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Para mi mami Eufro,
porque por ella sé que existe un amor incondicional
¢Con o Sin?






ADA
ADO
AGCC
AGL
ASV
ATP
CCAA
DMT1
DMT2
EAP
EC
ECV
EFSA
FDA

FEDE
FID
FPG
FESNAD
GAA
HbA1c
HDL
IENVA
INE
IMC
b

ABREVIATURAS

Asociacion Americana de Diabetes
Administracion Oral

Acidos Grasos de Cadena Corta

Acidos Grasos Libres

Variante de Secuencia de Amplicén (del inglés Amplicon Sequence Variant)
Adenosin Trifosfato

Comunidad Auténoma

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellitus Tipo 2

Enfermedad Arterial Periférica

Enfermedad Coronaria

Enfermedad Cerebro Vascular

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (del inglés
Food and Drug Administration)

Federacion Espafiola de Diabetes

Federacion Internacional de Diabetes

Glucosa plasmatica en Ayuno (del inglés Fasting Plasma Glucose)
Federacion Espafiola de Sociedades de Nutricion, Alimentacion y Dietética
Glucosa Alterada en Ayuno

Hemoglobina Glicosilada

Lipoproteinas de alta densidad (del inglés High Density Lipoprotein)
Centro de Investigacion en Endocrinologia y Nutricion

Instituto Nacional de Estadistica

indice de Masa Corporal

Lipoproteina de baja densidad (del inglés Low Density Lipoprotein)



MODY Diabetes Juvenil con Comienzo Tardio (del inglés Maturity Onset Diabetes of

the Young)
Ml Microbiota Intestinal
PTOG Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa
OMS Organizacion Mundial de la Salud
PAD Presion Arterial Diastolica
PAS Presion Arterial Sistolica
RD Retinopatia Diabética
RER Reticulo Endoplasmaético Rugoso
RI Resistencia a la Insulina

SEEDO Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad

SENC Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria
TGA Tolerancia a la Glucosa Alterada
TZD Tiazolidinedionas

VCT Valor Calérico Total
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RESUMEN

En las Gltimas décadas el répido incremento de la prevalencia de obesidad y diabetes es
considerado como una pandemia a nivel mundial. No lejos de esa realidad, la Comunidad
Autonoma de Galicia presenta una de las tasas de obesidad més altas en Espafia. EI exceso de
grasa abdominal habitual en la obesidad puede incrementar el riesgo en el desarrollo de
sindrome metabolico, enfermedades cardiovasculares y/o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La
prediccion temprana y las consiguientes actividades de prevencion son una de las formas mas
efectivas para controlar la carga econdmica sanitaria y la mortalidad de estas enfermedades no
transmisibles. Por tanto, el objetivo de la presente tesis doctoral se centra en el estudio de los
factores de riesgo y la identificacion de posibles biomarcadores predictivos para el diagnostico
temprano de obesidad y DMT2 en la poblacion adulta gallega.

Este estudio se efectud sobre 397 individuos que cumplian con los criterios de reclutamiento.
Se llevo a cabo un abordaje multifactorial sanitario en el que se recogieron datos sobre
antecedentes familiares, historial clinico, habitos nutricionales y se realiz6 la encuesta
FINDRISC. También se realizaron mediciones antropométricas, tension arterial y pruebas
bioquimicas y registro nutricional de un recordatorio de 72 horas de cada participante. Por otra
parte, se llevd a cabo un estudio genético, en sangre recogida en ayunas, en el que se evaluaron
64 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) implicados en el desarrollo de obesidad y 16
polimorfismos implicados en el desarrollo de DMT2. Al igual que se realizdé un estudio
metagendmico secuenciandose la region 16S y cuantificacion de la region 18S de ADN de
heces, para identificar taxonomicamente la poblacién microbiana intestinal de participantes
gallegos.

