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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un problema de salud publica en México, el cual es el octavo pais con
mayor numero de casos en el mundo. En México el 34% del gasto en salud publica corresponde al
tratamiento de la diabetes mellitus y de este, el 84% es para el tratamiento de las complicaciones de esta
enfermedad por lo que el enfoque debe cambiar hacia la medicina preventiva, lo cual no solo impactara en
el gasto en salud, sino en la disminucion de muertes por esta enfermedad. Por lo que es importante identificar
de forma temprana a los sujetos en riesgo de desarrollar DMT2. Los factores de riesgo para la diabetes
mellitus tipo 2 incluyen antecedentes heredofamiliares, obesidad, glucosa alterada en ayuno, resistencia a
la insulina e hiperinsulinemia. La combinacion de la resistencia a la insulina junto con la hiperinsulinemia
compensatoria previene el desarrollo de una hiperglucemia, sin embargo, la Rl incrementa el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares. Parece ser que el incremento en la concentracion de 16s rRNA en
sangre es un factor de riesgo no independiente para el desarrollo de DMT2. Ademas, se ha demostrado que
la concentracion de LPS se encuentra incrementada en sujetos diabéticos comparada con controles. Los
objetivos fueron identificar sujetos con Rl y prediabéticos, asi como caracterizar los biomarcadores (16s rRNA
y LPS) en estos sujetos y controles. Durante el periodo 2013-2019, se reclutaron 323 sujetos a loscuales
se les tomaron sus datos antropométricos y se les determinaron sus concentraciones en sangre de glucosa,
insulina, colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de alta densidad(HDL),
interleucina 6 (IL-6) e insulina. Asi como se evalué el HOMA-IR y B y el indice HOMA ris. En ungrupo
mas pequefio de sujetos con RI, prediabéticos y controles se les determind en sangre las concentraciones
de LPS y del 16s rRNA por ELISA y PCR tiempo real, respectivamente. Mientras que las concentraciones del
16s rRNA y LPS no mostraron ninguna correlacion en los sujetos con RI, en los prediabéticos se
encontraron concentraciones significativamente mas elevadas del 16s rRNA. Los 66 sujetos con Rl tuvieron un
IMC, un HOMA-B y un indice HOMA |reg significativamente mayor que los 257 controles. De manera interesante,
estos sujetos con RI también tienen concentraciones significativamente mayores de triglicéridos y HDL. Los
sujetos con HOMA- IR elevado muestan una correlacion significativamente negativa con las concentraciones
de ILG. Los resultados revelaron que los sujetos con Rl presentan dislipidemias y un IMC mayor que los
controles. Sugerimos que, si se toma la concentracion de insulina de manera rutinaria y los sujetos con Rl
sean considerados prediabéticos, esto permitira identificar un mayor grupo de sujetos en riesgo de desarrollar
DMT2 y poder tomar medidas para que no desarrollen la enfermedad o al menos retrasen su aparicion.



ABSTRACT

Type two diabetes is a public health problem in México and is the eight country with higher number of cases
worldwide. In Mexico 34% of what is spent on diabetes mellitus health goes for treatment of diabetes
complications, thus diabetes treatment should focus on prevention, which will not only might impact on health
expend but as well, it will diminish the death toll due to diabetes. Therefore, the early identification of a subject
in risk of developing DMT2 is important. Risk factors for diabetes mellitus type 2, include family history,
obesity, impaired fasting glucose, insulin resistance and hyperinsulinemia. The combination between insulin
resistance and compensatory hyperinsulinemia prevents hyperglycemia development, however, it increases the
risk of presenting cardiovascular diseases. It seems that higher concentrations of 16s rRNA in blood is not an
independent risk factor for DMt2 development. Furthermore, it has been demonstrated that LPS
concentrations are higher in diabetic subjects than controls. The aims were to identify subjects with insulin
resistance (IR) and prediabetics, as well to characterize the biomarkers (16s rRNA y LPS) among control
subjects and with insulin resistance or prediabetes. During 2013-2019, 323 subjects were recruited to whom
their anthroprometic data were taken and their concentrations of blood glucose, insulin, cholesterol,
triglycerides, lipoproteins of low and high density (HDL), interleukin 6 (IL-6) and insulin. Also, we evaluated
HOMA-IR and -B and the HOMA riindex. The blood concentrations of LPS and 16s rRNA were determined
in a smaller group of subjects with IR, prediabetics and controls by ELISA and real time PCR, respectively.
While 16s rRNA and LPS concentrations did not showed any correlation among IR subjects significantly
higher concentrations of 16s rRNA were found among prediabetics. The 66 IR subjects had a higher, body mass
index, HOMA-B and HOMA rs index than the 257controls. Interestingly IR subjects had significanthigher
concentrations of triglycerides and HDL. IR subjects had dyslipidemias and a higher BMI than controls.
Suggesting that if insulin concentrations are determined routinely and IR subjects are considered
prediabetics, these actions will allow to identify a higher number of subjects in risk of developing DMT2 and
to take actions to stop or delay DMT2 disease development.



INTRODUCCION

DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica causada por una deficiencia adquirida y/o hereditaria de la
produccion de insulina por el pancreas o por una alteracion en la efectividad de la insulina. Es una
enfermedad heterogénea, ya que la presentacion y la progresion de la enfermedad puede variar
considerablemente. (ADA, 2017)

La diabetes se clasifica en:

e Diabetes mellitus tipo 1: la cual es debido a una destruccion autoinmune de células B que conlleva
a una deficiencia absoluta de insulina.

e Diabetes mellitus tipo 2: la cual es debido a una pérdida progresiva de la secrecion de insulina por
las células B y se acompania de la resistencia a la insulina.

o Diabetes mellitus gestacional: es la diabetes que se diagnostica en el segundo o tercer trimestre del
embarazo y que no se encontraba previamente.

e Otros tipos de diabetes: en este apartado se incluyen a los sindromes monogénicos de diabetes
(MODY), enfermedades del pancreas exocrino (fibrosis quistica) y diabetes inducida por farmacos
(glucocorticoides).(ADA, 2017)

El mecanismo por el cual se desarrolla la diabetes mellitus aun no esta bien definida, sin embargo, se conoce
que existe una disminucion de la secrecion de insulina por las células B pancreéticas y hay una resistencia
a la insulina en tejidos periféricos. La diabetes mellitus tipo 2 se encuentra asociada principalmente a

defectos en la secrecion de insulina debido a una inflamacion subclinica.(ADA, 2017)

DIABETES MELLITUS TIPO 2
La diabetes mellitus tipo 2 se ha convertido en un grave problema de salud publica en México, tanto por su alta
morbi-mortalidad, ademéas de que genera numerosas discapacidades en toda la poblacién incluyendo la

econdmicamente activa (Barraza-Llorens et al., 2015).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012, mostr6 que en México la prevalencia de
diabetes era de 9.4%, 2.4% por arriba de la encuesta de ENSANUT 2006 que fue del 7%. Los resultados de

esta encuesta muestran que la vigilancia médica y la prevencion de las complicaciones especificadas en la



NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion, el tratamiento y el control de la diabetes mellitus estan lejos de

alcanzarse. (“Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016,” 2016)

La transicion de un estado de normoglucemia hacia la prediabetes inicia con la presencia de la resistencia
a la insulina y con una hiperinsulinemia compensatoria. En cuanto la hiperinsulinemia es incapaz de
compensar la resistencia a la insulina, los niveles de glucosa incrementan, desarrollandose la diabetes
mellitus tipo 2. (Villanueva-Sosa, Cordero-Franco, & Salinas-Martinez, 2015). La diabetes mellitus tipo 2 se
diagnostica presentando una glucosa alterada al azar mayor a 200mg/dl o cuando en dos ocasiones el sujeto
presenta una glucosa en ayuno mayor o igual a 126mg/dl, o una hemoglobina glucosilada mayor a 6.5% o

cuando 2 horas después de la ingesta de 75 g de glucosa, esta se encuentra mayor o igual a 200mg/dl.

