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Resumen:

Se calcula que existen mas de 415 millones de individuos con diabetes mellitus tipo 2
(DMT2) a nivel mundial y se prevé que para 2040 esta cifra aumentara hasta alcanzar los 642
millones. Es evidente que la reduccion en la sensibilidad a la insulina es una consecuencia de
la disminucion en la funcion de las células 3 pancreéticas, presente durante el desarrollo de la
DMT2. La diminucion de la capacidad para secretar y utilizar la insulina en DMT2 produce
una incapacidad para metabolizar adecuadamente la glucosa proveniente de los hidratos de
carbono de la dieta por lo que es indispensable reducir su consumo. En México, la poblacion
en general consume grandes cantidades de sacarosa en forma de azucar de mesa y bebidas
endulzadas, entre otros. Este consumo elevado genera diversos efectos en la salud, ya que
ademés de producir obesidad, ocasiona elevaciones constantes en la glicemia sanguinea y
alteraciones hormonales y metabdlicas que condicionan la presencia de DMT2 a edades cada
vez mas tempranas. ElI consumo elevado de sacarosa, puede ser, por tanto, responsable de
modificaciones importantes en las comunidades microbianas de la microbiota intestinal que
induzcan la aparicion temprana de DMT2. El objetivo del presente estudio estuvo basado en
el analisis de la importancia del consumo de sacarosa dentro de la estructura y diversidad de
la microbiota intestinal de pacientes con DMT2.

Se llevo a cabo una recoleccion de heces de 100 participantes del Hospital Dr. Nicolas San
Juan de las cuales primero se extrajo el ADN bacteriano y luego se realizd secuenciacion
masiva del marcador molecular 16S ARNr. Para la informacion dietética se aplicd un
cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (FCA). Los resultados de la dieta
mostraron que los pacientes con DMT2 tenian un consumo energético de 1618 kcal por dia y
un consumo de 24 g por dia de sacarosa; mientras que los pacientes sanos tuvieron un
consumo energético de 2366 kcal por dia y un consumo de 40 g por dia de sacarosa. En
cuanto a la microbiota intestinal se encontr6 a nivel de phylum en ambos grupos que
Firmicutes y Bacteroidetes describen diferencias importantes en la microbiota intestinal. Los
resultados de este estudio estarian siendo de utilidad para definir estrategias de ayuda para
modular la microbiota intestinal a través de tratamientos no invasivos como intervencion

dietética para mejorar la tolerancia a la glucosa de las personas con prediabetes 0 DMT?2.



Summary:

It is estimated that there are more than 415 million individuals with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) worldwide and it is expected that by 2040 this number will increase to 642 million. It
is evident that the reduction in insulin sensitivity is a consequence of the decrease in the
function of pancreatic B cells, present during the development of T2DM. The decrease in the
ability to secrete and use insulin in T2DM produces an inability to properly metabolize
glucose from carbohydrates in the diet, therefore it is essential to reduce its consumption. In
Mexico, the general population consumes large amounts of sucrose in the form of sugar and
sweetened beverages, among others. This high consumption generates various health effects,
since in addition to producing obesity, it causes constant elevations in blood glucose, as well
as hormonal and metabolic alterations that condition the presence of T2DM at increasingly
younger ages. The high consumption of sucrose may therefore be responsible for important
modifications in the microbial communities of the intestinal microbiota that induce the early
appearance of T2DM. The objective of the present study was base don the anélisis of the
importance of sucrose consumption whitin the structure and diversity of the intestinal
microbiota of patients with T2DM. A stool collection of 100 participants from the Dr. Nicolas
San Juan Hospital was carried out, from which the bacterial DNA was obtained and 16S
rRNA amplicon was analized by means of massive sequencing. For dietary information, a
Food Consumption Frequency questionnaire (FCF) was applied. Dietary results showed that
patients with T2DM had an intake of 1618 kcal per day and a consumption of 24 g per day of
sucrose, while healthy patients had an intake of 2366 kcal per day and a consumption of 40 g
per day of sucrose. Regarding the intestinal microbiota, it was found at the phylum level
in both groups that Firmicutes and Bacteroidetes showed important differences in the
gut microbiota. The results of this study would be useful to define strategies to help
modulate the intestinal microbiota through non-invasive treatments such as dietary

intervention to improve glucose tolerance in people with prediabetes or T2DM.



1. Antecedentes:

1.1. Diabetes mellitus tipo 2

1.1.1. Epidemiologia de diabetes mellitus tipo 2
La Federacion Internacional de Diabetes (IDF), en 2015, mostr6 que habia mas de 415
millones de personas con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y se prevé que alcanzara los 642
millones para 2040. Una de las causas principales de muerte entre las personas con DMT2 son
los padecimientos cardiovasculares y pudiera figurar un porcentaje mayor al 50% de
fallecimientos a causa de DMT2 en algunos conjuntos de personas. En 2014, la DMT2 causé
4.9 millones de muertes y México ocupaba el sexto lugar a nivel mundial en nimero de
personas con DMT2?. En los Gltimos diez afios la cantidad de personas que sufren DMT2 en
México ha ido en aumento y recientemente se perfila en segundo lugar como causa de muerte
en el pais. Desde el afio 2000, la DMT2 se convirtié en la causa principal de fallecimiento en
mujeres y la causa segunda de fallecimiento en hombres, detrds de la cardiopatia isquémica,
segun los datos reportados en la Encuesta Nacional de Salud (ENSA, 2000). En 2003, la
DMT2 causé el 12.6% del total de muertes en México, con una media de 66 afios®. Los
resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2012), reportan a 6.4
millones de mexicanos en edad adulta con diagnostico de DMT2 (9.17%)3; los resultados de
la ENSANUT 2018 muestran un incremento en el diagnéstico de DMT2 a 8.6 millones de

personas Yy se estima un aumento del 12.3% para el 20255,

En la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion Medio Camino (ENSANUT MC 2016), se
observO mayormente personas con diagndstico previo de DMT2 que tenian entre 60 y 79
afios. EI mayor aumento de DMT2 se observd en hombres de 60 a 69 afios y en mujeres de 60
0 mas afios*, al hacer la comparacién de ENSANUT 2012 con ENSANUT MC 2016. Un
9.4% de las personas entrevistadas (10.3% mujeres y 8.4% hombres) reportaron que habian
sido diagnosticadas con DMT?2 por diagndstico médico. Se reporté un pequefio aumento en la
incidencia de DMT2 por previo diagnostico médico comparado a los resultados preliminares
de la ENSANUT 2018 (10.3%) a la ENSANUT 2012 (9.2%) y un aumento mayor con
respecto a la ENSANUT 2006 (7.2%)°.



1.1.2. Definicion y Etiologia de diabetes mellitus tipo 2

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la DMT2 como un padecimiento
cronico que se presenta cuando no se produce insulina suficiente en el pancreas o cuando el

organismo no emplea de manera adecuada la insulina que produce®.

En la Norma Oficial Mexicana NOM 015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes mellitus, se define a la DMT2 como: “tipo de diabetes en la que se
presenta resistencia a la insulina y en forma concomitante una deficiencia en su produccion
puede ser absoluta o relativa. Los pacientes suelen ser mayores de 30 afios cuando se hace el

diagndstico, presentan obesidad y relativamente pocos sintomas clasicos™”’.

La DMT2 se encuentra relacionada con poca 0 nula actividad fisica, obesidad y dieta
inadecuada; sumado a lo anterior, en la mayoria de los casos incluye resistencia a la insulina.
Se ha estudiado que perjudica con una frecuencia mayor a la poblacion que padecen presion
arterial alta, dislipidemia y obesidad en la parte media del cuerpo; un elemento caracteristico
del sindrome metabdlico. De igual manera se sabe que tiende a manifestarse a nivel familiar,
pero es una enfermedad compleja que podria ser la causa de varias mutaciones genéticas, y

también por factores ambientales®.

1.1.3. Fisiopatologia de diabetes mellitus tipo 2
La DMT?2 es un desorden metab6lico complejo asociado con un riesgo mayor de enfermedad
micro y macrovascular, en donde su caracteristica clinica principal es la hiperglucemia. Se
sabe que cuando se desarrolla la hiperglucemia, se produce reduccion de la sensibilidad a la
insulina y por tanto existe disminucion en la funcién de las células R del pancreas®. Varios
grupos de estudio coinciden en que la resistencia a la insulina es la primera anomalia y que la
disfuncion de las células 3 se debe a un evento retardado que se desencadena debido a la
creciente y prolongada demanda en su secrecion por la resistencia a la insulina'® . Sin
embargo, otros estudios han sugerido que la disminucién en la liberacién de insulina se debe a
una reduccién de las células 8 como requisito previo a la progresion y manifestacion de la
hiperglucemia; haciendo evidente que la reduccidn en la sensibilidad a la insulina como
consecuencia en una disminucion en la funcion de las células 3 se encuentra presente al
principio del desarrollo de la DMT2%4, Por otro lado, se sugiere que el progreso de
sobrepeso y obesidad pudiera estar siendo un factor importante en el progreso de la resistencia
a la insulina, que en presencia de la suma de factores genéticos a la propensién de células B
dafadas funcionalmente consiguiera estar desencadenando alteracion en la tolerancia a la

glucosa®® 8,



1.1.4. Cuadro clinico y diagnostico de diabetes mellitus tipo 2
De acuerdo con la OMS, los pacientes con DMT2 presentan un cuadro clinico que puede
cursar con un incremento en el nimero de veces de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre
(polifagia) y disminucién del peso corporal sin explicacion. También pueden sufrir paralisis
en las extremidades, disestesias en los pies y vision difusa. Conjuntamente, tienden a padecer
de infecciones periodicas o graves®. La Asociacion Americana de Diabetes (ADA por sus
siglas en inglés) toma en cuenta los criterios antes mencionados para el diagnostico de DMT2,
ademas de una medida aleatoria de la glucosa en plasma >200 mg/dl; una glucosa de ayuno
con concentraciones >126 mg/dl o de 2 horas con concentraciones de glucosa >200 mg/dl
después del consumo de 75 g de glucosa. Menciona que se debe tener en cuenta, que las
lecturas de glucosa y la hemoglobina glucosilada (HbALlc) deben realizarse en un entorno de
laboratorio, en lugar de utilizar un medidor de glucosa portatil o un dispositivo de medicion
de punto de atencion, debido a la posibilidad de error con dichos dispositivos. Ademas,
sugiere que es recomendable repetir las pruebas de glucosa en un dia diferente?’.