Los resultados obtenidos indican que el 35,5% de la poblacion gallega presenta riesgo
moderado/alto para el desarrollo de DMT2 segun el test FINDRISC y que el 70,5% de la
poblacion sujeta a estudio presentaban un exceso de masa grasa en su composicion corporal.
Los resultados del abordaje multifactorial sanitario realizado revel6 que el 23,5% de los
individuos presentaban prediabetes y el 5,8% evidenciaban que padecian DMT2 pero ain no
habian sido diagnosticados. En cuanto al analisis genético, 33 SNPs mostraron relacion positiva
entre la poblacién estudiada en condiciones de obesidad y con valores de glucosa alterada,
siendo las variantes rs1443512 del gen HOXC13 y rs9491696 del gen RSPO3, las que muestran
mayor relacion con dichas condiciones. En cuanto a la genética de DMT2 los SNPs rs2237897
del gen KCNQ1 y el SNP rs1801282 del PPARG son con diferencia los que presentan mayor
frecuencia en el alelo de riesgo. A vista de los resultados, dichas variantes de los genes de
obesidad y DMT2 podrian ser tenidos en cuenta como posibles biomarcadores predictivos en
la poblacion gallega. La evaluacion nutricional de los voluntarios también refleja alto consumo
de proteinas y lipidos y bajo de carbohidratos, ademas de deficiencia generalizada en casi todos
los micronutrientes, a excepcion del alto consumo de socio, resultados que concuerdan con el
actual patron dietético occidental que se aleja claramente de la Dieta Atlantica y/o
Mediterranea. Entre los resultados de la microbiota intestinal estudiada, se ha encontrado que
los géneros Blautia, Dorea, Fusicatenibacter, Eubacterium halii group y Ruminococcus
gauvreauii group se relaciona con la prediabetes independientemente del IMC; los géneros
Lachnospira y Roseburia en cambio se asocian a la salud intestinal de huéspedes normopeso,
mientras que Ruminococcus gnavus group se asoci6 a la poblacion obesa con valores de glucosa
normal. En cuanto a la poblacion obesa con sindrome metabdlico se asocio a al genéro Balutia
y la especie Parabacteroides merdae a la obesidad en ausencia de sindrome metabdlico.

22



Este trabajo pone de manifiesto la necesidad de realizar un abordaje multifactorial para
determinar los valores de la poblacion que predicen de forma precoz el desarrollo de obesidad
y DMT?2, lo que es la base fundamental para asegurar una mayor efectividad al aplicar de forma
temprana las estrategias de prevencion contra estas enfermedades no transmisibles cronicas.

Palabras clave: obesidad, diabetes, riesgo genético, microbioma, biomarcador.



RESUMO

Nas ultimas décadas o rapido incremento da prevalencia de obesidade e diabetes é considerado
como unha pandemia a nivel mundial. Non lonxe desa realidade, a Comunidade Autéonoma de
Galicia presenta unha das taxas de obesidade mais altas en Espafia. O exceso de graxa
abdominal habitual na obesidade pode incrementar o risco no desenvolvemento de sindrome
metabolica, enfermidades cardiovasculares e/o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). A predicién
tempera e as consecuentes actividades de prevencion son unha das formas mais efectivas para
controlar a carga economica sanitaria e a mortalidade destas enfermidades non transmisibles.
Por tanto, 0 obxectivo da presente tese de doutoramento céntrase no estudo dos factores de risco
e a identificacion de posibles biomarcadores preditivos para o diagndstico temperan de
obesidade e DMT?2 na poboacion adulta galega.

Este estudo efectuouse sobre 397 individuos que cumprian cos criterios de recrutamento. levou
a cabo unha abordaxe multifactorial sanitaria no que se recolleron datos sobre antecedentes
familiares, historial clinico, habitos nutricionais e realizouse a enquisa FINDRISC. Tamén se
realizaron medicions antropométricas, tension arterial e probas biogquimicas e rexistro
nutricional dun recordatorio de 72 horas de cada participante. Por outra banda, levouse a cabo
un estudo xenético, en sangue recollido en xaxun, no que se avaliaron 64 polimorfismos dun sé
nucleétido (SNPs) implicados no desenvolvemento de obesidade e 16 polimorfismos
implicados no desenvolvemento de DMT2. Do mesmo Xxeito que se realizou un estudo
metagendmico secuenciandose a rexion 16S e cuantificacion da rexion 18S de ADN de feces,
para identificar taxondmicamente a poboacion microbiana intestinal de participantes galegos.