En México, como muestran los datos de ENSANUT 2012, la diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad que
se ha incrementado debido a diversos factores: la falta de una deteccion oportuna, hasta el momento no se
han atendido las causas ni se han reducido los factores de riesgo que desencadenan la enfermedad.
Ademas, la diabetes tipo 2 produce numerosas complicaciones agudas y cronicas. En 2013, los costos
implicados en la atencion medica de la diabetes mellitus tipo 2 se estimaron en $179,495.3 millones de
pesos, donde el 87% de estos costos correspondieron a la atencidn médica y medicamentos asociados a

las principales complicaciones de la enfermedad.

PREDIABETES

La prevalencia estimada de la diabetes mellitus tipo 2 en la ENSANUT no incluye aquellos sujetos quienes no
han sido diagnosticados o estan en alto riesgo de desarrollar la enfermedad.(Barraza-Llorens et al., 2015) La
prediabetes se define como un incremento de los niveles séricos normales de glucosa pero que se
encuentra por debajo del limite para ser considerado diabético. Los sujetos con prediabetes tienen un mayor
riesgo para presentar diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, estadisticas a nivel mundial
refieren que el 5 al 10% de estos pacientes desarrollan diabetes anualmente y el 70% va a desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 durante su vida. (Villanueva-Sosa et al., 2015)

En 1997 y 2003 el Comité de Expertos en el Diagndstico y Clasificacion de Diabetes Mellitus reconocié a un
grupo de individuos que no cumplia con los criterios diagndstico, mencionados anteriormente para diabetes
tipo 2, pero que sin embargo, sus niveles de glucosa estaban por arriba del limite normal y por debajo de los
para el diagnéstico de diabetes tipo 2. (ADA, 2017) Este grupo de pacientes presentaban un incremento en



el riesgo para padecer diabetes mellitus y complicaciones vasculares. (Diaz, Cabrera, Orlandi, Arafia, &
Diaz-Horta, 2011)

La prediabetes se define como un estado metabdlico en el cual los niveles de glucosa son mas altos de lo
normal, pero no lo suficiente para realizar el diagndstico de diabetes mellitus tipo 2. Por lo que el diagndstico
de prediabetes se realiza cuando un sujeto presenta una glucosa en ayuno de 100mg/dl a 125mg/dl o una
determinacion de glucosa 2 horas después de la ingesta de 75 g de glucosa y que se encuentre en 140 -
199mg/dl 0 una hemoglobina glicosilada de 5.7% a 6.4%.(ADA, 2017)

FISIOLOGIA DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células B de los islotes de Langerhans pancreaticos,
contiene 51 aminoacidos y tiene un peso molecular de 5802 daltones. La insulina se encarga de mantener una
concentracion de glucosa en sangre de entre 70 a 100 mg/dl, facilitando el consumo celular de la glucosapor
los tejidos, principalmente el higado, el tejido adiposo y el musculo, regulando el metabolismo de los

carbohidratos, de los lipidos y de las proteinas.(Wilcox, 2005)

En los sujetos sanos, la glucosa estimula las células B del pacreas para que se secrete insulina. La glucosa
entra a la célula B pancreatica por medio de los transportadores de glucosa (GLUT) tipo 2 (GLUT 2),
incrementando la concentracion de ATP cerrando los canales de ATP sensibles a K*, lo que resulta en una
despolarizacion de la membrana de las células B pancreéticas y abriendo los canales de Ca* dependientes
de voltaje; es precisamente la entrada del calcio a las células lo que desencadena la liberacion de
insulina.(Seino, Shibasaki, & Minami, 2011)



Depolarization
\,’/
Glucose K+ Nar Ca™ Ca*+ @@ @ @
GLUT : L oL BETA-CELL

Glucose ™\ ' \:H- u-o La-o

| oK i
Glucose-&6-P mmediately
Releasable

Triggering Pathway Pool

A - - - -
sisficafln

Pyruvate

-

| ’é‘:c':: ) ﬁ’ ATPIADP

'\' T y

Figura1. Mecanismo de secrecion de la insulina mediada por glucosa.(Lazo de la Vega Monroy & Cristina,
n.d.)

Los receptores de la insulina estan constituidos por dos subunidades extracelulares a, que contienen los
sitios de union de la insulina y dos subunidades intracelulares B que tiene una actividad de tirosina- cinasa.
La union de la insulina a su receptor activa a la tirosina-cinasa, resultando en una autofosforilacion de los
residuos de tirosina de la subunidad B, lo que provoca un cambio conformacional en el receptor exponiendo
los sitios de union para sus sustratos.(Najjar, 2003; Sesti, 2006) Hay 4 isoformas diferentes de las moléculas
sustrato del receptor de insulina (ISR), las ISR1 y 2 son las que se encuentran relacionadas con el transporte
de la glucosa al interior de la célula. (Najjar, 2003; Shaw, 2011) Una vez que el ISR se une al receptor de
insulina, se fosforila en su residuo de tirosina, una vez fosforilado el IRS, se inician los eventos de
sefializacion rio abajo que finalmente lleva a la translocacion de los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT
4) del citosol a la membrana plasmatica, lo que permite la entrada de la glucosa al interior de la célula.

La via de sefalizacion de la insulina puede ser regulada por la accion de proteina tirosina fosfatasa 1B, la
cual desfosforila al receptor de insulina, inhibiendo asi su accion. La actividad de tirosina cinasa del receptor
de la insulina es inhibida por el supresor de la sefializacion de citosina (SOCS, por sus siglas en ingles) 1y
2. La expresion de las SOCS se encuentran incrementadas en los sujetos obesos e inducen la resistencia a



la insulina por inhibicion de la actividad cinasa del receptor de insulina y también por competencia por el
sitio de union de las ISR.(States, 2014) La fosforilacion de la tirosina es esencial para la activacion de las
proteinas ISR, el incremento en la fosforilacion del residuo de serina en el receptor de la insulina disminuye
la actividad de la tirosina-cinasa. Se ha observado de igual forma que la fosforilacion de la serina

(principalmente la serina 307) en los ISR se encuentran asociada a la resistencia a la insulina. (States, 2014)
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Figura 2. Mecanismos de regulacion de la accion de la Insulina. (Galic, Sachithanandan, Kay, & Steinberg,
2014)

FACTORES IMPLICADOS EN LA PREDIABETES

Los factores de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2 incluyen: antecedentes heredofamiliares, obesidad,
sindrome metabdlico, sindrome de ovario poliquistico, glucosa alterada en ayuno, curva de tolerancia a la
glucosa alterada, asi como resistencia a la insulina e hiperinsulinemia y alteracion en la secrecion de la
insulina. De estos factores de riesgo, la resistencia a la insulina y la disfuncion de la célula § son las

principales anormalidades fisiopatoldgicas en la prediabetes. (DeFronzo & Abdul-Ghani, 2011b)

RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se define cuando 6rganos principalmente como el higado, el tejido adiposo y el
musculo presentan a una respuesta bioldgica disminuida ante un a concentracion normal o elevada de
insulina (Chen, Chen, Wang, & Liang, 2015; Sesti, 2006; Wilcox, 2005) En etapas muy tempranas, hay un

incremento compensatorio de las concentraciones de insulina. Aunque esta hiperinsulinemia puede
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compensar la resistencia a la insulina en alguna de sus acciones bioldgicas, también en algunos tejidos en
donde la sensibilidad a la insulina no ha sido afectada puede resultar en una sobreexpresion de sus
acciones.(Govindarajan, Gill, Rovetto, & Sowers, 2006) La combinacion de la resistencia a la insulina conla
hiperinsulinemia compensatoria previene el desarrollo de una hiperglucemia, sin embargo, incrementa el riesgo

de presentar enfermedades cardiovasculares.

La resistencia a la insulina es consecuencia de las alteraciones en la cascada de sefializacion, o puede ser
causada por la presencia de anticuerpos contra la insulina o mutacién en la proteina de insulina. Sin
embargo, no son las unicas causas de las alteraciones en la sefializacién de la insulina, también pueden
ocurrir mutaciones o modificaciones postraduccionales del receptor de insulina (ISR). La causa mas comun
de la resistencia a la insulina se manifiesta a nivel celular a través de defectos post-receptor en la
sefializacion de insulina, como es la hiperfosforilacion de los residuos de Ser/Thr en las proteinas ISR.
(Govindarajan et al., 2006; Gutiérrez Rodelo, Roura Guiberna, & Olivares Reyes, 2017)

Diversos agentes como las citocinas proinflamatorias, los acidos grasos saturados, los aminoacidos, la
endotelina 1, la angiotensina Il y los estados de hiperinsulinemia incrementan la actividad de las cinasas,
incluyendo varias isoformas de PKC, JNK, mTOR, PKA y MAPK que fosforilan a los ISR. (Gutiérrez Rodelo
etal., 2017)

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 la inflamacién cronica subclinica.