1.1.5. Tratamiento de diabetes mellitus tipo 2

La ADA, sostiene que el principal tratamiento para la mayoria de los pacientes con DMT2
deben ser los cambios en el modo de vida, alimentacion y ejercicio. Sin embargo, menciona
que cuando el cambio en los habitos antes mencionados, por si solos no ayudan a mantener
las metas de las concentraciones de glucosa en sangre, se debe agregar metformina, como
terapia farmacoldgica inicial de preferencia, siempre que sea tolerada y no esté contraindicada
en el paciente con DMT2. Para pacientes recientemente diagnosticados que son
marcadamente sintomaticos y que tienen concentraciones elevadas de glucosa en sangre, se
debe considerar el tratamiento con insulina, con o sin otro farmaco. Si la monoterapia sin
insulina a dosis maximas toleradas no logra o no mantiene el objetivo de conservar las
concentraciones de glucosa durante 3 meses, se debe considerar afiadir un segundo agente oral
0 un agonista del receptor GLP-1 (Péptido similar al glucagon tipo 1, por sus siglas en inglés)
o insulina’®. Ademas, la OMS, menciona otros criterios como complementacion a lo anterior;
se precisa efectuar un descubrimiento temprano y tratamiento oportuno de posibles
complicaciones, a periodos de tiempo estipulados por las normas nacionales e internacionales:
analisis optométricos, examen general de orina, cuidado de los pies y envio con el especialista
de ser obligatorio; educacion del paciente para reconocer los signos y sintomas de
hipoglucemia e hiperglucemia; educacion del paciente en cuanto a la dieta correcta que debe
llevar, el ejercicio adecuado para su condicion y el cuidado de los pies®.



1.2.  Microbiota intestinal normal
1.2.1. Definicién de microbiota
En el proyecto del microbioma humano, se define a la microbiota como a todos los
microorganismos que viven dentro y sobre los humanos'®. El microbioma es el conjunto de
microorganismos, sus genes y sus metabolitos en un nicho ecoldgico dado, por ejemplo, en el
microbioma fecal de humanos se han identificado alrededor de 9.9 millones de genes
microbianos. Se le llama metagenoma a todo el material genético presente en una muestra
ambiental, en el caso de los humanos, es el conjunto del genoma humano y bacteriano, en
general. El término patobiontes se refiere a los microorganismos enddgenos benignos que
tienen la capacidad, de provocar determinadas patologias, en condiciones de un ecosistema
alterado (disbiosis). La disbiosis se presenta cuando existe un desequilibrio entre las células

del cuerpo humano y las células microbianas (bacterias, en general) que lo habitan?0-22,

1.2.2. Descripcion de la microbiota intestinal normal
Se le llama microbiota intestinal a la comunidad compleja dominada por bacterias que residen
en el intestino. Las bacterias que representan una mayor proporcién en la microbiota intestinal
son: Firmicutes (Ruminococcus, Lactobacillus y Clostridium), bacterias Gram-positivas,
consideradas como bacterias lipoliticas; fuertemente asociadas a la fermentacion de mono y
disacaridos, y Bacteroidetes (Bacteroidaceae, Prevotellaceae), bacterias Gram-negativas,
encargadas del metabolismo de proteinas y que, ademas, estan fuertemente asociadas a la

degradacion de polisacaridos (pectina y almiddon)?3-25,

La microbiota mantiene la integridad del epitelio intestinal confiriendo proteccién ante la
colonizacidn por bacterias patdgenas. Es esencial para la metabolizacion de polisacaridos que
no pueden ser digeridos por el organismo (fibra) y para la permeabilidad de acidos grasos de
cadena corta derivados de la fermentacion por bacterias?®®. Por tanto, se propone que un
ecosistema intestinal saludable se caracteriza por una alta riqueza y diversidad bacteriana, lo

que refleja una estabilidad y capacidad de recuperacion del ecosistema bacteriano?”.

1.2.3. Componentes que intervienen en la composicion de la microbiota

intestinal
La composicidn relativa entre el contenido de células de genes microbianos y de humanos, las
células microbianas estan representadas por un 70% a 90% del total de células que tiene el
cuerpo humano, pero los genes microbianos son 1000 veces mas abundantes que los genes
humanos. ElI microbioma esta caracterizado por la composicién, la diversidad y la

abundancia, mantenida por la competencia y la resistencia. La variacién interindividual entre
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genes humanos es de 0.5% y la variacion entre genes microbianos es significativamente
mayor, con un aproximado del 40%, apoyando un papel critico en las interacciones entre

microbiota y huésped en la salud y la fisiopatologiaZ®.

Diversos andlisis tanto en humanos y como en animales han confirmado que varios factores
contribuyen y pueden alterar significativamente la composicion de la microbiota intestinal,
incluida la genética, el sexo, el modo de parto al nacer, el método de alimentacion infantil, el

uso de medicamentos, especialmente antibiéticos, enfermedades y la dieta3 2% 30,

En adultos sanos, la composicion de la microbiota intestinal puede ser estable por afios. Sin
embargo, la dieta juega un papel mas dominante en la composicion de la ecologia microbiana.
Estudios realizados en modelos animales alimentados con dietas bajas en grasas y altas en
polisacéridos mostraron un incremento significativo de la abundancia relativa de Firmicutes,
incremento de Verrucomicrobia y disminucion de Bacteroidetes versus una dieta alta en

lipidos y en azucar3! 32,

Diferentes estudios apoyan el concepto de que la dieta en apoyo mutuo con la microbiota
intestinal, puede prevenir alteraciones metabdlicas y enfermedades inflamatorias. La fibra
dietética no absorbible juega un papel importante en este contexto®® *3, Los polifenoles de la
dieta, ademas de sus funciones sistémicas antimicrobianas y metabolicas, también
desempefian un papel importante en la inhibicidn de las bacterias intestinales. Mientras que el
compuesto polifendlico quercetina es degradado por Bacteroides distasonis, B. uniformis, B.
ovatus, Enterococcus casseliflavus y Eubacterium ramulus; la hesperetina que es un
rutinosido que contiene aglicon, es degradada por la microbiota del colon. Este aglicon tiene

una actividad inhibitoria contra vancomicina: Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori.

En un analisis exploratorio de las diferencias en la microbiota intestinal asociada con sexo y
estado hormonal, en mujeres premenopausicas, posmenopausicas y hombres; se encontrd una
proporcién mas alta de Firmicutes/Bacteroidetes en mujeres premenopausicas que, en mujeres
posmenopausicas, quienes tenian niveles similares a los hombres. Los resultados sugieren que
la diferencia en la composicion de la microbiota intestinal entre los sexos y entre las mujeres
de diferentes estados hormonales puede estar relacionada con el dimorfismo sexual®. Por otro
lado, se sabe que la divergencia en la microbiota intestinal entre hombres y mujeres podria
tener un papel dominante en la definicion de las diferencias de sexo en la prevalencia de

enfermedades inflamatorias, metabdlicas e intestinales®®.
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1.3. Microbiota intestinal y diabetes mellitus tipo 2

La prevalencia de DMT2 estd aumentando a nivel mundial. La creciente aceleracion de esta
enfermedad supera la tasa de variacion genética, suprimiendo a los genes como factor
primordial en la tendencia de dicha enfermedad. Las modificaciones en los contextos
ambientales, como la dieta, la higiene, la utilizacion de antibidticos y algunas otras practicas
médicas, pudieran estar relacionandose con el creciente desarrollo de esta enfermedad. Estos
factores pueden estar influenciando la composicién y funcion de la microbiota de tal manera
que tienen un impacto significativo en el sistema inmunitario y en el sistema metabdlico, lo

que contribuye al aumento del riesgo para desarrollar DMT237 38,

La creciente evidencia sugiere gque las interacciones microbiota-huésped pueden ser un factor
ambiental que influye en el riesgo y la progresion de la DMT2%. La relacion entre la
microbiota intestinal y el desarrollo de DMT?2 se ha estado descubriendo de manera gradual“.
Un numero creciente de diversos estudios indican que una disbiosis caracterizada por una
menor diversidad y resistencia esta asociada con la DMT2. Los mecanismos que pudieran
estar desencadenando la enfermedad pueden estar relacionados con la traslocacion de la
microbiota intestinal a los tejidos, induciendo una inflamacion crénica de bajo grado,
caracteristica de la DMT2%. Por otro lado, Pedersen et al*2, en su estudio dirigido a
microbiota intestinal y enfermedades metabdlicas, demostraron recientemente que la
microbiota intestinal puede afectar el metaboloma sérico e inducir resistencia a la insulina a
través de especies como Prevotella copri y Bacteroides vulgadas. Sin embargo, se cree que la
metformina (farmaco antidiabético mas utilizado) puede interferir en el analisis de los datos

metagendmicos*® 4,

En la caracterizacion de microbiota intestinal de pacientes adultos voluntarios con diabetes
mellitus tipo 1 (DMT1) y DMT2, se encontraron dentro de los resultados de las pruebas
microbioldgicas en muestras fecales, discrepancias en cantidad y caracteristicas particulares
en la composicién de la microbiota intestinal de ambos grupos. Especialmente visible en el
analisis del perfil bacteriano para pacientes con DMT2. El phylum de bacterias predominante
en ambos grupos fue: Firmicutes (grupo numeroso de bacterias Grampositivas), que incluye
tanto los bacilos anaerdbicos (Clostridium) como los cocos aer6bicos o anaerdbicos
facultativos (Staphylococcus). Otros phyla predominantes fueron: Bacteroidetes (Bacilos
anaerobios Bacteroides Gramnegativos), Verrucomicrobia (Bacterias Akkermansia en forma
de 6valo anaerobico Gramkicansia) y Actinobacteria (Bacterias anaerobias Gram-positivas)®.