Os resultados obtidos indican que o 35,5% da poboacion galega presenta risco moderado/alto
para o desenvolvemento de DMT2 segundo o test FINDRISC e que o 70,5% da poboacién
suxeita a estudo presentaban un exceso de masa graxa na stia composicion corporal. Os
resultados da abordaxe multifactorial sanitaria realizado revelou que o 23,5% dos individuos
presentaban prediabetes e 0 5,8% evidenciaban que padecian DMT2 pero ainda non foran
diagnosticados. En canto & andlise xenética, 33 SNPs mostraron relacién positiva entre a
poboacion estudada en condicions de obesidade e con valores de glicosa alterada, sendo as
variantes rs1443512 do xene HOXC13 e rs9491696 do xene RSPO3, as que mostran maior
relacion coas devanditas condicions. En canto & xenética de DMT2 os SNPs rs2237897 do xene
KCNQ1 e 0 SNP rs1801282 do PPARG son con diferenza os que presentan maior frecuencia
no alelo de risco. A vista dos resultados, ditas variantes dos xenes de obesidade e DMT2
poderian ser tidos en conta como posibles biomarcadores preditivos na poboacion galega. A
avaliacion nutricional dos voluntarios tamén reflicte alto consumo de proteinas e lipidos e baixo
de carbohidratos, ademais de deficiencia xeneralizada en case todos os micronutrientes, a
excepcion do alto consumo de socio, resultados que concordan co actual patrén dietético
occidental que se afasta claramente da Dieta Atlantica e/o Mediterranea. Entre os resultados da
microbiota intestinal estudada, atopouse que os xéneros Blautia, Dorea, Fusicatenibacter,
Eubacterium halii group e Ruminococcus gauvreauii group relacionase coa prediabetes
independentemente do IMC; os xéneros Lachnospira e Roseburia en cambio asdcianse & satde
intestinal de hdspedes normopeso, mentres que Ruminococcus gnavus group asociouse a
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poboacion obesa con valores de glicosa normal. En canto & poboacién obesa con sindrome
metabdlico asociouse & 0 genéro Balutia e a especie Parabacteroides merdae & obesidade en
ausencia de sindrome metabolica.

Este traballo pon de manifesto a necesidade de realizar unha abordaxe multifactorial para
determinar os valores da poboacion que predin de forma precoz o desenvolvemento de
obesidade e DMT2, o que € a base fundamental para asegurar unha maior efectividade ao aplicar
de forma tempera as estratexias de prevencion contra estas enfermidades non transmisibles
cronicas.

Palabras chave: obesidade, diabetes, risco xenético, microbioma, biomarcador






SUMMARY

In recent decades, the rapid increase in the prevalence of obesity and diabetes is considered a
worldwide pandemic. Not far from this reality, the Autonomous Community of Galicia has one
of the highest obesity rates in Spain. The excess in abdominal fat, common in obesity, can
increase the risk of developing metabolic syndrome, cardiovascular disease and/or type 2
diabetes mellitus (T2DM). Early prediction and consequent prevention are one of the most
effective ways to control the amount of health burden and mortality of these non-communicable
diseases. Therefore, the aim of this PhD thesis focuses on the study of risk factors and the
identification of possible predictive biomarkers for the early diagnosis of obesity and T2DM in
the Galician adult population.

This study was conducted on 397 individuals who met the recruitment criteria. A
multifactorial health approach was carried out in which data on family history, clinical history,
nutritional habits and the FINDRISC survey were collected. Anthropometric measurements,
blood pressure and biochemical tests and nutritional record of a 72-hour reminder of each
participant were also performed. In addition, a genetic study was carried out in fasting blood,
in which 64 single nucleotide polymorphisms (SNPs) implicated in the development of obesity
and 16 polymorphisms implicated in the development of T2DM were evaluated. A
metagenomic study was also carried out, sequencing the 16S region and quantifying the 18S
region of stool DNA to taxonomically identify the intestinal microbial population of Galician
participants.