LA INFLAMACION CRONICA SUBCLINICA

La inflamacion es una respuesta fisioldgica de proteccion del organismo, se presenta para controlar las
agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas y se caracteriza por un incremento en los niveles de citocinas
proinflamatorias en la circulacion o en los tejidos. (Gutiérrez Rodelo et al., 2017) La inflamacion cronica es
diferente de la aguda, la primera no esta acompafiada o inducida por algun proceso infeccioso y ademas no
hay lesion tisular. (Sharma, 2011). La inflamacion cronica de bajo grado es inducida por la presencia de
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP, damage- associated molecular patterns) en la ausencia de
una infeccion aguda. (Furman et al., 2019; Hotamisligil, 2006)
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Se ha observado que la inflamacion subclinica que asociada al sindrome metabdlico se ha involucrado tanto
en el inicio del sindrome como en la fisiopatologia de sus complicaciones. (Pandey, Pandey, Pandey, &
Pandey, 2014) Se ha descrito que el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina
1B (IL-1B), son efectores de inflamacion y se mantienen presentes en el estado inflamatorio, sin embargo,
no son la causa inicial de la inflamacion. (De Luca & Olefsky, 2008)

El efecto de infecciones durante la vida de los individuos como citomegalovirus, virus de Epstein Barr, virus
de la hepatitis C y otros agentes infecciosos en la disregulacion del sistema inmune y la aparicion de la
inflamacion crénica subclinica sigue siendo controversial. Sin embargo, se ha demostrado que la infeccion
crénica con HIV cause senescencia del sistema inmune y se encuentra asociada a enfermedad
cardiovascular y alteraciones musculoesqueléticas. Estas alteraciones son explicadas por la acumulacion de
lin T CD8+ senescentes que producen mediadores proinflamatorios. Los humanos han coevolucionado con
diversas variedades de virus, bacteria y otros microorganismos, mientras que las infecciones cronicas

aparentemente contribuyen a la inflamacion crénica subclinica, es posible que no sean la causa principal.

Los receptores similares al receptor Toll (TLR) funcionan como receptores que reconocen a los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPS, por sus siglas en ingles). Estos receptores reconocen
componentes bacterianos y virales y activan las vias de sefializacion inmunidad innata. Los TLR--4 son
estimulados principalmente por LPS, aunque también se ha descrito su activacion por los acidos grasos. (De
Luca & Olefsky, 2008; Sears & Kim, 2010) La estimulacion de los TLR- 4 resulta en la activacion de las vias de
sefializacion de IKKR (inhibidor de [kB) /NFkB (el factor de transcripcion nuclear kappa) y JNK (cinasa de tipo
c-jun N-terminal cinasas) las cuales resultan en la secrecion de citosinas proinflamatorias como son: IL- 1, IL-
6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y a la proteina quimio atrayente de monocitos tipo 1 (MCP- 1).(De
Luca & Olefsky, 2008; Sears & Kim, 2010; Shoelson, Lee, & Goldfine, 2006)

EL TNF-a es una citosina proinflamatoria, secretada principalmente por monocitos y macréfagos localizados
en el tejido adiposo. La administracion de TNF-a a adipocitos 3T3- L1, induce la activacion de IKKf
intracelular y reducen la fosforilacion de las tirosinas del ISR-1.(McArdle, Finucane, Connaughton,
McMorrow, & Roche, 2013) Mientras que la IL-6 es secretada por los adipocitos, el musculo esquelético y el
higado. Por lo tanto, se ha observado que la secrecion de IL-6 se correlaciona con el indice de masa corporal
(IMC) y promueve la fosforilacion de la serina de los ISR, disminuyendo asi la sensibilidad a la insulina.
(McArdle et al., 2013)
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Los lipidos en la Resistencia a la Insulina.

El incremento en suero de los acidos grasos libres ha sido relacionado con anormalidades en la via de
sefializacion de insulina, incluyendo la fosforilacion de serina de los ISR, una reduccion en la actividad de la
cinasa fosfatidilinositol 3 (PI3) y un incremento en la activacion de la proteina cinasa C (PKC)(Rhodes &
White, 2002; Samuel, Petersen, & Shulman, 2010)

Los acidos grasos libres al ser reconocidos por los TLR- 4 también activan la via de sefializacion de NFkB tanto

en los macrofagos y como en los adipocitos. (De Luca & Olefsky, 2008)

La microbiota y la resistencia a la insulina

El tracto gastrointestinal es el primer 6rgano que esta expuesto a los componentes de la dieta, las dietas
ricas en grasas saturadas han sido asociadas con una disminucion en los niveles de la fosfatasa alcalina
intestinal. Debido a que TLR-4 es un receptor que esta involucrado en los efectos proinflamatorios del LPS, por
lo que se ha sugerido que microbiota particularmente la bacteriana intestinal esta relacionada con la
resistencia a la insulina. (Ding & Lund, 2011; Malo et al., 2010) Hay evidencia de que una dieta rica en grasas
produce un cambio en la composicién de la microbiota, esta tipo de dieta también incrementa la
permeabilidad del intestino, lo que conlleva a un incremento en los niveles circulantes de LPS. (Burcelin,
Serino, Chabo, Blasco-Baque, & Amar, 2011; Sears & Kim, 2010)

La liberacion de LPS a la circulacion sistémica, tiene un impacto directo sobre varios érganos como el
higado, el pulmon, el tejido adiposo, el musculo esquelético y el corazon. Este antigeno bacteriano induce una
reaccion inflamatoria resultando en la resistencia a la insulina. Otras enfermedades, como la
ateroesclerosis se han asociado con una inflamacion de bajo grado. Se ha demostrado que las bacterias en
la cavidad oral correlacionan positivamente con marcadores de enfermedad cardiovascular. (Burcelin et al.,
2011) Debido a lo anterior, se ha hipotetizado que la presencia de bacterias circulantes en un sujeto, puede ser

uno de los pasos iniciales en la resistencia a la insulina y al desarrollo posterior de diabetes mellitus tipo 2.
El 16S rRNA esta constituido de 9 regiones hipervariables, el grado de diversidad y homologia es

proporcional a la distancia filogenética. Por lo cual desde hace algunos afios se utiliza estas regiones del 16S

rRNA para identificar Phyla, Clases, Ordenes, Familias, Géneros y Especies bacterianas y de arqueas.
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(Burcelin etal., 2011) En un estudio realizado por Amar et al. en 2011, se observo que la concentracion de 16S
rRNA en suero, al introducir este dato dentro de una escala de diferentes factores predictivos
incrementaba la posibilidad de determinar si un sujeto tenia mas riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo
2. Por lo que se infiere que la presencia de bacterias en sangre periférica puede ser un marcador de riesgo, tal
ves no independiente, para desarrollar diabetes.(Amar, Serino, Lange, & Chabo, 2011)

Disfuncidn de la célula B Pancreatica

En condiciones normales, la glucosa es el regulador mas importante de la funcién de la célula B, ya que
regula la transcripcion génica de la insulina, promueve la biosintesis de proinsulina y la secrecion de la
insulina por las células B.(Halban et al., 2014)La alteracion en la secrecion de la insulina debido a una
disfuncion de la célula B o pérdida de las células {3, es clave en la patogénesis y en la progresion de la
diabetes. La perdida de células B y el deterioro progresivo de la funcionalidad de la célula § es una etapa
temprana en la historia natural de la diabetes y es posible detectarla antes de realizar el diagnostico de
diabetes tipo 2. El tejido celular B se encuentra influenciado por un balance entre sefiales de proliferacion y
de apoptosis, el cual es modulado por factores de crecimiento, citocinas y hormonas. (Halban et al., 2014;
Russo et al., 2014) Se han descrito mecanismos que conllevan a la disfuncion de la célula beta entre ellos
la glucolipotoxicidad y el estrés del reticulo endoplasmico.

