
los indices de HOMA y las concentraciones de insulina, se muestran en las
Figuras 45, 46 y 47, respectivamente. Se encontraron correlaciones
significativas entre las concentraciones de insulina y de IL6 (Pearson = 0.163,
p<0.05), asi como también con el indice de HOMA_ IR (Pearson = 0.205,
p<0.05), ambas con coeficientes de correlacion bajos. No se encontraron
correlaciones significativas entre las concentraciones de IL6 y el indice
HOMA_B (Pearson=0.015, p>0.05).

Figura 45. Correlacién entre las concentraciones de Interleucina 6 y las de insulina
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Figura 46. Correlacién entre las concentraciones de Interleucina 6 y el indice HOMA_IR
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Figura 47. Correlacién entre las concentraciones de Interleucina 6 y el indice HOMA_B
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7. DISCUSION

Desde hace 3 décadas se ha observado un incremento continuo en la
incidencia de la DMT2 en todo el mundo. Con base en los datos reportados en
nuestro pais por la Encuesta Nacional de Salud, se observd del 2006 al 2012
un incremento del 50% en la prevalencia de la DMT2. Por lo tanto es
indispensable establecer estrategias de prevencion para disminuir el numero
de casos nuevos de DMT2 y de esta manera frenar el avance de esta
enfermedad en nuestro pais. Entre las estrategias para prevenir el desarrollo
de la DMT2, de manera importante es necesario identificar a los sujetos en
riesgo, para que la identificacion de los sujetos en riesgo sea util, es necesario
disefar estrategias que utilicen métodos disponibles en todos los niveles de
atencion clinica. Entre los grupos de riesgo ya identificados se encuentran los
sujetos con GAA, estos sujetos presentan alteraciones tempranas en el
metabolismo de la glucosa, por lo que su caracterizacion potencialmente podria

permitir establecer medidas preventivas.

El paradigma actual en el desarrollo de la DMT2, tiene como base la
resistencia a la insulina, en la cual los tejidos sensibles a la accién de esta
hormona, principalmente el musculo, el tejido adiposo y el higado, presentan
una disminucién en la respuesta fisiologica a la insulina. Esta disminucion en la
respuesta a la insulina se manifiesta principalmente por un menor consumo de
glucosa por el musculo y el tejido adiposo y una falta de supresion en la
produccion hepatica de glucosa. La respuesta compensatoria para esta
disminucién en la respuesta a la insulina por parte del pancreas, es un
incremento en la funcion de las células beta para aumentar la produccion de
insulina y asi mantener las concentraciones plasmaticas de glucosa dentro de
niveles normales (Cavaghan Melissa K y cols, 2000) Sin embargo, el
incremento continuo en la funcionalidad de la célula beta, conlleva a la
disfuncion y finalmente insuficiencia de la célula beta, ocasionando la
disminucién en la produccién de insulina, lo que conlleva al incremento
progresivo de las concentraciones plasmaticas de glucosa, hasta que se

presenta la DMT2.
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Este modelo en el desarrollo de la DMT2 se ha demostrado en personas con
obesidad (Sydney A. Westphal y cols, 2008), sin embargo, no se ha validado
en persona con otras categorias de IMC, como son el sobrepeso o peso
normal, en quienes la participacion de la resistencia a la insulina y la
funcionalidad de la célula beta no han sido suficientemente caracterizadas.
Esta caracterizacién potencialmente podria permitir desarrollar herramientas de

deteccidn en estos sujetos en riesgo de desarrollar diabetes.

Con la finalidad de evaluar la interaccion entre la resistencia a la insulina y la
funcionalidad de la célula beta, se disefidé un estudio transversal que incluy6 a
sujetos con GAA y un grupo control con glucosa normal en las tres categorias
del IMC, peso normal, sobrepeso y obesidad, evaluando la resistencia a la
insulina y la funcionalidad de la célula beta mediante el indice HOMA_ IR y

HOMA_B, respectivamente y asi realizar las comparaciones correspondientes.

Al evaluar a todos los sujetos incluidos en el estudio estudio, se encontré que
tanto las concentraciones de insulina y el HOMA IR se encuentran
significativamente elevadas en los sujetos con GAA, en comparacion con los
sujetos control con glucosa normal. Por el contrario se encontré una
disminucién significativa en el HOMA_B en los sujetos con GAA, lo cual refleja
una falta de capacidad para incrementar la respuesta de la célula beta

pancreatica en este grupo de sujetos.