Otros estudios realizados en pacientes con DMT2 mostraron la posible existencia de una
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firma de microbiota intestinal que promueve la inflamacion intestinal y la posterior
inflamacion sistémica de bajo grado, que a su vez origina el desarrollo de la enfermedad?® 6.
Es bien sabido que hay presencia de un grado moderado de disbiosis en la microbiota
intestinal de personas con DMT2 y que ademas, esta caracteristica aumenta la dependencia de
varias bacterias productoras de butirato, incluyendo Clostridium sp y Faecalibacterium
prausnitzii, entre otras. Se identificaron patdgenos mas oportunistas como Eggerthella lenta y
Escherichia coli; Clostridium hathewayi, Clostridium ramosum, Clostridium symbiosum y
Bacteroides caccae. La microbiota del intestino se caracterizd funcionalmente por un
aumento en el transporte de azlcares a la membrana, el transporte de aminoacidos de cadena
ramificada, el metabolismo del metano, la degradacién y el metabolismo de los xenobidticos
y la reduccion del sulfato. Ademéas, hubo una disminucion en el nivel de quimiotaxis

bacteriana, biosintesis de butirato, metabolismo de los cofactores y vitaminas®* 4748,

La microbiota intestinal de pacientes con obesidad presenta incremento relativo de la
poblacion de Firmicutes versus Bacteroidetes, en tanto que la de pacientes con DMT2
presenta baja abundancia de Bacteroidetes y alta abundancia de Firmicutes; por lo que se cree
que existe una relacién estrecha entre la disbiosis de la microbiota intestinal y el exceso de

tejido adiposo, sobre implicaciones metaboélicas y desarrollo de DMT246: 4951,

En las ultimas décadas se ha tenido un amplio interés por utilizar a las bacterias para realizar
diagndsticos sobre enfermedades especificas®®. En 2013, un grupo de investigadores
realizaron una validacion e identificacion de marcadores para DMT2, basados en la
abundancia relativa de cada grupo de bacterias presentes en la microbiota intestinal, en donde
encontraron que la abundancia de Verrucomicrobiae estaba significativamente disminuida en
el grupo de prediabetes haciendo una comparacion con el grupo de tolerancia normal a la
glucosa. Esto indica que Verrucomicrobiae puede servir como un biomarcador para el
diagnostico a la progresion de intolerancia a la glucosa, o incluso puede ser una bacteria
potencialmente beneficiosa en la prevencion de la DMT2. La abundancia de
Betaproteobacteria tuvo una mayor significancia en el grupo de prediabetes en paridad con el
grupo de tolerancia normal a la glucosa y fue mayor en el grupo DMT2; lo que puede indicar
un alto riesgo de presentar DMT2. La abundancia de Clostridia también fue relativamente
mayor en el grupo de DMT2 que en los individuos con prediabetes, lo que sugiere que podria
ser Gtil en el diagndstico de DMT2%. Sin embargo, todavia son necesarios estudios bien
controlados para determinar si estas diferencias en la microbiota intestinal son la causa o el
efecto de la DMT2.
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1.4.  Efecto de la sacarosa en la microbiota intestinal y la diabetes
mellitus tipo 2

La composicion de la microbiota intestinal estd determinada en gran medida por factores
ambientales, incluida la dieta. Se cree que los componentes dietéticos influyen en la
composicion de la microbiota intestinal al servir de nutrimentos a un subconjunto de

microorganismos, lo que favorece su expansion o disminucion>* %,

La diversidad en la dieta de los mexicanos reportada por la ENSANUT MC 2016 mostré que
un porcentaje elevado de adultos consumian cierto grupos de alimentos no aconsejables para
consumo diario, en donde un porcentaje de 85.3 ingerian normalmente liquidos azucarados no
lacteos, 38% botanas, dulces y postres y 45.6% cereales dulces*; en comparacion con los
resultados de la ENSANUT 2018 donde se observa que existié un aumento en la ingestion
total diaria de energia y de hidratos de carbono (liquidos azucarados no lacteos 85.8%);
ejemplo de una alimentacidn occidental (alta en hidratos de carbono simples y en grasas, baja
en fibra). Existen tres tipos principales de hidratos de carbono: almidones (hidratos de
carbono complejos), azlcares simples (azlicar de mesa o sacarosa) y fibra®. EI consumo de
cantidades elevadas de sacarosa (28% de la energia) aumenta el consumo de energia, el peso
corporal, la masa grasa y la presion arterial después de 10 semanas en sujetos con
sobrepeso®’. Se sabe que los alimentos que contienen sacarosa pueden elevar la glucosa en
sangre y que estas elevaciones no controladas (hiperglucemia) pueden desencadenar DMT2%,
En la DMT2 no dependiente de insulina; con las comidas con sacarosa (35¢), el incremento

medio de glucosa en plasma es significativamente mayor a los 45 minutos®®.

La glucosa y la fructosa derivadas de la sacarosa durante la digestion gastrica pueden llegar al
colon (sede principal de la microbiota)®®, segiin un estudio realizado in vitro en ratones®® 2,
La importancia de estos hallazgos reside en la forma en que podrian llegar a producir una
disbiosis en la microbiota intestinal, no sirviendo como fuente de energia para cierto tipo de
bacterias patdgenas, sino méas bien alterando directamente algunos genes bacterianos, como
sucede con Bacteroides thetaiotaomicron, en donde la fructosa y la glucosa son capaces de
inactivar la produccion de una proteina, que favorece el correcto desarrollo de la bacteria en la

microbiota intestinal®®.

En un estudio realizado en ratones, los perfiles inflamatorios de TNF-a, IL-6 y leptina
aumentaron a los 3 dias con una dieta alta en sacarosa (DAS)%. A los 7 dias, las
concentraciones de IL-6 se mantuvieron significativamente incrementadas (p = 0.05), las

de TNF-o y MCP-1 se incrementaron a los 14 dias (p < 0.05) y a los 28 dias las
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concentraciones de IL-6 se incrementaron nuevamente (p = 0.005); mientras que las
concentraciones de leptina mostraron una tendencia hacia la elevacion (p = 0.10). En la
composicion de la microbiota del intestino, también se notaron cambios en la abundancia
de Bacteroides y Prevotella spp., a los tres dias de una DAS, que permanecieron
disminuidas a los 14 y 28 dias. Existié una disminucion en Clostridium closter IV que se
mantuvo  durante  todo el afio. Finalmente, la  abundancia  relativa
de Methanobrevibacter spp. disminuyé en DAS de 7 y 28 dias y no se detectaron
diferencias en la abundancia de Bifidobacterium spp., Roseburia spp. Yy Akkermansia

muciniphila.

Hasta este punto, se sabe que el consumo excesivo de sacarosa trae complicaciones
metabolicas e inflamatorias y ademas produce cambios en la microbiota intestinal. Sin
embargo, hasta el momento no se sabe qué relacion existe entre el consumo excesivo de
sacarosa y los cambios en la microbiota intestinal de pacientes con DMT2 y las
complicaciones que puede traer a la enfermedad.
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2. Planteamiento del Problema:

La Organizacion Mundial de la Salud define a la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) como un
padecimiento crénico que se presenta cuando no se produce insulina suficiente en el pancreas
o0 cuando el organismo no emplea de manera adecuada la insulina que produce. La DMT?2 es
una de las mayores crisis de salud, afecta a 415 millones de adultos a nivel mundial. Las
estadisticas revelan que dos de cada cuatro individuos con DMT?2 tienen mayor riesgo de
desarrollar enfermedades o complicaciones cardiovasculares. En México, la prevalencia de
DMT?2 es del 8 al 9% y se estima un incremento de 12.3% para el afio 2025. La Encuesta
Nacional de Salud y Nutricibn ENSANUT 2012) mostré que un 9.2% de los adultos
mexicanos fueron diagnosticados con DMT2, respecto a la ENSANUT 2018 donde se

observo un ligero aumento en la prevalencia.

Diferentes estudios demuestran que la hiperglicemia y la resistencia a la insulina de manera
cronica, en ausencia de sintomas, causa dafio a diversos tejidos, particularmente en la
microcirculacion de retina, rifiones y nervios periféricos, donde las complicaciones de mayor

gravedad pueden ser la ceguera, las amputaciones y la falla renal.

En los Gltimos afios, algunos estudios sugieren que factores ambientales como una dieta alta
en sacarosa, pudieran estar influenciando la composicion y la funcién de la microbiota
intestinal, teniendo como consecuencia un impacto negativo en el sistema inmunoldgico y en

el metabolismo y contribuyendo al aumento en las complicaciones de la DMT2.

Sin embargo, ain no esta clara la correlacion entre el consumo de sacarosa y las
modificaciones en la microbiota del intestino en la DMT2. Por tanto, se hace la pregunta de

investigacion:

Pregunta investigacion: ;Cual es la influencia del consumo de sacarosa sobre la microbiota

intestinal de pacientes con DMT2?
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3. Hipdtesis:

Hipdtesis alterna: El elevado consumo de sacarosa ocasionard modificaciones en la
estructura y diversidad de las comunidades bacterianas de la microbiota intestinal de

pacientes con DMT2, comparada con los pacientes control sin DMT2.

Hipdtesis nula: El elevado consumo de sacarosa no ocasionara modificaciones en la
estructura y diversidad de las comunidades bacterianas de la microbiota intestinal de
pacientes con DMT2, comparada con los pacientes control sin DMT2.
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4. Objetivos:

General: Analizar la influencia del consumo de sacarosa sobre la estructura y diversidad

de la microbiota intestinal de pacientes con DMT?2.

Especificos:

- Determinar peso y estatura para calcular el IMC de pacientes con y sin DMT2.

- Obtener el tipo de dieta de cada paciente por medio de un cuestionario de Frecuencia
de Consumo de Alimentos.

- Calcular el consumo de sacarosa de cada paciente a partir de la dieta.

- Obtener muestras de heces de los pacientes con y sin DMT?2 para realizar la extraccion
de DNA de las comunidades bacterianas.

- ldentificar a partir del DNA las diferencias de diversidad, composicién y estructura
entre la microbiota intestinal de los grupos con y sin DMT2.

- Realizar andlisis bioinforméatico y estadistico para determinar el porcentaje de
abundancia relativa entre los grupos con y sin DMT2.

- Comparar los grupos microbianos que dominan entre los grupos con y sin DMT2.
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5. Justificacion:

En México la prevalencia de DMT2 es del 8 al 9% y se estima un incremento al 12.3% para el
afio 2025.

La OMS reporta que la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) ha mostrado un incremento de 108
millones en 1980 a 422 millones de personas en 2014 y la prevalencia a nivel mundial en
personas (mayores de 18 afios) también aumento del 4.7 por ciento en 1980 al 8.5 por ciento
en 2014, especialmente en los paises que tienen ingresos medios y bajos. La DMT2D es una
enfermedad cronica que puede ocasionar perdida de la vista, insuficiencia renal, infarto al

miocardio, accidentes cerebrovasculares y amputaciones de los miembros inferiores.