La glucolipotoxicidad

Cuando hay un incremento en la concentracion de la glucosa y de los lipidos se sobrepasa la capacidad de
oxidacion de la mitocondria, lo que resulta en un incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno. El incremento en la produccion de la especies reactivas de oxigeno pueden inactivar factores de

transcripcion, lo que conlleva a que la célula no responda a la glucosa y almacene insulina.(Halban et al., 2014)

El estrés del Reticulo Endoplasmico

El estrés del reticulo endoplasmico inicia cuando la produccion de insulina se incrementa, ya que incrementa
la demanda de sintesis proteico en el reticulo endoplasmico rugoso, lo que conlleva a un plegamiento
inadecuado de las proteinas. Las proteinas mal plegadas por el reticulo endoplasmico se acumulan o se
liberan para su degradacion. El incremento de estas proteinas activan al sistema UPR (del inglés, unfolded

protein response,) el cual puede ocasionar la muerte celular.(Halban et al., 2014)
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Anormalidades y Sindromes Clinicos Asociados con la Resistencia a la Insulina

Hasta el momento no se considera a la resistencia a la insulina como una enfermedad, solo como un
trastorno fisiologico, pero tal ves en un futuro si ya que incrementan el riesgo de presentar disfuncion
endotelial, elevacion de marcadores proinflamatorios, dislipidemia e intolerancia a la glucosa. (G. Reaven,
2004) Ademas se ha observado que la resistencia a la insulina esta asociada a un incremento de 1.5 a 2 veces
en la incidencia de eventos cardiovasculares, con respecto a poblacion que no tiene resistencia a la insulina.
(DeFronzo & Abdul-Ghani, 2011a)

Los factores de riesgo cardiovasculares clasicos como son la edad, la hipoalfalipoproteinemia, la
hipercolesterolemia, la presion arterial sistdlica elevada y el tabaquismo, solo explican el 69% de los sujetos
con enfermedad cardiovascular. En el estudio ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) solo el 70% de
los pacientes con incremento en el grosor de la intima-media presentaban dislipidemias o hipertension u
obesidad. Es muy probable que el resto de la poblacion con engrosamiento de la intima carotidea media y
de las enfermedades cardiovasculares sean atribuidos a la resistencia a la insulina. (Adeva Andany, Martinez
Rodriguez, Gonzalez Lucan, Fernandez Fernandez, & Castro Quintela, 2019; DeFronzo & Abdul-Ghani,
2011a; Ferrannini et al., 2007)

Los indices HOMA (Homeostasis Model Assessment) para insulina y la funcionalidad de las células 3
como método para evaluar la resistencia a la insulina.

El HOMA, es un modelo matematico utilizado para valorar la resistencia a la insulina (HOMA-IR) y la
funcionalidad de las células B (HOMA-B), el cual fue descrito por primera vez en 1985 por Matthews et al.
(Matthews et al., 1985; Russo et al., 2014; Tinahones, 2008) ecuacion del HOMA esta basada en la relacion
entre la produccion hepética de glucosa y la secrecion de insulina las células . En un individuo sano, con
un indice de masa corporal normal y sin antecedentes familiares de diabetes mellitus el HOMA-B se situa

alrededor del 100% y el valor de corte para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR) es de 2.6.

indice HOMA-IR y HOMA-B

Elizalde-Barrera (2017) durante su tesis doctoral en nuestro laboratorio desarrollo un indice HOMA-IR y el
HOMA- B, el cual evalta la interaccion que existe entre la funcién pancreética y la resistencia a la insulina.
En donde identificé un punto de corte de 1.35 p lo cual incremento de manera significativa el diagndstico
de los sujetos con prediabetes, con una sensibilidad de 91.7% y una especificidad de 78.6%. El indice
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HOMArp representa la capacidad que presenta la célula beta para incrementar su funcion para
compensar la resistencia a la insulina, si el indice disminuye la capacidad de compensacion es
menor.(Elizalde Barrera, Estrada Garcia, & Rubio Guerra, 2015)
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Figura 3: Comparacion de las curvas ROC para las concentraciones de insulina, los indices HOMA, y el indice HOMA IR/B
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JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 es uno de los principales problemas de salud publica en México. En la actualidad
afecta tanto a la poblacion econdmicamente activa como a los nifios. Se estima que el costo anual de la
atencion de la diabetes mellitus en México es de aproximadamente de 3 872 millones de ddlares por afio
(2016). Por lo tanto, es indispensable identificar a los sujetos que potencialmente desarrollen diabetes
mellitus tipo 2 para implementar medidas preventivas y mejorar su calidad de vida. Se ha demostrado que
la resistencia a la insulina es el evento fisiopatolégico mas importante para el desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 y ademas es un factor de riesgo para presentar dislipidemias, hipertension y ateroesclerosis. Debidoa
que la resistencia a la insulina juega un papel fundamental en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2, es
importante identificar de forma temprana a los sujetos con resistencia a la insulina antes de que
desarrollar la enfermedad. Algunos estudios han mostrado que el incremento en la concentracion de 16s rRNA
en sangre es un factor de riesgo no independiente para el desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2, ademas
se ha demostrado que la concentracion de LPS se encuentra incrementada en sujetos diabéticos, pero se
desconoce como se encuentran estos marcadores bacterianos tanto en sujetos con resistencia a la insulina
como en prediabéticos. La caracterizacion de la relacién entre el 16s rRNA 'y el LPS con la resistencia a
la insulina en sujetos con diferentes factores de riesgo permitird establecer su utilidad como biomarcador. La
identificacion de sujetos con resistencia a la insulina permitird identificar un mayor nimero de sujetos con
riesgo a desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares y fortalecer las medidas de prevencion para

detener la pandemia de DMT2 que tenemos en México.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Las concentraciones de LPS, 16S e IL- 6 se encuentran incrementados en los sujetos con resistencia a la
insulina y prediabéticos?

¢ Los sujetos con resistencia a la insulina deben ser considerados prediabéticos?

HIPOTESIS

Las concentraciones de los marcadores bacterianos,16s rRNA y LPS, asi como la IL-6 se encuentran
incrementados en los sujetos con resistencia a la insulina y los sujetos con resistencia a la insulina son

prediabéticos

OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar sujetos con resistencia a la insulina y prediabéticos

|dentificar los biomarcadores (16s rRNA y LPS) en sujetos controles, con resistencia a la insulina y
prediabéticos.

Objetivo Especificos

1.Reclutar sujetos adultos que cumplan con los criterios de inclusion del estudio y acepten participar
en el mismo.
Realizar la historia clinica de los sujetos, asi como evaluar sus parametros antropométricos.
Determinar colesterol, triglicéridos, HDL, LDL, glucosa e insulina en sueros de sujetos con resistencia a la
insulina y sujetos controles.

2.Calcular los indices de HOMA-IR, HOMA-B mediante el software de la Universidad de Oxford y
calcular el indice HOMA rsg.

3.Determinar por PCR-tiempo real de 16s rRNA de DNA aislado de sangre de total de sujetos con
resistencia a la insulina y sujetos controles, asi como en sujetos prediabéticos.
Estandarizacion de la deteccion del 16s rRNA.
Correlacionar la concentracion de 16s rRNA con el grado de resistencia a la insulina.
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4.|dentificar la presencia de LPS en suero de sujetos con resistencia a la insulina, y sujetos controles
y en sujetos prediabéticos.
Correlacionar la concentracion de LPS con el grado de resistencia a la insulina.

5. [dentificar la presencia de IL-6 en suero de sujetos con resistencia a la insulina y sujetos controles

MATERIAL'Y METODOS

Poblacion
Sujetos reclutados de la consulta externa y del servicio de hospitalizacion del Hospital General de Zona No.

30 del IMSS que cumplan los criterios de inclusion y que hayan aceptado participar en el estudio.

Disefio del Estudio
Estudio transversal, analitico y de casos y controles

Criterios de inclusion
Casos: sujetos adultos de 18 a 79 afios, con presion arterial normal y con prediabetes. Se corroborara el
resultado inicial con una segunda prueba realizada al menos 3 dias después de la primera.