De acuerdo con lo reportado en otros estudios, se encontré una correlacion
significativa entre la resistencia a la insulina y el IMC y la circunferencia de
cintura. (Kahn Barbara B y cols, 2000) Esto nos indica que el incremento en el
peso, sobre todo la obesidad abdominal, es uno de los principales factores
para desarrollar resistencia a la insulina, sin embargo, debido a que la GAA se
ha encontrado en sujetos sin obesidad, la funcionalidad de la célula beta en
estos sujetos debe ser diferente a la de los sujetos obesos.

Al dividir a los sujetos del estudio por su IMC se encontraron diferentes

interacciones entre la resistencia a la insulina y la funcionalidad de la célula
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beta. En los sujetos con obesidad se aprecia un incremento en la funcionalidad
de la célula beta con hiperinsulinemia en ambos grupos. Sin embargo,
observamos que este incremento es menor en los sujetos con GAA, por lo
tanto, es cuando se presenta disminucidn en la capacidad de respuesta de la
célula beta cuando se incrementan las concentraciones de glucosa, de acuerdo
con el paradigma aceptado. Por otra parte en los sujetos con sobrepeso, a
diferencia de lo encontrado en los sujetos con obesidad, el incremento en la
resistencia a la insulina no fue significativo, por lo que la elevacién en las
concentraciones de glucosa parece ser ocasionada por una incapacidad de la
funcionalidad de la célula beta pancreatica para incrementar su funcién para
compensar la resistencia a la insulina. Finalmente en los sujetos con peso
normal se encontrd6 como alteracion principal, una disminuciéon de la
funcionalidad de la célula beta pancreatica, sugiriendo que en estos sujetos
existe un defecto intrinseco que ocasiona disminucion de la funcion de estas
células. En conjunto nuestros resultados muestran que la DMT2 puede
desarrollarse con distintos niveles de resistencia a la insulina o sin la presencia
de esta. Por lo tanto, para la adecuada identificacion de los sujetos en riesgo
es mas importante tomar en cuenta la relacion que existe entre la funcidn
pancreatica y la resistencia a la insulina, mas que estos valores por separado.
Esto se corroboré al realizar el analisis de los indices HOMA mediante las
curvas ROC, si bien puede establecerse un punto de corte para las
concentraciones de insulina y el HOMA_IR a partir del cual un sujeto podria
considerarse con un incremento en el riesgo, la sensibilidad de estas variables
es baja, 60y 63% respectivamente. Al utilizar alguno de estos valores, se
excluiria a s sujetos cuya alteracion principal se encuentra en la funcionalidad
de la célula beta, como son los sujetos con peso normal o sobrepeso. Esta
misma situacién se presenta con el valor del HOMA B. De tal manera que
para poder evaluar a un sujeto adecuadamente debe tomarse en cuenta tanto
el valor de HOMA_B como del HOMA IR. EI método que proponemos para
adecuadamente evaluar la interaccion entre estos dos factores es la
construccion de un indice que denominamos HOMArs. Al evaluar este indice
mediante la curva ROC se aprecia una sensibilidad y una especificidad

significativamente mas altas cuando se compara con el HOMA IR y el
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HOMA_B utilizados de manera individual. El punto de corte con la mayor
sensibilidad y especificidad para este indice propuesto fue de 1.35, por arriba
de este valor de HOMArss, se encuentra el 90% de lo sujetos con GAA:

Es necesario evaluar la utilidad de este indice de manera prospectiva,
mediante un estudio de cohorte, para determinar si sujetos con glucosa normal,
pero con valor del indice HOMArs cercano a 1.35, se encuentran mayor riesgo
de desarrollar DMT2.