Diferentes estudios dicen que puede existir una firma de microbiota intestinal que promueve
la inflamacidn intestinal y posteriormente una inflamacion sistémica de bajo grado, que a su
vez promueve el desarrollo de la DMT2, influenciada por un alto consumo de sacarosa en la

dieta.

Sin embargo, aln se necesitan mas estudios principalmente en poblacion mexicana acerca del
consumo de sacarosa y las modificaciones en la estructura y diversidad bacteriana de la
microbiota intestinal y su impacto a nivel metabdlico y bioquimico, asi como, la prevencion

de complicaciones causadas por la DMT2.
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6. Material y Métodos:

6.1. Disefio de Estudio

Tipo de estudio

Prospectivo
Longitudinal
Transversal

De casos y controles

Universo

Pacientes que asistieron a consulta en el “Hospital General Dr. Nicolas San Juan” de Toluca,
Edo. de México, durante los meses de agosto a septiembre de 2019.

Método de muestreo

Aleatorizada por conveniencia

Tamario de muestra

La muestra estuvo constituida por un total de 100 participantes de ambos sexos (n=50 grupo

control y n=50 grupo estudio) que cumplieran con los criterios de inclusion (ANEXO 1).

6.2. Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion

A) Grupo de Estudio
Criterios de inclusién:

Hombre y Mujeres de 25 a 65 afios de edad
Derechohabientes del Hospital General “Dr. Nicolas San Juan” de ISEM.

Con diagnostico de DM2,
Con normopeso.
Pacientes que hubiesen autorizado participar en el proyecto, mediante firma de

consentimiento informado ANEXO 1.

Criterios de exclusion:

Pacientes con enfermedades concomitantes: Enfermedad renal (nefropatias,
Insuficiencia Renal Cronica), neuropatias, miopatias, retinopatia diabética, artropatia
de Charcot.

Prescripcion médica o consumo de algin medicamento (benzodiacepinas, barbituricos,
opioides) que limitase la elaboracion de alguna valoracion.

Embarazo.

20



Consumo cronico de alcohol, drogas o tabaco.
Enfermedades autoinmunes, bacterianas o virales agudas o cronicas. Algan tipo de
alergia a alimento, medicamento o animal.

Hoja de consentimiento informado sin firma.

Criterios de eliminacion:

No asistir a las valoraciones programadas.

Enfermedad o lesidn durante el periodo de aplicacion del estudio.

B) Grupo Control

Criterios de inclusion:

Pacientes de ambos sexos de 25-65 afios de edad.

Familiares de derechohabientes de la Hospital General “Dr. Nicolas San Juan” de
ISEM.

Sin diagndstico de DM2.

Con normopeso.

Clinicamente sanos.

Pacientes que hubiesen autorizado participar en el proyecto, mediante firma de

consentimiento informado ANEXO 1.

Criterios de exclusion:

Pacientes con enfermedades autoinmunes, bacterianas o virales agudas o cronicas.
Algun tipo de alergia a alimento, medicamento o animal.

Prescripcion médica o consumo de algiin medicamento.

Embarazo.

Consumo de alcohol, drogas o tabaco.

Hoja de consentimiento informado sin firma.

Criterios de eliminacion:

No asistir a las valoraciones programadas.

Enfermedad o lesion durante el periodo de aplicacion del estudio.
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6.3. Procedimientos

Se reclutaron 100 pacientes adultos, de acuerdo con los criterios de inclusién; estos fueron
elegidos al azar cuando acudieron a consulta a la clinica de diabetes del Hospital General
“Dr. Nicolas San Juan” ubicado en Toluca, Edo, de México.

Después todos aquellos que cumplieron con los criterios de inclusion estuvieron invitados a
participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado. Los pacientes fueron
clasificados en dos grupos, grupo control y grupo de estudio, cada uno de 50 individuos. Se
les aplico una Historia Clinica y un cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos
(FCA). Se les tomaron los datos antropométricos de peso y estatura, ademas de los datos
clinicos de glucosa en suero. Se recolectaron las muestras de heces de cada paciente para su

posterior procesamiento, almacenamiento y andlisis bioinformatico.

6.4. Metodologia
Recoleccion de datos antropométricos y clinicos.

Todos aquellos voluntarios que cumplieron con los criterios de inclusion (ANEXO 1)
estuvieron invitados a participar en el estudio. Firmaron el consentimiento informado. Fueron
clasificados en dos grupos: grupo control y grupo de estudio, cada uno de 50 individuos.
Posteriormente, se dio inicio con la recoleccidn de datos personales del paciente mediante una
ficha de identificacion contenida en el formato de Historia Clinica (ANEXO 2) por

interrogatorio directo y preguntas dicotomicas.

En una cita posterior, los pacientes se presentaron en ayuno, aseados, con ropa comoda (pants
y playera; corpifio para mujeres) y trajeron consigo un almuerzo. Se les midieron peso y
estatura para el calculo del indice de Masa Corporal (IMC), ambos instrumentos de medicion
de la marca SECA®. Se realiz6 toma de glucosa en suero en ambos grupos de estudio. Previo
a esta cita, el equipo de investigacion realiz6 una estandarizacion para la toma de las medidas
antropomeétricas, asi como la aplicacion de los instrumentos de evaluacion FCA (ANEXO 3)
e Historia Clinica.

Recoleccién de datos dietéticos.

Se aplicé un cuestionario de FCA mediante interrogatorio directo del investigador (Nutridloga

estandarizada).
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Anadlisis de los datos dietéticos.

Se vaciaron los datos del cuestionario de FCA en Excel. Se realizo la estimacion del consumo
de energia y el conteo de sacarosa que consumia cada participante con base en la
combinacidn del Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes y la Food List Database de la
U. S. Departamento de Agricultura (USDA). Primero se cred una hoja de calculo en Excel
para estimar la cantidad de energia de los macronutrimentos (hidratos de carbono, sacarosa,
lipidos y proteinas) de cada alimento contenido en la FCA, para cada uno de los participantes
del estudio. Cada alimento estuvo categorizado por grupo de alimento y su correspondiente
equivalente. Después, se hizo una conversion de cada equivalente por cada 100 g de alimento
encontrado en la Food List de la USDA, con el fin de calcular el contenido de sacarosa de
cada alimento. Finalmente se realizd una estimacion de las calorias y los gramos de los

macronutrimentos consumidos por dia, de cada uno de los participantes.

Analisis de datos antropométricos y dietéticos.

Se realizd el vaciamiento de los datos de peso, estatura, glucosa y de la dieta en el paquete
estadistico SPSS® version 22, para su analisis. De acuerdo con el analisis de los datos se
formaron diferentes subgrupos de estudio con relacion a su IMC y consumo de sacarosa.
Quedando de la siguiente manera (Tabla 1) para su estudio posterior, relacionado con la

microbiota intestinal.

Tabla 1. Grupos de estudio

Grupo Subgrupo por IMC Subgrupo por consumo de
sacarosa

Control (CO) Control Normopeso (CNW) Control Normopeso Alto
consumo de Sacarosa
(CNWHS)

Control Normopeso Bajo
consumo de Sacarosa
(CNWLS)

Control Sobrepeso (COW) Control Sobrepeso Alto
consumo de Sacarosa
(COWHYS)

Control Sobrepeso Bajo
consumo de Sacarosa

(COWLYS)
Estudio (T2D) Diabetes Mellitus Tipo 2 Diabetes Mellitus Tipo 2
Normopeso (DNW) Normopeso Alto consumo de
Sacarosa (DNWHS)

Diabetes Mellitus Tipo 2
Normopeso Bajo consumo de
Sacarosa (DNWLS)

Diabetes Mellitus Tipo 2 Diabetes Mellitus Tipo 2
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Sobrepeso (DOW) Sobrepeso Bajo consumo de
Sacarosa (DOWLYS)

Recoleccion de heces.

Los 100 participantes proporcionaron una muestra fecal en su cita, previa recoleccion en casa.
La recoleccion fue en un frasco de recoleccion estéril con un tiempo no mayor a 24 horas
antes de su visita al estudio, siguiendo las instrucciones del (ANEXO 4). Luego, las muestras

se procesaron para su almacenamiento dentro de las primeras horas de entrega.
Anélisis de microbiota fecal.

Para su analisis, las muestras de heces de los participantes se procesaron en una campana
microbioldgica estéril en cuatro alicuotas de 0.5 a 1.0 g de heces y se almacenaron en tubos

Eppendorf estériles de 1.5 ml a —70 ° C para su posterior analisis por lotes .
Extraccion de ADN.

Para la extraccion de DNA se utilizaron 150 mg de cada una de las muestras de heces de los
participantes en el estudio, siguiendo las instrucciones proporcionadas en el protocolo del
Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit de la marca ZYMO RESEARCH; con
modificaciones en los tiempos de lisis mecanica (de 10 a 15 min con disruptor) y ciclos de
enfriamiento. De igual manera se tuvieron en cuenta algunas condiciones adicionales de las

muestras antes de comenzar a procesarlas.

Las condiciones con las que se procesaron las muestras se mencionan a continuacion:
- Descongelamiento lento en hielo
- Homogeneizacion o batido de las heces

- Exclusion de materiales diferentes a la materia fecal como restos de comida, entre

otros.

Las condiciones antes mencionadas fueron de suma importancia debido a que las primeras
muestras de extraccion no cumplian con estas caracteristicas y por tanto no se obtuvo el éxito
esperado en la extraccion del DNA de buena calidad. Una vez listas las muestras bajo las
condiciones antes mencionadas, se procedio a realizar la extraccion del DNA con el Quick-
DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep.
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Electroforesis en gel.

Para la electroforesis se elabor6 gel de agarosa al 1% (100 ml de Buffer TAE 1X por 1 g de
agarosa). Para cargar la muestra en dicho gel se utilizaron 3 ul de DNA extraido por 1 ul de
buffer de carga 6X y un marcador de peso molecular de aproximadamente 23 mil pb (Lambda
DNA/HindIll) como referencia. Seguido de lo anterior, se realizé una electroforesis a 110
Volts durante 35 minutos. Una vez terminada la electroforesis, se procedio a tefiir el gel con
solucion de Syber Green durante 90 minutos para su posterior analisis en un foto-
documentador. Las posiciones de las muestras y el marcador se muestran en el (ANEXO 5),
se lograron observar bandas definidas para cada una de las muestras procesadas.