Controles: sujetos adultos de 18 a 79 afios con presion arterial normal y con glucosa en ayuno < 100mg/ dL.

Criterios de Exclusion

Sujetos en tratamiento con hipoglucemiantes, esteroides o hipolipemiantes.
Hipertension arterial

Insuficiencia cardiaca

Insuficiencia renal

Insuficiencia hepatica

Enfermedades reumatoldgicas/inmunolégicas

Enfermedades infecciosas

Antecedente de Cancer

No aceptan participar en el estudio
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Aspectos éticos

A todos los sujetos se les informa sobre los objetivos del estudio. Se obtiene consentimiento informado y se
mantiene el anonimato de los pacientes.

El estudio ha sido aprobado por los comités de ética del Hospital General de Zona No. 30 con Folio 38 Q
0125488.

Seleccion de Sujetos
Se realiza una entrevista inicial donde se aplican los criterios de inclusion y de exclusion, si el sujeto es
candidato se realiza su historia clinica, en la cual se interrogd sobre antecedentes personales,

enfermedades, tratamiento actual y antecedentes heredofamiliares.

Para las medidas antropométricas peso y talla se utilizé un estadimetro calibrado. La circunferencia de la
cintura se tomo con una cinta métrica 1 cm por debajo de la cicatriz umbilical; la presion arterial se tomé con
un esfingomandémetro anaeroide después de al menos 10 minutos de reposo. Se dio una cita para toma de

muestra de sangre.

Toma de muestra de sangre

Se citaron a los sujetos de estudio para toma de muestra de sangre venosa con al menos 10 horas de ayuno,
se tomaron aproximadamente 20 mL de sangre en tres tubos diferentes. Se utilizaron 10 mL se utilizaron para
medir los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos (Tg), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
lipoproteinas de baja densidad (LDL); estas mediciones se realizaron en el laboratorio del Hospital General
Regional No. 30 IMSS. Los 10 mL restantes se enviaron al Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV) en el laboratorio de Biomedicina Molecular en donde se
realizaron alicuotas de 5 mL de suero de sangre periférica para la realizar los ELISAS de IL6, LPS e insulina.
Los otros 5 mL se alicuotaron sangre y se congelaron a -70 °C para realizar la extraccion de DNA.

Determinacion de las concentraciones de insulina, interleucina 6 y LPS
Las concentraciones de insulina y de IL 6 se midieron mediante kits de ELISA comerciales: DiagMex© y Bio-

science © respectivamente.
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Para métodos de ELISA de la insulina (numero de catalogo 1606z), la IL6 (numero de catalogo 88-7966-29)
y el LPS MyBioSource (numero de catalogo MBS266722) se utilizaron kits comerciales. Se toman 50 pL de
cada suero para el ELISA de insulina y 100 pL para los ELISAs de IL6 y LPS , los cuales se colocaron en
las placas de ELISA de 96 pozos de cada uno de los kits, todo el resto del proceso se realizd6 como indican
las instrucciones del fabricante. Las lecturas de absorbancia de las placas se realizaron con un
espectrofotometro a 450 nm. La sensibilidad reportada por el fabricante es de 0.75 pUl/mL de 2pg/mL y de
1.56 pg/mL para la insulina, IL6 y LPS, respectivamente.

Extraccion de DNA de sangre periférica

Para la extraccion de DNA sangre periférica de los sujetos se tomo una alicuota de 500 pL del tubo con
sangre y EDTA que se conservo a -70 °C. El protocolo de extraccion de DNA bactriano se realiz6 con el
método de fenol/cloroformo (Lopes Cendes, Cendes, & Urquia Osorio, 2013), la concentracion de DNA
obtenido se cuantificé con un nanodrop Thermo Scientific y se realizd lecturas de absorbancia a 230 y
260nm.

PCR-tiempo real para la cuantificacion del 16S

Para la cuantificacion del 16S se realizo PCR- tiempo real. Para la reaccion de PCR se probaron varias Taq
polimerasas (Jena Bioscience, Invitrogen y Roche). Se realizaron PCR con las tres Taq polimerasas para
comparar su eficiencia. Se utilizaron los primer universales: 5- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3’y 5-
TATTACCGCGGCTGCTGGC -3'. Sin embargo, se obtuvieron varios amplicones. Por lo cual se buscaron otros
primer universales.

Se utilizaron los primer universales para 16S: forward 5-GGTCCGGCCGGGAACTC -3’y reverse 5'-
CGCTTGCTCTCGCGAGGTCGC-3' y se utilizaron tres Taq polimerasas (Jena Bioscience, Invitrogen y
Roche), sin embargo, al tener una baja eficiencia se utilizo hot start Taq polimerasas. En la figura 6 de los
resultados mostramos que el Master Mix (QPCR GreenMaster UNG highROX, Jena Bioscience) fue el mejor

para nuestro ensayo.

21



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 calculo se realizd mediante el software que puede descargarse

de forma gratuita de la pagina de la Universidad de Oxford.

Calculo del indice HOMA s
El indice HOMA ris se calculd dividiendo el valor de HOMA-IR entre el valor de HOMA-B y multiplicandolo por
100 ((HOMA-IR/HOMA-B]/100).

ANALISIS ESTADISTICO

La estadistica descriptiva incluyo medias, medianas, intervalos de confianza, desviacién estandar,
porcentajes, y percentiles.

Para la comparacion de las concentraciones de insulina, IL6, LPS y 16s rRNA 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, LPS y 16s rRNA, asi como de los indices
HOMA entre las categorias del IMC se utilizo la prueba de ANOVA de Kruskal-Wallis segun su distribucion
paramétrica.

Las correlaciones entre los indices de HOMA y las variables antropométricas (IMC, circunferencia de cadera)
asi como las concentraciones de insulina, IL6 y &cidos grasos libres se realizo mediante la prueba de
Spearman.

Para todas las pruebas se tomo un nivel de significancia de 0.05. Todos los anlisis se realizaron mediante

el paquete estadistico SPSS en su version 20 IBM © y Prisma 8.
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RESULTADOS

Poblacion

En el periodo comprendido de agosto del 2011 a diciembre 2019 se entrevistaron un total de 353 sujetos,
de los cuales 323 sujetos cumplieron con los criterios de inclusion y aceptaron participar en el estudio, todos
los sujetos tienen una edad menor a 79 afios y se excluyeron pacientes que tuvieran niveles de glucosa > 126
mg/dl. Con base al indice HOMA IR y su punto de corte de 2.6 establecido por Matthews et. al. en 1985, que
establece que los que estan por arriba de este punto de corte son sujetos con resistencia a la insulina (RI). Por
lo que, de los 323 sujetos, 257 cuyo valor de HOMA-IR <2.6 (controles) y 66 sujetos por su HOMA- IR > 2.6

(sujetos con RI) ver tabla 1.

Comparacion del indice de masa corporal entre controles y sujetos con Rl
En el grafico 1 se muestra la diferencia de los valores de indice de masa corporal (IMC) entre los dos grupos,
en donde se observa una diferencia estadisticamente significativa con una p<0.0001.

IMC

B 2]
o o
1 J

IMC (kg/m?)

1 1
Sin Rl Con RI
RESISTENCIA A LA INSULINA
Grafico 1: Comparacion del indice de masa corporal (IMC) entre los sujetos con resistencia a la insulina y sin resistencia a la

insulina. Para comparar la mediana de los dos grupos se utilizd U Mann Whitney, debido a su distribucién no paramétrica,

obteniéndose una p <0.0001.

Comparacion de colesterol, triglicéridos, HDL y LDL entre controles y sujetos con RI.

En el gréfico 2, se observa una diferencia significativa entre la concentracion de colesterol (p=0.05),
triglicéridos (p=0.0001) y HDL (p=0.0016). No se obtuvo una diferencia significativa entre los dos grupos al
comparar sus valores de LDL con una p=0.321.
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Grafico 2: Comparacion de colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad y lipoproteinas de baja densidad entre los
sujetos con resistencia a la insulina y sin resistencia a la insulina. Para evaluar la diferencia entre la concentracion de triglicéridos
(b) y lipoproteinas de alta densidad (d) (HDL) se us6 la prueba de U Mann Whitney, obteniendo una p =0.0001 y p=0.0016
respectivamente. Se utilizo la prueba t de Student para comparar las concentraciones de colesterol (a) y lipoproteinas de baja
densidad (c) (LDL), obteniendo una p=0.05 y p= 0.032 respectivamente.