The results obtained indicate that 35.5% of the Galician population is at moderate/high risk
of developing T2DM according to the FINDRISC test and that 70.5% of the study population
had excess fat mass in their body composition. The results of the multifactorial health care
approach revealed that 23.5% of the individuals had pre-diabetes and 5.8% showed evidence
of T2DM but had not yet been diagnosed. As for the genetic analysis, 33 SNPs showed a
positive relationship between the population studied in conditions of obesity and altered glucose
values, with the variants rs1443512 of the HOXC13 gene and rs9491696 of the RSPO3 genes
showing the strongest relationship with these conditions. As for the genetics of DMT2, the
SNPs rs2237897 of the KCNQL1 gene and the SNP rs1801282 of PPARG are by far the most
frequent in the risk allele. In view of the results, these variants of the obesity and T2DM genes
could be taken into account as possible predictive biomarkers in the Galician population. The
nutritional assessment of the volunteers also reflects high protein and lipid intake and low
carbohydrate intake, as well as generalised deficiency in almost all micronutrients, with the
exception of the high intake of partner, results that are consistent with the current Western
dietary pattern that clearly departs from the Atlantic and/or Mediterranean Diet. Among the gut
microbiota studied, the Blautia, Dorea, Fusicatenibacter, Eubacterium whole group and
Ruminococcus gauvreauii group were found to be associated with prediabetes regardless of
BMI; The Lachnospira and Roseburia genera were associated with gut health in normal-weight
hosts, while the Ruminococcus gnavus group was associated with the obese population with
normal glucose values. The obese population with metabolic syndrome was associated with the
Balutia genus and the Parabacteroides merdae species with obesity in the absence of metabolic
syndrome.

This work highlights the need for a multifactorial approach to determine the population values
that are early predictors of the development of obesity and T2DM, which is the fundamental



basis for ensuring greater effectiveness in the early implementation of prevention strategies
against these chronic non-communicable diseases.

Keywords: obesity, diabetes, genetic risk, microbiome, biomarker.



1. INTRODUCCION
1.1 DIABETES MELLITUS

1.1.1. Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de alteraciones metabdlicas caracterizadas por
presentar concentraciones elevadas de glucosa en sangre (hiperglucemia). La DM se
diagnostica cuando el organismo deja de producir, no produce suficiente cantidad o no logra
utilizar de forma eficaz una hormona llamada insulina (FID, 2019).

La insulina es producida por el pancreas como respuesta a la presencia de la glucosa en
sangre y su funcién principal es introducir la glucosa en las células para que pueda ser utilizada
como fuente de energia. La anomalia en el funcionamiento de la insulina produce
irregularidades metabdlicas en hidratos de carbono y lipidos, lo que conlleva una hiperglucemia
cronica, estado caracteristico de las personas con diabetes mellitus (Galtier, 2010).

1.1.2. Clasificacién

Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) la diabetes se puede clasificar en
diferentes tipos (ADA, 2021):

* Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1), causada por la destruccidn autoinmune de las células
beta (B) del pancreas, que generalmente conducen a una deficiencia absoluta de insulina. En
algunos casos las células  producen una cantidad infima de insulina no siendo suficiente para
el organismo. Los sintomas mas comunes de este tipo de diabetes son: sed excesiva, vision
borrosa, hambre constante, falta de energia o fatiga, miccion frecuente, pérdida de peso
repentina, entre otras. Este tipo de diabetes representa el 5 — 10% de la poblacion con diabetes.

* Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT?2), caracterizada por una pérdida progresiva de la
secrecion adecuada de insulina por parte de las células B, lo que deriva en “resistencia a la
insulina”. La resistencia a la insulina impide que la insulina, como hormona, no sea eficaz en
sus funciones, lo que provoca un aumento de la produccién de dicha hormona.

La DMT2 puede manifestarse, en un principio, con sintomas muy parecidos a los de la
DMT]1, pero en general el desarrollo de esta enfermedad es progresivo en el tiempo y hasta en
muchos casos transcurre de forma asintomatica. La DMT?2 es el tipo més frecuente de diabetes,
representando entre el 90 y el 95% de los casos de diabetes en todo el mundo (ADA, 2021).

* Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) o también conocida como hiperglucemia en el
embarazo. Este tipo de diabetes se diagnostica en el segundo o tercer trimestre del embarazo
mediante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. Las madres que desarrollan esta patologia
presentan claramente niveles normales de glucosa antes del embarazo. Se calcula que entre el
75 — 95% de las embarazadas pasan por el estado (en general temporal) de DMG (Guariguata
et al., 2014; CDC, 2017).
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En la clasificacion de la diabetes mellitus realizada en 2019 por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), se incluyen ademas dos tipos nuevos: la diabetes monogénica y la diabetes
secundaria (OMS, 2019). La diabetes monogenica es el resultado de una Unica mutacién del
gen autosémico dominante. Dentro del tipo de diabetes monogénico puede ocurrir la diabetes
juvenil de comienzo tardio (MODY, por sus siglas en inglés), y la diabetes neonatal que se
diagnostica normalmente en bebes entre el nacimiento y los 6 meses de vida. La diabetes
monogeénica representa alrededor de entre un 1y 5 % de todos los casos de diabetes (Zhang et
al., 2021)

La diabetes secundaria deriva de la complicacion de otras enfermedades, como pueden ser
diabetes debida a trastornos hormonales (enfermedad de Cushing o acromegalia), diabetes
originada por enfermedades del pancreas (pancreatitis, traumatismo pancreatico, infeccion del
pancreas, cancer de pancreas y pancreatectomia), diabetes inducida por farmacos (como
corticoides) y diabetes producida por infeccidn virica asociada con la destruccion de las células
beta (OMS, 2019).

1.1.3. Sintomatologia

La DMT1y DMT?2 son enfermedades heterogéneas en la que la manifestacion clinicay la
progresion de la patologia puede variar considerablemente. En general, los sintomas de esta
patologia se manifiestan lentamente a lo largo del tiempo y, de hecho, muchas veces pueden
ser sintomas leves que pasan desapercibidos, por esta razon la diabetes es conocida como la
“enfermedad silenciosa” (Ramirez et al., 2006).

Los sintomas primarios son sensacion de sed frecuente y aumento de ganas de orinar. Las
personas con dicha patologia se sienten cansadas constantemente y algunas pueden hasta bajar
de peso corporal. Entre los sintomas mas avanzados se incluyen infecciones frecuentes,
curacion lenta de heridas, vision borrosa, adormecimiento de pies y manos, entre otras (Figura
1.1). Un alto porcentaje de la poblacion suele ser diagnosticada mediante los analisis de rutina
pedidos por el médico de familia.
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Figura 1.1. Signos y sintomas del desarrollo de diabetes mellitus
Fuente: Elaboracion propia
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1.1.4. Diagndstico

Aparte de evaluar los sintomas clinicos caracteristicos la diabetes, se puede diagnosticar
segun los criterios de glucosa, ya sea mediante el valor de glucosa plasmatica en ayunas (FPG,
por sus siglas en inglés), el valor de glucosa plasmatica de dos horas durante una prueba oral
de tolerancia a la glucosa (PTOG) o segun los criterios del parametro hemoglobina glucosilada
(Hb1AC) (NIH, 2016; ADA, 2021).

1.1.4.1. Glucosa Plasmatica en Ayunas (FPG)

Prueba mediante la cual se miden los niveles de glucosa en sangre tras realizar un
ayuno de al menos ocho horas. Dicha prueba también se puede realizar en cualquier momento
del dia, pero teniendo en cuenta de realizarse dos horas despueés de la ingesta de alimentos.

Para realizar la prueba sera necesario un glucémetro homologado con sus respectivas tiras
reactivas. La prueba debera realizarse en dias diferentes para confirmar el diagnostico. Segun
los resultados, el diagnostico seria (Tabla 1.1):

Tabla 1.1. Criterios para el diagnéstico de diabetes segun glucosa plasmatica en sangre

Valor de Glucosa plasmatica de sangre Clasificacion
<100 mg/dL Normal

> 100 mg/dL y <125 mg/dL Prediabetes
> 126 mg/dL Diabetes

mg/dL: miligramo /decilitro. Fuente: Elaboracion propia a partir de los criterios segln la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA, 2021).