Finalmente, se realizaron pruebas de calidad (concentracion y pureza) a cada muestra de DNA
extraido, mediante un espectrofotémetro de absorcion molecular con la relacion A280/260 >
1.8 para pureza y 20 ng/ml para concentracion (Tabla 2). Obteniendo un total de 40 muestras
de DNA de buena calidad. Con la finalidad de que cada muestra cumpliera con las

condiciones minimas requeridas para la secuenciacién masiva.

Tabla 2. Relacion de la pureza y concentracion del DNA metagenémico de las muestras de

heces.
Grupo Control Normopeso (12) Grupo de Estudio Normopeso (12)
Muestra Pureza Concentracion Muestra Pureza Concentracion
260/280 ng/ul 260/280 ng/ul
M13 1.77 110 DM1 1.85 84
M15 1.77 73 DM?2 1.90 111
M23 1.75 125 DM5 1.84 165
M29 1.92 130 DMS8 1.78 47
M32 1.89 116 DM9 1.92 95
M33 1.89 88 DM16 1.90 20
M34 1.82 54 DM17 1.92 89
M37 1.86 36 DM19 1.72 92
M38 1.90 141 DM27 1.90 47
M43 1.92 112 DM38 1.80 75
M45 1.83 66 DM50 1.84 39
M46 1.91 128 DM51 1.74 24
Grupo Control Sobrepeso (8) Grupo de Estudio Sobrepeso (8)
Muestra Pureza Concentracion Muestra Pureza Concentracion
260/280 ng/ul 260/280 ng/ul
M6 1.79 86 DM6 1.95 21
M16 1.85 58 DM20 1.96 133
M17 1.95 69 DM21 1.93 103
M19 1.78 111 DM22 1.88 147
M25 1.89 92 DM23 1.88 124
M30 1.89 135 DM28 1.75 56
M48 1.88 35 DM42 1.82 116
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M49 | 1.70 | 40 DM43 | 1.92 | 97
TOTAL =20 TOTAL =20
MUESTRAS TOTALES =40

Prueba de Amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR.

En la amplificacion del gen 16S rRNA se utiliz6 PCR Master Mix (Tabla 3) para las 40
muestras con sus respectivas diluciones 1:10 y 1:100, resultando un total de 48 reacciones

para amplificacion.

Tabla 3. Lista de reactivos con las cantidades necesarias para 1 reacciéon de PCR con un

volumen total de 25 ml.

Reactivo 1x

H20 7.5 ml

PCR Master 12.5 ml
Mix

Primer 27F 2ml

Primer 2ml
149R
DNA 1ml

Luego de la amplificacion de las muestras se realizaron varios geles de agarosa al 1% que
incluian las 48 reacciones y un marcador de peso molecular de aproximadamente 3000 pb
(1Kb), se realizo electroforesis a cada gel, con las condiciones anteriormente descritas.
Después, se procedid a tefir y revelar cada gel en el foto-documentador para ver si la regién
16S habia sido susceptible de ser amplificada (1500 pb). Finalmente, de acuerdo con los
resultados de las reacciones que amplificaron para el gen 16S rRNA (ANEXO 6), se
encontraban listas 40 muestras para la secuenciacién masiva de las regiones V4-V5 de dicho

amplicon.
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Secuenciacion masiva.
Secuenciacion llumina por amplicones de la region V4-V5 del gen 16s rRNA.

Las 40 muestras resultantes con DNA metagenémico fueron enviadas al servicio de
secuenciacion del Centro de Gendmica Comparativa y Bioinforméatica Evolutiva (CGBE) de
la Universidad de Dalhousie, Canada. El tipo de secuenciacion masiva que fue solicitada fue
Ilumina MiSeq (300 + 300 pb PE)®.

Andlisis bioinformatico de las secuencias.

Los datos del 16S rRNA se procesaron con el software MOTHUR v. 1.39.5, siguiendo el
pipeline recomendado por el desarrollador del MiSeq SOP. Una vez realizada la calidad de
las secuencias, se eliminaron todas las secuencias con ambigiliedades y se establecié una
longitud maxima de 8 homopolimeros. De igual manera se realizd una remocion de las
secuencias quiméricas y de los linajes de eucariotas, mitocondrias, cloroplastos, unknown y
unclassified. Posteriormente se examind la diversidad de las secuencias por unidades
taxondmicas operacionales (OTU) considerando lecturas de calidad con una disimilitud del
3% y curvas de rarefaccion calculadas en una similitud del 97% con el flujo de diversidad alfa
de Mothur. El nimero de OTUs observadas y los indices de riqueza de Chaol, diversidad de
Simpson inversa, diversidad de Shannon y uniformidad de Pielou. Finalmente, se determiné
la composicion de las comunidades bacterianas mediante la diversidad beta. La abundancia se
expres6 como un porcentaje con respecto al nimero total de secuencias en cada muestra
(abundancia relativa)®®. El archivo generado por Mothur fue analizado posteriormente
mediante el software de Analisis Estadistico de Prueba de Perfiles Metagendmicos (STAMP,
por sus siglas en inglés) y los resultados arrojados, fueron representados mediante graficos.

Andlisis estadistico.

El andlisis de componentes principales (ACP o PCA) se realizé con STAMP, se aplicé a los
datos para reducir una gran cantidad de informacién a un pequefio numero de dimensiones
ortogonales de tal manera que representen tanta variacion del conjunto de datos como sea
posible. Este analisis transforma una serie de variables posiblemente correlacionadas (por
ejemplo, taxones de bacterias) en un numero de variables no correlacionadas nombradas
componentes principales. La ecuacion resultante con las cargas (coeficientes) de las variables
en cada componente permitié calcular una puntuacion por muestra de heces. En términos
gréficos, una variable se denota por un vector, mientras que una puntuacion de las heces se

representa por un punto o figura. Finalmente, se compararon los datos de cada una de las

27



muestras en cada variable mediante ANOVA de una via, utilizando el método de Tukey-
Kramer, con una p < 0.05; para crear intervalos de confianza del 95% de las diferencias entre las
medias de cuatro niveles taxondmicos: Phyla, Clase, Orden y Género, de cada una de las muestras de
heces por grupos (CO-T2D) y subgrupos (CNW, COW, DNW, DOW, CNWLS, CNWHS, COWLS,
COWHS, DNWLS, DNWHS y DOWLS).

6.5. Variables de Estudio
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Independientes

Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de | Escala de medicion Analisis

variable Estadisticos

Edad Tiempo que ha vivido una persona u otro ser | Se obtendra a partir de la fecha de nacimiento | Cuantitativa Edad en afios Medidas de

. o . - . tendencia central
vivo contando desde su nacimiento del paciente en afios. discreta - .
y dispersién

Sexo Condicion de tipo organica que diferencia | Se obtendra referido del paciente Nominal 0. Mujer Frecuencias
al hombre de la mujer. Dicotdmica 1. Hombre Porcentajes

indice de Masa Corporal Relacion entre el peso y la altura para | Determinar peso promedio en el grupo de | Cualitativa 0. Normopeso con | Frecuencias

. . Ordinal . Porcentajes
categorizar el peso de las personas en | estudio. tendencia al
desnutricion,  bajo  peso,  normopeso, sobrepeso (IMC 18.5
sobrepeso u obesidad. a24.9).
1. Sobrepeso con
tendencia a obesidad
(IMC 25.0a29.9)

DMT2 Trastorno metabolico caracterizado por | Determinar tiempo de la enfermedad en el | Cualitativa 0. Reciente (1-5 afios). Frecuencias
hiperglucemia en el contexto de resistencia a | grupo de estudio Nominal 1. No reciente (6-10 | Porcentajes
la insulina. afos).

Casos Grupo de estudio con la enfermedad (1:1). Pacientes de 25 a 65 afios de edad con | Cualitativa 0. Con diagnéstico Frecuencias

diagnéstico de DM2. Nominal remente_ (1-5’ ar_ms). Porcentajes
1. Con diagndstico no
reciente (6-10 afios).
Controles Grupo de estudio sin la enfermedad (1:1). Pacientes de 25 a 65 afios de edad sin | Cualitativa 0. De familia nuclear Frecuencias
diagnéstico de DM2. Nominal (herman,o (a), mama Porcentajes
(a), papa (a), hijo (a).
1. De familia extensa
(abuelo (a), tio (a),
primo (a), sobrino (a).
Sacarosa Disacarido formado por glucosa y fructuosa Determinar la frecuencia de consumo de | Categorica 0. Bajo (menosde35g) | Frecuencias
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sacarosa en la dieta habitual para ser | dicotomica 1. Alto (mas de 35 g) Porcentajes
categorizada.
Dependientes

Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de | Escala de medicion Analisis

variable Estadisticos

Microbiota Conjunto de microorganismos que se | Secuenciacion masiva para la obtencion de la | Cualitativa 0. Bacteroidetes Frecuencias
encuentran generalmente asociados a tejidos | diversidad bacteriana Nominal 1. Firmicutes Porcentajes

g ) ' 2. Actinobacteria
sanos (piel, mucosas, etc.) del cuerpo 3. Proteobacteria
humano. Los microorganismos residen en 4. Otros
estos lugares de forma ma&s o menos
permanente y algunas veces realizan
funciones especificas.