Comparacion del indice de masa corporal entre controles y sujetos con RI.

Se obtuvo el HOMA IR/B segun la formula descrita por Elizalde Barrera et.al. en 2013. Se compard el valor
del HOMA IR/B en los sujetos con resistencia a la insulina vs sin resistencia a la insulina. En el gréafico 3, se
puede observar que hay una diferencia significativa entre los dos grupos.
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Gréfico 3. Comparacion de los valores de HOMA IR/B en los sujetos sin resistencia a la insulina (n=234) ycon
resistencia a la insulina (n=66). Debido a su distribucion no paramétrica se realiza U Mann Whitney con una
p<0.0001.

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas antropométricas, los resultados de la quimica sanguinea y la evaluacion del indice
HOMA- IR y -B asi como el indice HOMA IRIHOMA desarrollado por Elizalde-Barrea (2017) que claramente
identifica a sujetos con riesgo de desarrollar DMT2 de las grupos de estudio, asi como los parametros que

fueron significativos se muestran en la Tabla 1.
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Las caracteristicas de la poblacion se muestran en la tabla 1.

Sujetos Sujetos

sin Resistencia a la Insulina con Resistencia a la Insulina
(n=257) (n=66)

Edad (afios) ™ 43 (34- 51) 44 (37-51.5)
26.91 (23.95- 30.73) 31.19 (28.67- 34.45) <0.0001
HDL (mg/d) ** 47 (41- 54.75) 41 (35.75- 50) 0.0016
LDL (mg/dl) * 107 (80- 134) 110.9 (78.79 - 143)
184.8 (150.3 - 219) 194.5 (151.4- 237.5)
Triglicéridos (mg/dl) 123 (87- 179.5) 159.5 (129.5- 235.8) 0.0001
Glucosa (mg/dl) ** 93 (84- 103) 103 (96- 111.3) <0.0001

HOMA IR ** 1.28 (0.70- 1.70) 3.20 (2.89- 4.033) <0.0001
HOMA- B * 105.4 (77.23- 138.7) 164.3 (135.4- 213.4) <0.0001
HOMA e ** 1.037(0.818- 1.311) 1.934 (1.616- 2.167) <0.0001

Tabla 1: Caracteristicas de la poblacién en estudio.
* se muestra medias +SD; para el andlisis entre los dos grupos se utilizé t de Student

** se muestra medianas y 1er y 3er cuartil; para el andlisis entre los dos grupos se utilizé U Mann Whitney

Tabla 2. Diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2 y prediabetes (ADA, 2019)

Parametro ' Diabetes ’ Prediabetes
Glucosa al azar =200 mg/dL

Glucosa en ayuno, > 126 mg/dL 100 mg/dL a 125 mg/dL
2 tomas, con diferencia de una semana

Hemoglobina glicada = 6.5% 5.726.4%

Glucosa plasmética, > 200 mg/dL 140 mg/dL a 199 mg/dL
2 h posteriores a la ingesta de 75 g de glucosa

Tabla 2. Criterios diagnésticos para diabetes mellitus tipo 2 y prediabetes (ADA, 2019)

En la tabla 3, mostramos que el 11% de los sujetos sin glucosa alterada en ayuno presentan resistencia a
la insulina. En diversos estudios se ha mostrado que los sujetos con resistencia a la insulina presentan

mayor riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares, dislipidemias y diabetes.
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Tabla 3. Sujetos con glucosa normal y prediabetes, con y sin resistencia a la insulina

Sujetos Con Resistencia a la Sin Resistencia a la
N=273 (%) Insulina, n (%) insulina, n (%)

T I I I EI YN 17 (11) 134 (89)
Prediabetes, 122 (45) 44 (36) 78 (64)
TOTAL 61 (23) 212 (77)

Tabla 3: Caracteristicas de la poblacién en estudio de los sujetos con y sin resistencia a la insulina.

Comparacion de la concentracion de interleucina-6 (I1-6) entre controles y sujetos con resistencia a la

insulina.

De toda nuestra poblacion de estudio se seleccionaron a 98 sujetos controles y 32 sujetos con resistencia a
la insulina y se realizo ELISAs para IL 6. Se comparo la diferencia de concentracion de Il- 6 entre sujetoscon
resistencia a la insulina y sin resistencia a la insulina, como se puede observar en el grafico 4, no se

observo una diferencia significativa.

IL 6

0__$_*_

SinRI ConRI

Gréfico 4. Comparacion entre las concentraciones de IL 6 en sujetos con resistencia a la insulina (n=32) y
sin resistencia a la Insulina (n=98). Debido a su distribucion no paramétrica se realiza U de Mann Whitney
con una p=0.86
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Correlacion entre la concentracién de interleucina 6 (IL6) y el coeficiente HOMA |rss.
En el grafico 5, se ilustra la correlacion entre la IL 6 el HOMA rs, con resultado estadisticamente significativo
con una p=0.0097 con una rho de Spearman de -0.2316.

IL6 Y HOMA o5
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Gréafico 5: Comparacion entre los niveles de IL 6 en sujetos con resistencia a la insulina (n=130). Debido a
su distribucion no paramétrica se realiza una correlacion de Spearman, r=-0.2316 con una p de 0.0097.

SEGUNDA POBLACION DE ESTUDIO PARA LIPOPOLISACARIDO Y 16S rRNA

Para esta segunda parte del estudio, puesto que requeriamos sangre periférica fresca se continud
reclutando pacientes en el Hospital General de Zona No. 30 del IMSS como parte del estudio registrado por
Elizalde Barrera et al., en 2013. Se reclutaron 141 sujetos en total del 2015 al 2019, de los cuales 44

cumplieron con los criterios de inclusion del estudio.

Comparacion de la concentracion del lipopolisacarido (LPS) entre controles y sujetos con RI.

A los 44 sujetos se les determin6 la concentracion de insulina, 36 individuos fueron controles y 8 presentaron
RI. A estos 44 sujetos se les determind por ELISA la concentracion de lipopolisacarido. En el grafico 6 se
muestra la diferencia entre las concentraciones de LPS de los casos y los controles, la cual no fue
significativa con una p=0.7089.
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Grafico 6: Comparacion de la concentracion de lipopolisacarido obtenido de sangre periférica en los sujetos con resistencia a la
insulina (n=8) y sin resistencia a la insulina (n=36). Debido a su distribucién no paramétrica se uso la prueba U Mann Whitney

obteniendo una p= 0.7089.

Comparacion de las concentraciones del LPS entre controles y sujetos con prediabetes.

Debido a que se realiza la busqueda de nuevos biomarcadores en sujetos con riesgo elevado de desarrollar
resistencia a la insulina, se realiz6 una comparacion entre sujetos 42, de los cuales 10 sujetos tuvieron
prediabetes y 32 concentraciones normales de glucosa en ayuno normal. Como se muestra en el grafico 7,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.3229) ente las concentraciones de LPS entre

los dos grupos.
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Grafico 7: Comparacion de la concentracién de lipopolisacarido obtenido de sangre periférica en los sujetos con prediabetes
(n=10) y con glucosa normal (n=32). Debido a su distribucion no paramétrica se uso la prueba U Mann Whitney obteniendo una
p=0.54.

Correlacion de colesterol, triglicéridos, HDL y LDL con la concentracion de lipopolisacéarido.
Se realiz6 una correlacion entre la concentracion de LPS y colesterol, triglicéridos, HDL y LDL, debido a su
distribucion no paramétrica se utilizo una correlacion de Spearman, obteniendo correlaciones muy bajas

entre las variables y con una diferencia estadistica no significativa como se muestra en el Grafico 8.
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Grafico 8: Correlacion entre la concentracion de lipopolisacarido obtenido de sangre periférica con colesterol, triglicéridos,
lipoproteinas de alta densidad y lipoproteinas de baja densidad (n=40). Debido a su distribucién no paramétrica se uso la
correlacion de Spearman no se observé una correlacion significativa con ninguno de los lipidos estudiados. Para colesterol se obtuvo
una r =0.071(p= 0.662), para triglicéridos una r=0.216 (p=0.180), lipoproteinas de alta densidad una r=0.05046 (p=0.7571) y para
lipoproteinas de baja densidad una r=0.002066 (p=0.989).
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Estandarizacion de la identificacion del 16s rRNA en muestras de sangre por PCR tiempo real.