1.1.4.2. Prueba Oral de Tolerancia a la Glucosa de dos horas (PTOG)

Prueba mediante la cual se mide los niveles de glucosa basal antes y después de una
sobrecarga de 75 gramos (g) de glucosa anhidra disueltos en 350 mililitros (mL) de agua. El
paciente debera estar en ayuno de al menos 8 horas, inicialmente se toma una muestra de sangre
mediante puncion intravenosa, seguido se realiza la sobrecarga de glucosa y pasadas dos horas
se tomara una segunda muestra sanguinea mediane puncién venosa. Segun los resultados, el
paciente se podra clasificar entre las siguientes categorias (tabla 1.2):

Tabla 1.2. Criterios de diagnostico de diabetes segun prueba de tolerancia a la glucosa

Tolerancia a la Glucosa Glucemia basal Glucemia a los 120 minutos
Tolerancia normal < 100 mg/dL < 140 mg/dL

Glucosa Alterada en Ayuno (GAA) > 100 - <125 mg/dL < 140 mg/dL

Tolerancia a la Glucosa Alterada (TGA) < 100 mg/dL > 140 - <199 mg/dL
Tolerancia combinada (GAA + TGA) > 100 - <125 mg/dL > 140 - <199 mg/dL
Diabetes Mellitus Tipo 2 > 100 mg/dLy < 125 mg/dL > 200 mg/dL

mg/dL: miligramo /decilitro. Fuente: Elaboracion propia a partir de los criterios segiin la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA, 2021).

1.1.4.3. Prueba de la Hemoglobina Glicosilada (HbA1C):

La prueba de la HbA1C es una medida de la cantidad de glucosa unida a la
hemoglobina (Hb) en los glébulos rojos. Cuanto mas altos sean los niveles de glucosa, mayor
sera la cantidad de HbAL1C. Aungue esta prueba se utiliza cominmente para el control de los
niveles de glucosa en los pacientes que ya han sido diagnosticados con diabetes, el comité de
la ADA concluyd que el valor de HbAL1C puede utilizarse como un método de diagnostico,
dado que es una prueba gue tiene en cuenta los niveles de glucosa de los Gltimos 3 meses y



Laura I. Sinisterra Loaiza

ademés es una prueba vélida para el diagnostico tanto de nifios como de poblacion adulta
(ADA,2021). Los valores de referencia para el diagnostico y clasificacion segun la HbA1C son
(Tabla 1.3)

Tabla 1.3. Criterios de diagnostico segun la prueba de la Hemoglobina glicosilada.

Hemoglobina glicosilada (HbA1c) Clasificacion
<5,6% Normal

5,7 - 6,4% Prediabetes
> 6,5% Diabetes

Fuente: Elaboracion propia a partir de los criterios segln la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, 2021).

En resumen, los criterios de diagnostico de diabetes se han debatido y se han actualizado a lo
largo de las ultimas décadas. Segun los ultimos criterios de la ADA en 2021, el diagnostico se
establecera cuando se cumplan cualquiera de las siguientes condiciones:

- Glucosa plasmatica en ayuno (al menos ocho horas) mayor o igual a 126 mg/dL (>7,0
mmol/L)

- Glucosa plasmatica a las dos horas de mayor o igual a 200 mg/dL (> 11,1 mmol/L)
durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa.

- HbA1C mayor o igual al 6,5% (48mmaol/mol)

- Pacientes con presencia de sintomas clasicos y una glucosa plasmatica al azar mayor o
igual a 200 mg/dL (> 11,1 mmol/L)

1.2. PREDIABETES: RIESGO ELEVADO PARA DMT?2

Es frecuente escuchar a muchos clinicos decir que no existe el término “prediabetes”, sin
embargo, la ADA propuso por primera vez dicho nombre ya en 1997. El término prediabetes,
hiperglucemia intermedia o disglicemia es utilizado bajo diferentes criterios de diagnostico,
pero en general se usa como estrategia para identificar a los sujetos no diagnosticados con
diabetes pero que presentan mas factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad
(Serrano, 2017).