Glucosa Monosacérido regulado por la insulina del | Determinar  concentraciones (mg/dL) de | Categorica 0. Glucosa sanguinea Frecuencias
. - P alta (més de 125 Porcentajes
pancreas. glucosa en sangre para ser categorizadas. policotémica mg/dL)

1. Nivel saludable de
glucosa sanguinea (de
70 a 100 mg/dL)

2. Glucosa sanguinea

moderadamente alta
(de 100 a menos de
125 mg/dL)
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6.5 Implicaciones Bioéticas
La presente investigacion se apegd totalmente al reglamento de la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud en México y Estado de México.
Se llevaron a cabo los lineamientos establecidos en las disposiciones de la declaracion de
Helsinki.
Este proyecto formo parte del protocolo “CONSUMO DE SACAROSA Y LA PRESENCIA
DE UNA RESPUESTA DE TIPO ALERGICA INFLAMATORIA CRONICA EN
PACIENTES CON DM2 Y OBESIDAD” que fue sometido a valoracion para su aprobacion
por el comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la UAEMEX y se registro
como APROBADO (ANEXO 7 copia).
Se brindé informacion detallada y oportuna sobre el proyecto de investigacion a las autoridades
competentes del hospital, asi como a los participantes en el proyecto de investigacion.
La participacion fue voluntaria y por ninguna razon los procedimientos tuvieron costos ni se
brindé apoyo econdémico ni de ningdn tipo.
El proyecto de investigacion se llevd a cabo durante el ciclo escolar 2019-B en las instalaciones
del hospital.
El procesamiento de las muestras se realiz6 en el laboratorio de nutricion de la Facultad de
Medicina de la UAEMEéx y en el laboratorio del departamento de Biotecnologia Ambiental de
la Universidad Autonoma Metropolitana-Lerma.
Se realizd y se brindd a cada participante una carta de consentimiento informado que estuvo
debidamente firmada por el mismo y un testigo, para su participacion voluntaria en el proyecto.
Todos los datos obtenidos, asi como resultados de los participantes fueron confidenciales en
todo momento.
La informacion que se dio a conocer a los participantes fue de manera verbal y por escrito, de
forma especifica y particular dentro de las instalaciones del hospital en dia y fecha acordados.
Ninguna evaluacion implic6 gastos para los participantes.
La toma de mediciones antropométricas (peso, estatura y signos vitales) fue realizada por
especialistas estandarizados.

Este estudio se considerd una investigacion con riesgo menor al minimo.
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6.6 Recoleccion de Datos
Se obtuvieron muestras de heces, Historia Clinica y cuestionarios de FCA de los 100

participantes del proyecto, para su procesamiento.

Para el estudio de la microbiota intestinal se utilizo la muestra fecal que llevaron los

participantes en su cita para el estudio.

El estudio de la dieta se realizd por medio de un cuestionario de FCA.

Se elabor6 una base de datos en SPSS, para llevar un registro de los participantes; en la cual se
incluyé nombre y folio del paciente, nimero de contacto, asi como los formatos y muestras de

heces entregados.

6.7 Analisis Estadisticos
Se utilizd estadistica descriptiva que incluyd medias, medianas, desviaciones estandar,

frecuencias y porcentajes para describir los datos antropométricos, clinicos y dietéticos.
Posteriormente se compararon las diferencias intra e intergrupos por medio de analisis de
varianza (ANOVA) para identificar modificaciones en las variables de estudio y asi poder

contrastar las hipotesis. Se tom6 una p < 0.05 de dos colas para indicar significancia estadistica.

Los cambios en la abundancia relativa taxondmica y los datos de diversidad sobre la microbiota

intestinal se analizaron estadisticamente mediante el software STAMP, anteriormente descrito.
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8. Anexos:

Anexo 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

S ADOS UNIDOS Mr-:_\',CAN
5, = O

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO.
FACULTAD DE MEDICINA.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dirigido a: Derechohabientes del Hospital General “Dr. Nicolas San Juan” con diagnéstico de
DM2.

Titulo de proyecto: “Consumo de sacarosa y la presencia de una respuesta de tipo alérgica inflamatoria
cronica en pacientes con diabetes mellitus 2.
Nombre del investigador principal: Dra. Beatriz Elina Martinez Carrillo.
No. de oficio por el comité de ética de la facultad: Octubre 18 de 2018/ 015/2018.
No. de oficio de probacion por el comité de ética del hospital: 205C0101110100T/0561/E1/128/2019

ESTIMADO PARTICIPANTE:

Usted ha sido invitado a participar en el presente proyecto de investigacion, el cual es desarrollado por
el cuerpo académico de nutricion y salud de la facultad de medicina en colaboracién con la
Universidad Auténoma del Estado de México. El estudio se realizard en dias habiles (dias entre
semana) en fecha y hora acordada, dentro de las instalaciones de este hospital.

Si usted decide participar en este estudio, es importante que considere la siguiente informacion.
Siéntase libre de preguntar cualquier asunto que no le quede claro.

El objetivo del presente estudio es conocer sus niveles de glucosa (azicar) antes y después de
consumir alimentos, los tipos de alimentos que consume y conocer tanto en muestra de heces
fecales como en niveles de sangre cifras de triglicéridos, colesterol, y glucosa, asi como diversos
factores que pueden ocasionar inflamacion y otros, con esto ademas se evalta el nivel de apego
(cumplimiento) al tratamiento, sumado al nivel de espiritualidad (concepto diferente e
independiente de la religion que profesé). Le pedimos participar en este estudio, ya que usted forma
parte de los derechohabientes de este hospital.

PROCEDIMIENTO:

Se llevara a cabo el estudio en las instalaciones de este hospital, para lo cual se le indicara un horario y
dia especifico en una hoja de resumen que se le entregara después de aceptar participar. Su
participacion constard de acudir en UNA OCASION para las pruebas y una mas para la entrega de
resultados.

CITA 1.

> Debera presentarse en ayuno, y deberd traer consigo un lunch. Asi mismo debera traer el
vaso recolector con la muestra fecal para entregar al investigador (recuerde que debe
entregarla dentro de las primeras 24 horas de su recoleccion). Se le agradece presentarse
aseado y con ropa cémoda: pants y playera en caso de hombres y para mujeres pants, playera
y un corpifio.

, Se iniciara pidiéndole que descubra su brazo derecho, se le tomara una muestra de sangre en
ayuno mediante dextrdstix y con una jeringa:
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-Se le colocard una liga arriba de su codo para generar presidn sanguinea y se le pedira que
abra y cierre su pufio. Se soltara la liga. Se ocupard una jeringa y tubo para almacenar
muestras de sangre en ayuno.
-En su dedo indice derecho se le dard un piquetito para obtener una gota de sangre y conocer
su nivel de glucosa en ayuno (dextréstix).

Tiempo estimado de ambas tomas de sangre: 5 minutos.

3 La playera y el corpifio permitiran la toma de circunferencia de cintura con una cinta métrica y
simultdneamente se determinard peso y talla. Se le tomara también su presién arterial.
Tiempo estimado: 5 minutos.

> En seguida de las tomas de sangre en ayuno, de medirlo, pesarlo y tomarle su presién arterial,
se le dard un momento para desayunar. Tiempo estimado: 20 minutos.

> Posterior al desayuno, un especialista se acercara a usted y le realizard una serie de preguntas
relacionadas con su salud donde usted debera contestar Unicamente si o no. Tiempo
estimado: 10 minutos, asi mismo, una nutridloga le preguntara acerca de los alimentos que ha
consumido con mas frecuencia en el dltimo mes. Tiempo estimado: 10 minutos.

En seguida habra dos platicas:

3 Platica sobre espiritualidad y apego al tratamiento. Tiempo estimado: 15 minutos.

d" Al término de la primera platica, se aplicara un cuestionario para conocer su nivel de apego al
tratamiento y su nivel de espiritualidad. Tiempo estimado: 15 minutos.

> Platica sobre diabetes mellitus tipo 2 y explicacion de las llamadas dos dias entre semana y
uno en fin de semana para recabar informacion acerca de los alimentos consumidos en 24hrs
durante un mes (Diario de alimentacion). Tiempo estimado: 35 minutos.

> Por ultimo, se dara otro piquetito en el dedo indice izquierdo, con la finalidad de conocer su
nivel de glucosa posterior al consumo de alimentos. Tiempo estimado: 3 minutos.

BENEFICIOS:

En esta carta de consentimiento informado, se solicita su nimero telefénico. En dias préximos se le
dard una cita dentro de este hospital, en fecha y hora a acordar, para darle a conocer los resultados
de sus medidas antropométricas, glucosa, hemoglobina glucosilada y perfil de lipidos (trigliceridos y
colesterol).

CONFIDENCIALIDAD: Toda la informaciéon que usted proporcione para el estudio serd de caracter
estrictamente confidencial, sera utilizada Unicamente por el equipo de investigacion del proyecto y no
esta disponible para ningln otro propdsito. Usted quedara identificado (a) con un nimero de folio y no
con su nombre. Los resultados de este estudio seran publicados con fines absolutamente cientificos y
se presentaran de tal manera que no podra ser identificado (a).

PARTICIPACION VOLUNTARIA/RETIRO: su participaciéon en este estudio es totalmente voluntaria.
Usted estd en plena libertad de negarse a participar o de retirarse en cualquier momento. La decisién
de participar o no, no implicara ningtn tipo de consecuencia o le afectara de ninguna manera como
derechohabiente del servicio de salud de este hospital.
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RIESGOS POTENCIALES/ COMPENSACION: No existe un riesgo potencial que implique su participacién
en este estudio. Si alguna de las preguntas le hicieran sentir incémodo(a) tiene el derecho de no
responderla. Habra un médico presente durante el proceso de los cuestionarios y toma de muestras
sanguineas. Usted no recibira ningiin pago econdmico o material por participar en el estudio y
tampoco implicara algun costo extra para usted.

AVISO DE PRIVACIDAD SIMPLIFICADO: Los investigadores principales de este estudio, Dra. Beatriz
Elina Martinez Carrillo, Dr. en H. Arturo Garcia Rillo, M.C.S. Flor de Maria Cruz Estrada, Lic. N. Amapola
de Sales Millan, son responsables del resguardo de los datos personales que se proporcionen, asi como
los resultados, los cuales seran protegidos conforme a lo dispuesto por la Ley General de Proteccion
de Datos Personales. Los datos obtenidos en esta investigacion seran utilizados exclusivamente para
las finalidades expuestas en este documento. Usted puede solicitar la correcciéon de sus datos o que
sus datos se eliminen de las bases. En cualquiera de estos casos, le pedimos dirigirse a alguno de los
investigadores responsables del proyecto a la siguiente direccién de correo:

martinez elina9@hotmail.com

dr_rillo@hotmail.com

flordemariacruzest@gmail.com

dsmn.amapola@gmail.com

El aviso de privacidad Integral estara publicado de manera visible y permanente en el sitio donde se
llevaran a cabo las mediciones, tomas de muestra sanguinea y aplicacidon de cuestionarios dentro del
Hospital General “Dr. Nicolds San Juan” del ISEM.