Para el andlisis con el 16s rRNA primero se estandarizé la técnica para el PCR tiempo real, por lo cual se
extrajo el DNA de la cepa Escherichia coli enteroagregativa 042 (EAEC 042) se realizaron varias diluciones
desde 107 a 100 UFC. Posteriormente estas diluciones se inocularon en 1 mL de sangre periférica y se
realizo la extraccion de DNA bacteriano con la técnica de fenol/cloroformo (Lopes Cendes et al., 2013). Se
corroboro el DNA por electroforesis y se cuantifico por nanodrop nanodrop Thermo Scientific y se realiz6
lecturas de absorbancia a 230 y 260nm. Una vez corroborado la integridad del DNA, se realizaron PCR
tiempo real con los iniciadores universales 16s forward: 5- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3’y reverse:
5'- TATTACCGCGGCTGCTGGC -3 (Clifford et al., 2012). Sin embargo, al realizar la PCR tiempo real se
obtuvo una eficiencia de 141.5% (Grafico 9)

Standard Curve
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Grafico 9: Curva de eficiencia de PCR- tiempo real con los iniciadores universales 16s forward: 5-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3y reverse: 5- TATTACCGCGGCTGCTGGC -3'. Utilizando Taq polimerasa Jena/BioScience.
Las condiciones para la amplificacion fueron 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, Tm 60°C por 1 min y 72°C por 15 segundos. Se

muestra una eficiencia de 141.5% con una r2=0.98.

Debido a la eficiencia de 141.3% y productos inespecificos que se pudieron observar en la curva de
amplificacion se decidié cambiar de iniciadores. Se seleccionaron los iniciadores universales 16s rRNA
forward 5° GGTCCGGCCGGGAACTC-3' y reverse 5- CGCTTGCTCTCGCGAGGTCGC-3' (Simon et al.,
2014). Utilizando estos iniciadores con un Master Mix (qPCR GreenMaster UNG highROX, Jena Bioscience)
se obtuvo un producto de 146 pb. Las condiciones para la amplificacion del DNA fueron 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos, Tm 65°C por 1 min'y 72°C por 15 segundos. El ultimo ciclo de amplificacion fue seguidode

un proceso para generar una curva melt. En el Gréafico 10 se puede observar la curva estandar de la
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sangre periférica inoculada con EAEC 042 obteniendo una eficiencia de 99.7% con una R2=0.97. Por lo cual

se eligieron estas condiciones para todas las muestras de los sujetos en estudio.

-—
..l._...-.
‘e

Grafico 10: Curva de eficiencia y curva melt de PCR- tiempo real con los iniciadores universales 16s forward: 5'-
GGTCCGGCCGGGAACTC-3' y reverse 5- CGCTTGCTCTCGCGAGGTCGC-3', utilizando Master Mix de Jena/BioScience con una
Tm de 65°C por 40 ciclos. Se observa una eficiencia de 99.7% con una R2de 0.97. Y se observa que el amplicén de las

muestras es a 81.3°C.

Identificacion de 16s rRNA en las muestras de sangre sujetos controles y con RI.

Ya una vez estandarizado la PCR- tiempo real se realizo la extraccion de DNA de las muestras de los sujetos,
en total se realizaron 44 extracciones. Las cuales fueron las mismas muestras de las cuales se realiz6 el
ELISA para LPS. Lo primero que se analizd fue la comparacion de las concentraciones de 16s rRNA en los
sujetos con y sin resistencia a la insulina. Como se puede observar en el grafico 11, no hubo diferencias en

cuanto a la concentracion de 16s rRNA entre los dos grupos.
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Grafico 11. Comparacion del 16s rRNA entre los sujetos con resistencia a la insulina (n=8) y sin resistencia a la insulina (n=36). Para
comparar la mediana de los dos grupos se utilizd U Mann Whitney, debido a su distribucién no paramétrica, obteniéndose una p
=0.4398.

Comparacion de la concentracion de 16s rRNA entre controles y sujetos con prediabetes.
La comparacion entre las concentraciones de 16s rRNA entre sujetos con prediabetes (n= 12) y sujetos con

glucosa normal en ayuno (n=30). En el gréafico 12, se observa que hay una diferencia estadisticamente
significativa con una p=0.0004.
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Grafico 12. Comparacion del 16s rRNA entre los sujetos con resistencia a la insulina (n=12) y sin resistencia a la insulina (n=30).
Para comparar la mediana de los dos grupos se utilizé U Mann Whitney, debido a su distribucion no paramétrica, obteniéndose
una p=0.0004.

Correlacion de colesterol, triglicéridos, HDL y LDL con la concentracion de 16s rRNA.
En el grafico 13, se puede observar las correlaciones que se realizaron entre el 16s rRNA y colesterol,

triglicéridos, HDL y LDL, obteniendo correlaciones muy bajas entre las variables y con una diferencia
estadistica no significativa.
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Grafico 13: Correlacion entre la concentracion del 6s rRNA obtenido de sangre periférica con colesterol, triglicéridos (Tg),
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL)(n=44). Debido a su distribucién no paramétrica se uso
la correlacion de Spearman no observo una correlacion significativa con ninguna de las concentraciones de lipidos estudiados. Para
colesterol se obtuvo una r =-0.1278 (p= 0.4027), para triglicéridos una r=0.011 (p=0.940), lipoproteinas de alta densidad una
r=0.05046 (p=0.7571) y para lipoproteinas de baja densidad una r=0.1155 (p=0.455).
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Correlacion entre el indice HOMA rg con la concentracion de 16s rRNA y LPS.

También se correlacion6 entre el indice HOMA r con los valores de LPS y 16 s rRNA (Gréfico 14), se no
se observo una correlacion significativa entre el indice HOMA rg con el lipopolisacarido (LPS), ya que se obtuvo
una r=0.2454 (p=0.1220). En el analisis de HOMA irig con el 16s rRNA se obtuvo una r de 0.1889 (p=0.2034).
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Gréfico 14. Correlacion de los valores de HOMA rig con el lipopolisacarido (LPS) y 16 s rRNA (n=47). Debido

a su distribucion no paramétrica se realiza rho de Spearman con p estadisticamente no significativas.
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DISCUSION

La diabetes mellitus tipo 2 es un problema de salud publica a nivel mundial y la morbi-mortalidad asociada
a diabetes es muy alta en México, puesto que ocupamos el séptimo lugar de los 10 paises con mayor nimero
de personas con DMT2 en el mundo (Colchero et al., 2020). En los ultimos afios, el nimero de personas con
diabetes mellitus, en el mudo, se ha duplicado, para 2015 habia 415 millones de personas con DMT2. La
prevalencia de obesidad ha incrementado paralelamente con la epidemia de diabetes mellitus. (Pérez Diaz,
2016)

Los factores de riesgo asociados a diabetes mellitus incluyen antecedentes de diabetes mellitus, obesidad.,
sedentarismo solo explican el 80% de los casos. Por lo que es claro que otros factores dependientes o
independientes incluyendo ambientales juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad.
(Llorente, Enrique, Rivas, & Borrego, 2016)

A pesar de que el diagnostico de la DMT2 continua siendo glucocéntrico, los valores diagndsticos se han
modificado con el tiempo ya que se ha disminuido los valores de corte para determinar hiperglucemia y para
realizar su diagnostico. Sin embargo, estos nuevos parametros han permitido identificar un estado fisiolégico
previo a la aparicion de diabetes, al cual se le ha denomina prediabetes. Los sujetos que se encuentran en
el estado de prediabetes no solo estdn en mayor riesgo de desarrollar diabetes en algun momento de su
vida sino también tienen un mayor riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares.

La transicion entre un estado de normoglucemia hacia la prediabetes inicia con la presencia de la resistencia
a la insulina que resulta en una hiperinsulinemia compensatoria. La resistencia a la insulina se considera como
un tronco comun fisiopatolégico entre la DMT2, la hipertension arterial y obesidad central. Una ves identificada
la resistencia a la insulina, se ha identificado que en las poblaciones diabetogénicas, se ha incrementado
en paralelo con el incremento en la prevalencia de obesidad, dislipidemias y prediabetes. (G.