1.2.1. Definicién

La prediabetes, por tanto, es la manifestacion inicial de aquellos problemas metabolicos
qgue se detectan en el organismo que pueden finalizar en un diagndstico de diabetes.
Normalmente ocurren en sujetos asintomaticos que tienen concentraciones de glucosa en sangre
por encima de lo normal, pero por debajo de los umbrales estandar, de forma que no pueden ser
diagnosticados como pacientes con diabetes (ADA, 2010; OMS, 2011).

El avance desde la normoglucemia hasta llegar al punto de la diabetes puede tardar varios
afios, en ese recorrido atraviesa diferentes estadios como pueden ser las alteraciones
metabdlicas de los hidratos de carbono o hiperglucemias intermedias (Tabak et al., 2012). Estos
estadios intermedios deben considerarse factores de riesgo para el desarrollo de esta patologia
e incluso para el desarrollo enfermedades cardiovasculares (Grundy, 2012).

1.2.2. Diagndstico

La prediabetes engloba diferentes alteraciones del metabolismo de la glucosa. Hay que tener
en cuenta que el patrén no es el mismo para todos los individuos, cada uno tiene sus mecanismos
fisiopatoldgicos, por lo que afectara a grupos de individuos diferentes. El diagnostico
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prediabético se puede realizar mediante los valores de FPG en ayunas, prueba de PTOG o la
prueba de HbA1C, descritos anteriormente.

Los criterios para categorizar la prediabetes de acuerdo con la OMS y la ADA son presentar
valores de glucosa para GAA, TGA 0 GAA+TGA en la prueba de PTOG (Tabla 1.2) o presentar
valores de hemoglobina glicosilada entre 5.7% - 6.4%.

1.2.3. Factores asociados a la prediabetes

Entre los factores de riesgo de la prediabetes, encontramos los mismos que para la DMT?2,
como no podia ser de otra manera. Excepto que mayoritariamente los casos de prediabetes
suelen pasar desapercibidos ya que no hay aun sintomatologia visible, al ser el estadio anterior
al desarrollo claro de una diabetes.

Eventos como la obesidad abdominal, la presion arterial elevada, alteracion en el nivel de
triglicéridos y bajos niveles de colesterol de lipoproteinas de altas densidad (HDL), estan
relacionados con la resistencia a la insulina (RI) y el sindrome metabdlico (SM), pardmetros
muy comunes en el estadio de prediabetes (Bovolini et al., 2021). La pregunta es porque el SM
y la prediabetes son predictores de la patologia de diabetes, la respuesta reside en que la mayor
parte de la poblacién que se encuentra en estas situaciones presenta un grado de obesidad
elevado y/o presentan obesidad de distribucion central.

Desde el punto de vista de prevencion, se ha demostrado que los cambios que se hacen en
esta etapa repercuten en los niveles de glucosa en sangre, los cuales a su vez tiene un efecto
medible en otros factores de riesgo cardiometabdlicos como por ejemplo la hipertension y
dislipemias. Es por esto por lo que la identificacion de individuos en estado de prediabetes
representa una gran oportunidad para desarrollar estrategias de prevencion o retraso de la
patologia como tal (Paulweber et al., 2010; Phillips et al., 2014).

1.3. OBESIDAD Y RIESGO DE DMT2

La obesidad es una afeccion médica caracterizada por una acumulacion excesiva de grasa,
desencadenada por un desequilibrio entre ingesta caldrica y gasto energético, que genera un
desbalance positivo de energia corporal que puede perjudicar la salud (OMS, 2021).
Actualmente, es uno de los principales problemas de salud en las sociedades desarrolladas
(Kachur et al., 2017).