Numeros para contactar: si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacién con respecto al
proyecto, por favor comuniquese con alguno de los investigadores responsables del proyecto de lunes
a viernes en un horario de 9am a 10am:

Dra. Beatriz Elina Martinez Carrillo: 044 7222 67 2188
M.C.S. Flor de Maria Cruz Estrada: 044 7227 08 49 18
Lic. N. Amapola de Sales Millan: 044 7223 94 68 13

Si usted acepta participar en el estudio, le pedimos sea tan amable de firmar a continuacién:

Declaracién de la persona que da el consentimiento
Se me ha leido esta Carta de consentimiento.

Me han explicado el estudio de investigacion incluyendo el objetivo, los posibles riesgos y beneficios,
y otros aspectos sobre mi participaciéon en el estudio.

He podido hacer preguntas relacionadas a mi participacion en el estudio, y me han respondido
satisfactoriamente mis dudas.

Si usted entiende la informacidn que se la ha dado en este formato y esta de acuerdo, entonces se le
solicita indique su consentimiento para participar en este estudio.

Registre su nombre y firma a continuacion:

PARTICIPANTE:
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Nombre:

Firma:

Fecha/hora:

Teléfono de contacto:

TESTIGO

Nombre:

Firma:

Relacidn con el (la) participante:

Fecha/hora:
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Anexo 2. FORMATO DE HISTORIA CLINICA

FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

HISTORIA CLINICA

UNIDAD MEDICA: EXPEDIENTE:
HOSPITAL GENERAL “DR. NICOLAS SAN JUAN” DEL ISEM.
FECHA DE HORA DE ELABORACION: TIPO DE INTERROGATORIO:
ELABORACION: DIRECTO: _____ MIXTO:_____
I.FICHA DE IDENTIFICACION
NOMBRE DEL PACIENTE (APELLIDO PATERNO, APELLIDO MATERNO Y NOMBRE (S)) FECHA DE NACIMIENTO: EDAD:

SEXO:F /M|

OCUPACION:

| ESCOLARIDAD:

I TEL. DE CONTACTO:

DOMICILIO:

FACTORES DE RIESGO (medicamentos orexigénico: algunos antidepresivos, antihistaminicos, algunas hormonas esteroideas; en caso de sanos, Dx previo de
prediabetes; acantosis nigricans)

II. SIGNOS VITALES, ANTROPOMETRIA Y TOMA DE GLUCOSA

T/A TEMPERATURA: °C FREC. C: X
PESO: TALLA: IMC: ICADERA: ICINTURA: Icc:
GLUCOSA PREPRANDIAL: GLUCOSA POSTPRANDIAL:
11l. ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
PADRE ENFERMEDADES: ALERGIAS ESCOLARIDAD/ PADRE
VIVO OBESIDAD ALIMENTOS OCUPACION ACTUAL FINADO
EDAD HTA MEDICAMENTOS CAUSA:
DIABETES ANIMALES
OTRAS: OTROS
MADRE ENFERMEDADES: ALERGIAS ESCOLARIDAD/ MADRE
VIVA OBESIDAD ALIMENTOS OCUPACION ACTUAL FINADA
EDAD HTA MEDICAMENTOS CAUSA:
DIABETES ANIMALES
OTRAS: OTROS

OTROS FAMILIARES CON ENFERMEDADES ALERGICAS, OBESIDAD, DMII, ENFERMEDADES AUTOINMUNES, HIPERTRIGLICERIDEMIA (HERMANOS, TIOS,

ABUELOS TANTO MATERNOS COMO PATERNOS)

IV. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

HABITA CASA DE MATERIALES PERDURABLES CUENTA CON TODOS LOS SERVICIOS BASICOS INTRADOMICILIARIOS SI_
PROPIA SI__NO__ NO__
SI__NO__
MASCOTAS HACINAMIENTO HABITOS HIGIENICOS HABITOS DIETETICOS
SI__NO SI__NO__ SI__NO__ SI__NO__

V. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

INFECCIONES RESPIRATORIAS POR
ANO
DE1A2__ VECES DE3A4VECES

ENFERMEDADES EXANTEMATICAS (VARICELA, SARAMPION
O RUBEOLA)

SI__NO__

INTERNAMIENTOS EN EL TRANSCURSO DE SU
VIDA DEOA2___30MAS_

MOTIVO DEL INTERNAMIENTO
ENFERMEDAD, DESCOMPENSACION, ACCIDENTE___ EMBARAZO___

HEMOTRANSFUSIONALES
S.___NO___

OTROS:

VI. PADECIMIENTO ACTUAL

TIEMPO DE EVOLUCION DE DMII
DE1A5ANOS___ DE6A10ANOS__

TIEMPO DE EVOLUCION DE HTA
DE1AS5ANOS___ DE6A10ANOS__

TIEMPO DE EVOLUCION DE LA OBESIDAD
DE1A5ANOS__ DE6A10ANOS_

TIPO DE TRATAMIENTO QUE RECIBE

SOLO INSULINA

S.___NO___ NO__

INSULINA + HIPERTENSIVO SI____

INSULINA+HIPERTENSIVO+
TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL
SI__NO___

OTROSS|___ NO___
MOTIVO:
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VII. INTERROGATORIO POR APARATOS Y SISTEMAS

CARDIOVASCULAR

CANSANCIO AL REALIZAR ACTIVIDADES CANSANCIO SIN RAZON APARENTE FATIGA AL CIANOSIS
COTIDIANAS SI___NO___ COMER S___NO___
S___NO___ SI__NO__

DIAGNOSTICO DE SOPLOS O TRASTORNOS
CARDIACOS

SI___NO

TIPO DE PATOLOGIA CARDIACA:

TIEMPO DE EVOLUCION:

RESPIRATORIO

HA PRESENTADO RESPIRA

CIONES RAPIDAS

HA PRESENTADO RESPIRACIONES LENTAS SONIDOS AL RESPIRAR

SI.___NO___ S.___NO___ S.___NO___
APNEA DEL CONSTIPACION SINUSITIS RINITIS INFECCIONES ESCURRIMIENTO COSQUILLEO O COMEZON
SUENO SIN RAZON SI__NO___ SI__NO___ DE GARGANTA NASAL FRECUENTE EN GARGANTA O
S.___NO___ APARENTE FRECUENTES S.___NO___ NARIZ
S.___NO___ SI.___NO___ S.___NO___
GASTROINTESTINAL
DIARREA EN LOS ULTIMOS 3 DIARREA CON MOCO ESTRENIMIENTO EVACUACIONES EN VOMITOS FRECUENTES
MESES O SANGRE FRECUENTE 24 HORAS SI___NO___
SI___NO___ SI___NO___ SI___NO___ DE1 A2 MASDE2___
INFLAMACION INTESTINAL COLITIS FRECUENTE GASTRITIS REFLUJO
FRECUENTE S.___NO____ SI___NO___ Sl
S.___NO___ NO__
GENITOURINARIO
COLOR DE LA ORINA MICCIONES EN 24 HORAS SANGRE EN ORINA TENESMO VESICAL VU
TRANSPARENTE___ 2-4VECES___ SI___NO___ SI___NO___ SI___NO___
AMARILLO/OTRO___ 5-10 VECES___ CUANTAS EN 6
MESES___
ARDOR O COMEZON ANTES O DESPUES DE ORINAR
SI___NO___
HEMATICO Y LINFATICO
PALIDEZ DE TEGUMENTOS DIAFORESIS PETEQUIAS VARICES ULCERAS VARICOSAS ULCERAS POR PRESION
SI___NO___ S.___NO___ SI___NO___ SI___NO___ SI___NO___ SI___NO___
EQUIMOSIS HEMATOMAS SANGRADOS FRECUENTES ADENOMEGALIAS LINFEDEMA OTROS:
SI__NO___ SI__NO___ SI___NO___ SI__NO___ SI__NO___
ENDOCRINO
ALTERACIONES EN EL PESO POLIDIPSIA POLIURIA POLIFAGIA LETARGIA INTOLERANCIA AL OTROS
SI___NO___ SI___NO___ Sl SI___NO___ SI___NO___ FRIO O CALOR
NO__ SI___NO___
SISTEMA NERVIOSO
SOMNOLENCIA PERDIDA DE FUERZA CEFALEAS PARESIAS/ NEUROPATIAS
SI___NO___ SIN RAZON APARENTE SI___NO___ PARESTESIAS S.___NO___
SI___NO___ SI___NO___
DOLOR IRRADIADO A DOLOR IRRADIADO A MIGRANAS OTROS:

BRAZOS
S___NO

MIEMBROS PELVICOS
SI___NO

SI___NO___

MUSCULO-ESQUELETICO

FALTA DE MOVIMIENTO

MOVIMIENTOS INVOLUNTARIOS

CONTRACTURA O ESPASMO MUSCULAR ATROFIA MUSCULAR

S _NO__ S _NO__ S NO__ SI___NO___
REFIERE DOLOR EN ALGUNA PARTE DEL CUERPO ZONA LIMITACION DEL MOVIMIENTO
SI___NO___ MUSCULAR___ SI___ ARTICULAR___ MUSCULAR___
ARTICULAR___ NO___

PIEL, MUCOSAS Y ANEXOS

CON ALTERACIONES:

SIN ALTERACIONES:

FUMA: SINO CANTIDAD: DIA SEM

MARCA

HIGIENE BUCAL: SINO VECES AL DIA: MARCA:
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Anexo 3. FORMATO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

FACULTAD DE MEDICINA.

DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA SALUD.

FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS.

LUGAR: HOSPITAL GENERAL “DR. NICOLAS SAN JUAN” DEL ISEM.

FECHA No. DE REGISTRO
EDAD TIEMPO DE EVOLUCION DE DMII OTRAS ENFERMEDADES

Instrucciones: Para cada alimento, marcar con una cruz el cuadro que indica la frecuencia de consumo durante el MES
pasado. En caso de que haya varias respuestas, subrayar la de consumo mds frecuente.

NOMBRE

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO.

Productos lacteos

CONSUMO MEDIO DURANTE EL MES PASADO

NUNCA

MES

A LA SEMANA

AL DiA

1-3

2-4

5-6

2-3 4-6

6+

Un vaso de leche entera

Un vaso de leche descremada o light

Un vaso de leche semidescremada

Una cucharada de queso crema

Una rebanada de queso Oaxaca

Una rebanada de queso fresco

Un helado de leche con barquillo

Un helado de leche sin barquillo

Una taza de yogurt

Productos lacteos fermentados (yakult, soful, etc.)