M. Reaven, 2005)

El papel de la insulina en la regulacion(G. M. Reaven, 2005) y toma de la glucosa es claro, asi como lo que
sucede en el paciente cuando desarrollo Rl y su efecto sobre la diabetes.
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Figura 4: Objetivo futuro de la intervencion para prevenir la diabetes tipo 2. La intervencion actual tiene lugar
en la etapa (prediabetes), alrededor de 5 afios antes de que se desarrolle la diabetes tipo 2. Creemos que
la etapa de resistencia a la insulina, pero con glucosa normal, anterior a la etapa prediabética, sera una

mejor fase de la invencion para prevenir el tipo 2 diabetes.

La inflamacion crdnica subclinica es parte de la fisiopatologia de las enfermedades cronicas como las
cardiovasculares, el cancer, el higado graso y la diabetes. Hasta el momento se han propuesto diferentes
biomarcadores que indican la presencia de inflamacion crénica y que tal vez contribuyen a la aparicion de la
resistencia a la insulina. (Furman et al., 2019) El identificar factores que contribuyen a la presencia de
resistencia a la insulina o la prediabetes es de suma importancia, puesto que en la actualidad los sistemas
de salud deben de enfocarse en la identificacion de sujetos en riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades
cardiovascular, puesto que la mayoria del gasto de salud al menos en México son para combatir las secuelas
causadas por la diabetes y las enfermedades cardiovascular. (Barraza et al., 2015) el identificar a los sujetos
de riesgo para desarrollar estas enfermedades permitira cambiar el enfoque nacional de salud publica hacia
uno preventivo disminuyendo no solo los costos en salud sino muertes y mejorando la calidad de vida de la

poblacion.

Por lo que en el presente estudio, por un lado planteo identificar biomarcadores que nos permitan identificar
sujetos en riesgo de desarrollar resistencia a la insulina o prediabetes, asi como identificar sujetos con

resistencia a la insulina que no presentan glucosa alterada en ayuno y que no son clasificados como
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prediabéticos. Para responder la primera pregunta se propuso la busqueda de 16s rRNA y LPS, para
identificar la presencia de dos componentes bacterianos, uno como indicador de la presencia de bacterias
en el sujeto y otro componente directamente involucrado en disparar respuestas inflamatorias,
respectivamente (Furman et al., 2019), ya que se ha descrito que ciertas infecciones bacterianas pueden actuar
en sinergia con los factores de riesgo vascular clasicos y contribuyendo a la inflamacién crénica
subclinica la cual tiene un papel importante en la fisiopatologia tanto de la diabetes como de las
enfermedades cardiovasculares (Bernardino de la Serna, Sancho Bueso, Garcia Iglesias, Lavilla Uriol, & Gil
Aguado, 2000).

Con la finalidad de buscar nuevos biomarcadores que ayuden a definir mejor a los sujetos con alto riesgo de
desarrollar resistencia a la insulina, se disefio un estudio transversal que incluy¢ a sujetos con resistencia a la
insulina y un grupo control, a los cuales se les evaluaron factores de riesgo clésicos para desarrollo de diabetes
y enfermedades cardiovasculares como el IMC y dislipidemias, y se les realizé a un subgrupo la busqueda
del 16s rRNAy del LPS.

Observamos que las concentraciones de 16s rRNA y LPS no se encuentra incrementada en sujetos con
resistencia a la insulina, ya que es probable que no sea un factor que contribuya al desarrollo de ésta.

Sin embargo, mostramos una diferencia significativa en del 16s rRNA en sujetos con prediabetes, mientras que
la concentracion de lipopolisacarido, aunque se observa con mayor concentracion en estos sujetos no no
fue estadisticamente significativo, esto tal ves se debe a que el numero de sujetos con alterada en ayuno
(prediabéticos) que se reclutaron fue muy bajo en el segundo estudio. Con estos datos se puede inferir que
algunos productos bacterianos, pueden participar en la fisiopatologia de la prediabetes. Ya se ha
demostrado que bacterias como Chlamydia pneumoniae se encuentran presentes en la placa ateromatosa
y se ha sugerido que la ateroesclerosis podria ser una suma de factores que irian desde procesos infeccioso
hasta toxicos o metabdlicos. (Bernardino de la Serna et al., 2000) En los ultimos afios se han asociado
diversos agentes infecciosos con la presencia de enfermedades, que van desde enfermedades metabolicas
hasta la presencia de algunos canceres. (Bernardino de la Serna, Sancho Bueso, Garcia Iglesias, Lavilla Uriol,
& Gil Aguado, 2000) Es por ello, que en nuestro grupo de trabajo que se buscd la identificacion de
productos bacterianos en sujetos con alto riesgo de presentar diabetes mellitus.

Al evaluar todos los sujetos, se encontré de manera importante que el incremento de peso es uno de los

principales factores para desarrollar resistencia a la insulina, ademas, también se observé que los niveles
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de colesterol, triglicéridos y lipoproteina de alta densidad se encuentran en mayores concentraciones en los
sujetos Rl comparados con los controles. (Li et al., 2014). Como se muestra en la tabla XXXX es claro que hay
individuos con RI que no tienen glucosa alterada en ayuno, lo cual ha permitido incrementar el nimero de
sujetos que potencialmente pueden desarrollar diabetes, ademas se observo que estos sujetos muestran
claramente dislipidemias. Hasta el momento se consideraba a la Rl como un estado fisiopatologico que
incrementa el riesgo de presentar dislipidemias, disfuncion endotelial y prediabetes. (G. M. Reaven, 2005). Sin
embargo, nuestros resultados revelan que la identificacion de sujetos con RI, incrementa el numero de sujetos
que pueden ser diagnosticados como prediabéticos o sujetos en riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, lo que permitira realizar intervenciones tempranas de prevencion en estos sujetos como
cambios en alimentacidn, incremento en la actividad en la vida diaria y en caso de ser necesario, iniciar
tratamiento. (Lahsen M & Liberman G, 2003) Ademas el indice HOMA ris (Elizalde- Barrera 2017)
claramente muestra que estos sujetos con Rl estan agrupados dentro de los sujetos prediabéticos. Por lo
que nosotros proponemos que se debe de incluir la determinacion de insulina en las pruebas para
diagnosticar a los sujetos para desarrollar diabetes. Con respecto a los biomarcadores de manera
interesante se observo que las concentraciones del 16s rRNA y del LPS no se encuentran incrementados
en la presencia de obesidad y de manera importante tampoco en los pacientes con R, sugiriendo que estos
factores no contribuyen por si solos a la RI, tampoco.

Con base en nuestros resultados podemos inferir que las bacterias pueden contribuir a la presencia de
prediabetes que, junto con la resistencia a la insulina, antecedentes heredofamiliares y la obesidad pueden
favorecer el desarrollo de la enfermedad.

CONCLUSIONES

En este estudio presentamos la posibilidad de que la concentracion de 16s rRNA, junto con otros factores de
riesgo pueden identificar a sujetos con alto riesgo de desarrollar prediabetes. Con base en estas
observaciones son necesarios mas estudios para poder considerar a la concentracién del 16s rRNA como
un factor de riesgo ya se asociado o independiente a la presencia de prediabetes. Aunque el lipopolisacarido
se encuentra en una concentracion mayor en los sujetos con prediabetes no hubo una diferencia significativa
estadistica, por lo cual una prospectiva del estudio es incrementar los sujetos de estudio para poder observar

si realmente existe una correlacion. La insulina debe de determinarse en las quimicas sanguineas de manera
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cotidiana, asi como la determinacion del indice HOMA ris esto permitira identificar a sujetos con valores
normales de glucosa en ayuno con riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares

PERSPECTIVAS

Incrementar el tamafio de muestra de los sujetos con resistencia a la insulina para evaluar nuevamente los

parametros de 16s rRNA y LPS y tal ves evaluar otros productos bacterianos como flagelina.

Implementar en los laboratorios clinicos la determinacion de insulina y determinar el indice HOMA |rss.
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