Los AGL se han implicado en la patogénesis de la DMT2, a través de
observaciones experimentales tanto en modelos in vitro como en modelos
animales (Holland William y cols, 2011) que han demostrado su capacidad
para inhibir el consumo de glucosa por el musculo (Dresner Alan y cols,
1999). Ademas también algunos hallazgos epidemiolégicos han mostrado un
incremento en el riesgo de desarrollar DMT2 en individuos que presentan
concentraciones elevadas de AGL (Boden Guenther y cols, 2008). Sin
embargo, estos hallazgos no son consistentes en distintos estudios (Frohnert
Brigitte | y cols, 2013) (Karpe Fredrik y cols, 2011), por lo que en nuestro
estudio se decidio realizar la caracterizacion de las concentraciones de AGL en
los sujetos con GAA y compararlos con sujetos control. Al realizar el analisis en
toda la poblacion de estudio, se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de AGL entre el grupo de sujetos con GAA y el grupo control.
Sin embargo, al realizar el analisis por las distintas categorias del IMC, estas
diferencias solo se mantuvieron para el grupo de sujetos con peso normal. Al
realizar las correlaciones entre las variables antropométricas IMC y cintura de
cadera no se encontraron correlaciones significativas con los AGL. Con
respecto a las correlaciones entre los indices HOMA, las concentraciones de
insulina y las concentraciones de AGL, no se encontraron correlaciones
significativas. Puesto que en el ayuno la principal fuente de AGL son los TGC
plasmaticos (Jacome-Sosa y cols, 2014), se decidié realizar una correlacion
entre los AGL y los TGC, se encontrd una correlacion significativa entre las
concentraciones de AGL y de TGC. Estos hallazgos sugieren que las

concentraciones de AGL estan relacionadas con la hipertrigliceridemia y no con
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la obesidad y la resistencia a la insulina. Debido a que la hipertrigliceridemia es
frecuente en la resistencia a la insulina, puede tratarse de un factor de
confusién. Asi es que en nuestro estudio no se encontr6 evidencia de

causalidad por parte de los AGL en la resistencia a la insulina.

Se ha descrito que diversas citosinas tiene asociacion con la resistencia a la
insulina y por lo tanto con el desarrollo de DMT2. Entre estas citosinas la IL1B y
el TNFa son las que cuentan con mayor evidencia, la IL6 por otra parte tiene
observaciones mas controversiales (Kristiansen Ole P y cols, 2005) (Allen T.
L y cols, 2010) puesto que algunos estudios la asocian con la resistencia a la
insulina (Bastard Jean-Philippe y cols, 2002) (Pedersen Bente K y cols,
2007) y en otros no se encuentra asociacion. (Glund Stephan y cols, 2007)
(Carey Andrew L y cols, 2006). Por lo tanto en el presente trabajo decidimos
evaluar la correlacion entre la IL6 y los parametros antropométricos de la
poblacion en estudio, asi como su correlacion con las concentraciones de
insulina y los indices HOMA. Al comparar las concentraciones de IL6 en toda la
poblacion de estudio no se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de IL6 entre el grupo con GAA y el grupo control. Se
observaron correlaciones significativas entre el IMC, la resistencia a la insulina
y las concentraciones de IL6. Sin embargo, si bien la correlacién encontrada
tiene significancia estadistica, el coeficiente de correlacion es bajo, por lo que
esta correlacion es débil y es posible que se encuentren implicados otros
factores con mayor participacién en la resistencia a la insulina. Asi es que si
bien se encontr6 una correlacion entre la resistencia a la insulina y las

concentraciones de IL6, esta no apoya un efecto de causa efecto.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente estudio demostramos que la patogénesis de la DMT2 es
heterogénea en relacion con la categoria del IMC en la cual se desarrolla, con
distintos niveles de resistencia a la insulina, o incluso sin la presencia de esta,

dependiendo de la capacidad de compensacién por la célula beta pancreatica.
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Con base en estas observaciones se propuso un indice, al cual denominamos
HOMARrs, que se calcula a partir de herramientas disponibles, los indices de
HOMA, para medir la resistencia a la insulina y la funcionalidad de la célula
beta. Este indice demostré discriminar de manera adecuada entre los sujetos
con GAA vy sujetos control, con una sensibilidad y especificidad mas alta
comparada con el HOMA_IR y el HOMA_B utilizados de manera individual, del
91% y 79%, respectivamente. Para evaluar la utilidad del indice para identificar
sujetos con glucosa normal y con riesgo de desarrollar DMT2 se requiere su

evaluacion en forma prospectiva.
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