Margarina que agregue al pan (una untada)

Mantequilla que agregue al pan (una untada)

Otro especifique

Huevo, Carnes y Embutidos

CONSUMO MEDIO DURANTE EL M

ES PASADO

NUNCA O CAsI
NUNCA

MES

A LA SEMANA

AL DiA

1-3

2-4

5-6

2-3 4-6

6+

Un huevo

Una pieza de pollo
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Una rebanada de tocino

Una salchicha

Una rebanada de jamén

Una rebanada de jamén de pavo

Un bistec de higado o higado de pollo

Una porcion de chorizo o longaniza

Un platillo con carne de puerco

Un platillo de cecina de res o de puerco

Un platillo con atun (en lata)

Un platillo con sardina (en lata)

Una porcion de pescado fresco (huachinango,
rébalo, mojarra, salmén, etc.)

Una porcién de pulpos/calamar/camarén

Un pedazo de chicharrén

Un plato de barbacoa

Una porcion de pescado seco (bacalao, charales,

etc.)
CONSUMO MEDIO DURANTE EL MES PASADO
NUNCA O CASI MES A LA SEMANA AL DiA
NUNCA
Frutas 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-6 6+
Un platano

Media taza de ciruelas

Un durazno

Una manzana

Un vaso de jugo de naranja

Media taza de uvas

Media taza de fresas

Una rebanada de melén

Una rebanada de sandia

Un mango

Una mandarina

Una pera

Una rebanada mamey

Una tuna

Un zapote

Una rebanada de papaya

Una rebanada de piiia
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Una guayaba

Media taza de pasitas

Media taza de cacahuates

Un cuarto de taza de nueces

Un cuarto de taza de almendras

Un vaso de jugo de frutas frescas

Verduras

CONSUMO MEDIO DURANTE EL MES PASADO

NUNCA O CAsI
NUNCA

MES A LA SEMANA

AL DiA

1-3 1 2-4 5-6 1

2-3
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6+

Media taza de coliflor

Media taza de espinacas

Media taza de calabacitas o chayote

Una hoja de lechuga

Un jitomate en salsa o guisado

Un jitomate crudo o en ensalada

Un nopal

Medio aguacate

Media taza de flor de calabaza

Un betabel

Una rebanada de cebolla cruda o cocida

Media taza de ejotes

Media taza de chicharos

Un plato de sopa de verduras

Una cucharada de salsa picante

Una cucharada de chiles de lata

Un platillo con chile seco

¢En su casa ponen el salero en la mesa durante las comidas? Si

¢Agrega sal a sus alimentos antes de probarlos? Si

No

No

Cereales, Leguminosas y Harinas

CONSUMO MEDIO DURANTE EL MES PASADO

NUNCA O CAsI
NUNCA

MES A LA SEMANA

AL DiA

1-3 1 2-4 5-6 1

2-3
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6+

Una rebanada de pastel

Una pieza de pan dulce

Una galleta dulce

Una tablilla de chocolate

Una cucharada de mermelada, miel o ate
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Una tortilla de maiz

Una tortilla de harina

Cereales, Leguminosas y Harinas

(Continuacién)

CONSUMO MEDIO DURANTE EL M

ES PASADO

NUNCA O CAsI
NUNCA

MES

A LA SEMANA

2-4

5-6

6+

Un bolillo

Una rebanada de pan blanco de caja (ej. Bimbo
blanco)

Una rebanada de pan integral de caja (ej. Bimbo
blanco, etc)

Una galleta salada

Un palto de arroz

Un plato de avena

Un plato de sopa de pasta

Una bolsita de churritos, papas, frituras, etc.

Un taco al pastor

Una memela, quesadilla o sope

Un plato de pozole

Un plato de habas verdes

Un plato de lentejas

Un plato de frijoles

Una cucharada de safNlvado de trigo

Un elote

Una papa

Una taza de cereal

En primer lugar, en segundo lugar

Bebidas

CONSUMO MEDIO DURANTE EL M

ES PASADO

NUNCA O CAsI
NUNCA

MES

A LA SEMANA

AL DiA

1-3

2-4

5-6

2-3
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6+

Un refresco embotellado de cola

Un refresco embotellado de sabor

Un refresco embotellado dietético

Un vaso de agua de sabor (fruta natural)

Un vaso de agua de sabor (en polvo preparada)

Un vaso de agua de sabor (dietética)

Un vaso de jugo industrializado

Una taza o botella de té
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Otra: (especifique)

Una taza de café con leche

Una taza de café sin leche

Una taza de atole con leche

Una taza de atole sin leche

Una taza de chocolate con leche

Una taza de chocolate sin leche

Otra: (Especifique)

Una copa de vino

Una cerveza

Una copa de brandy

Una copa de whisky

Una copa de tequila

Una copa de ron

Una copa de aguardiente

Un vaso de pulque

Otra: (Especifique)

ALIMENTOS INDUSTRIALIZADOS

A) Frutas enlatadas

CONSUMO MEDIO DURANTE EL MES PASADO
NUNCA O CAsI MES A LA SEMANA AL DIA
NUNCA
1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-6 6+

Duraznos en almibar

B) Verduras enlatadas

Champifiones

Chicharos

Granos de elote

Puré de tomate

Verduras mixtas

Zanahorias

C) Leguminosas enlatadas

Frijoles enteros

Frijoles refritos

D) Cerealesy tubérculos

Cereal de caja

Maiz palomero al horno de microondas

Pan de caja
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Sopa instantanea

E) Aceitesy Grasas

Aderezo

F)  Lacteos

Leche saborizada

Queso crema

G) Alimentos libres de energia

Caldo de pollo

Consomé de pollo

Cubo consomé

Salsa de soya

H) Comida rapida

Barras integrales

Hamburguesa

Nugget de pollo

Palomitas de maiz de microondas

Papas a la francesa

Pizza

Sandwich empaquetado

¢Consume alguin multivitaminico? Si No

Tipo

¢Consume algun suplemento o complemento Si

¢Qué cantidad de agua consume en el dia?

No

Tipo

Frecuencia

Frecuencia:

ml
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Anexo 4. FORMATO PARA RECOLECCION DE HECES

UAEM |

Instrucciones para el paciente:
1.

Lavese las manos con aguay jabdén antes y después de la
recoleccion de la muestra de heces (popo)

Recolecte la muestra en una superficie como bolsa de
plastico o en papel periédico, cuidando no orinar en la
muestra para evitar contaminacién.

Coloque una porcién equivalente a 1 o 2 cucharas soperas
de la muestrarecolectada en el frasco estéril y tape bien el
frasco.

Coloque el frasco con la muestra en una bolsa de plastico,
ciérrelay métala en otra bolsa de plastico para aislarla
higiénicamente.

Coloque el frasco de la muestra dentro del refrigerador
hasta que la entregue.

Entregue la bolsa con el frasco de la muestra dentro de las
primeras 24 horas de su recoleccioén.

Para cualquier pregunta o cita para recoleccién de heces, llame al
nimero celular: 7223946813

iGRACIAS POR SU TIEMPO Y COLABORACION!
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Anexo 5. IMAGENES DE GELES DE EXTRACCION DE DNA

Electroforesis extraccion DNA — Pacientes Control “Sanos” (Normopeso)
Marc
Lambda

M32 M33 M34 M37 M38 M43 M45 M46

§ st
TAE 1X

Gel de aarosa al1%en

Electroforesis extraccion DNA — Pacientes Control “Sanos” (Sobrepeso)

Marc
Lama

pev S

M48 M49

Gel de agarosa al 1% en TAE 1X
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Electroforesis extraccion DNA — Pacientes Estudio “DMT2” (Normopeso)

Marc
Lambda

DM50 DM51  DM1 DM2 DM5 DM8 DMS DM16 DM17 DMig

Gel de agarosa al 1% en TAE 1X

Electroforesis extraccion DNA — Pacientes Estudio “DMT2” (Sobrepeso)

Marc
Lambda
. MW
. bp
DM6 DM20 DM21 DM22 DM23 pM28 L LY R Y LE
23 mil

Gel de agarosa al 1% en TAE 1X
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Anexo 6. IMAGENES DE GELES DE ELECTROFORESIS DE PCR DEL GEN 16S

Amplificacion PCR 16S- Pacientes Control “SANOS”

Marc Marc MW
1Kb 1Kb bp

M1i5 m23 m29

1500

Gel de agarosaalli%en TAE 1X

Amplificacion PCR 16S- Pacientes Control “SANOS”

Marc
1Kb
MW
bp -
M6& M16 M17 M25 M30 M4as M4S M9
1500

Gel de agarosaall%en TAE 1X
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Amplificacion PCR 16S- Pacientes Estudio “DMT2”

Marc Marc MW
1Kb 1Kb bp

DMVIEI DMZ DMS

1500

DMi7 DMIIS DM27 DMIS0 DMISL

Gel de agarosaall%%en TAE 1X

Amplificacion PCR 16S- Pacientes Estudio “DMT2”

Marc
1Kb
MW
bp
MD23 mMD28 MD42
1500

Gel de agarosaall?%en TAE 1X

55



Anexo 7. CARTA DE APROBACION DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

Universidad Autdnoma del Estado de México

Comité de Etica en Investigacion
Oficio No. 015/2018

Toluca, México a 18 de octubre de 2018

DRA. BEATRIZ ELINA MARTINEZ CARRILLO
INVESTIGADOR PRINCIPAL o

18 0CT 2019 002741
PRESENTE Hora: JOIODSOD 60‘:;

Por este medio le envi6 un cordial saludo, y en respuesta a su Solicitud de
Evaluacién del Proyecto de Investigacion “CONSUMO DE SACAROSA Y LA
PRESENCIA DE UNA RESPUESTA DE TIPO ALERGICA INFLAMATORIA
CRONICA EN PACIENTES CON DM2 Y OBESIDAD” el Comité de Etica en
Investigacion dictamina como APROBADO el proyecto antes mencionado.

Sin otro particular por el momento, agradezco su atencién dada a la presente.

ATENTAMENTE
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
“2018, Afio del 190 Aniversario de la Universidad Auténoma del Estado de México”

c.cp. M. EN S.P. SALVADOR LOPEZ RODR
c.c.p. Archivo,

Jes(s Camanza, esq. Paseo Tollocan s/n
Col. Moderna de la Cruz. C.P. 50000 |
Toluca, Estado de México |

Tel. (722) 217 3552
www.uaemex.mx/fmedicina
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8.1 Carta de envio del articulo
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8.2 Resumen del articulo

58