La obesidad se puede clasificar en diferentes tipos. ElI primero y el mas conocido
internacionalmente es segun el indice de masa corporal, Existen un acuerdo internacional para
definir la obesidad basandose en el calculo peso (kg) / Talla (m?) (Lecube et al., 2016). Segln
la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) la obesidad se clasifica en 4
tipos, obesidad tipo I (IMC 30 — 34,9), obesidad tipo 1l (IMC 35 — 39,9), obesidad mérbida o
tipo 111 (IMC 40 — 49,9) y obesidad extrema o tipo IV (IMC >50) (Lecube et al., 2017).

El segundo, es segun la distribucion de la grasa corporal y para ello se tendré en cuenta la
localizacion de la grasa. Si la grasa se acumula en la parte abdominal, central o superior, se
denomina obesidad androide. Esta obesidad se asocia a un mayor riesgo de desarrollar
complicaciones metabolicas y cardiovasculares; Si la grasa se localiza en las zonas periféricas
del cuerpo, se denomina obesidad ginoide. Esta obesidad es mas frecuente encontrarla en el
género femenino, se caracteriza porque el acumulo de grasa se realiza en las zonas del gluteo,
cadera y muslos siendo menor la grasa que se acumula en las visceras y, por tltimo, la obesidad
de distribucion homogenea, donde el exceso de grasa se distribuye de forma homogénea por
todo el organismo (Lecube et al., 2017).
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A nivel molecular, la obesidad se asocia con alteraciones en la produccion de hormonas y
moléculas implicadas en el control del apetito, el metabolismo y la inflamacién. Por ejemplo,
la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia son comunes en personas obesas, lo que puede
contribuir al desarrollo de DMT?2 y otros trastornos metabolicos. Ademas, la obesidad se asocia
con un estado de inflamacion cronica de bajo grado en el cuerpo, lo que puede contribuir al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, enfermedades metabdlicas, trastornos del suefio,
enfermedades respiratorias, entre otros (Kershaw, et al., 2004).

El riesgo de diabetes mellitus tipo 2 aumenta en un 4,5% por cada kilogramo de aumento
de peso corporal (Kalra, 2013). Las personas que presentan una obesidad central tienen los
niveles més altos de &cidos grasos, por lo que aumenta la necesidad de una mayor produccion
de insulina y predisponen al paciente a la Rl o al SM. Por lo tanto, la obesidad y su resistencia
a la insulina asociada han contribuido no solo a una mayor prevalencia de DMT2, sino que
también a un aumento en las necesidades de insulina de los pacientes con DMT2.

1.4. FISIOPATOLOGIA DE LA DMT2

1.4.1. Sintesis y secrecion de insulina

De forma natural la insulina es sintetizada por las células beta (B) de los islotes de
Langerhans del pancreas. La sintesis de dicha hormona se produce en varios pasos, en primer
lugar, se formard la prepoinsulina a partir del gen INS. Este péptido se traslada al reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) donde se transformara en proinsulina. Dicha proinsulina pasara
posteriormente al aparato de Golgi donde mediante enzimas proteoliticas eliminara una parte
de su estructura dejando unidos dos fragmentos unidos mediante puentes disulfuro, formando
finalmente lo que conocemos como granulos de insulina (Figura 1.2.A), la cual posteriormente
sera liberada al torrente sanguineo (Tokarz et al., 2018).

Los granulos de insulina también pueden ser liberados al torrente sanguineo después de
una ingesta de alimentos (principalmente de carbohidratos). Los productos quimicos del
intestino delgado transforman el bolo alimenticio en moléculas de monosacarido o glucosa, las
cuales son absorbidas por el epitelio intestinal para ser transportadas hasta el torrente sanguineo.

Cuando la sangre llega al pancreas, este detecta el incremento de glucosa. A continuacion,
las células B liberan insulina para transportar el glucogeno hasta las diferentes células del
cuerpo, para ser transformado en moléculas de adenosin trifosfato (ATP) mediante el proceso
de glucolisis. El aumento de ATP en el citoplasma produce los cierres de los canales de potasio,
lo que conllevard a una despolarizacion de la membrana, abriendo los canales de calcio y
produciendo la migracion y exocitosis de los granulos que almacena la insulina preformada
(Figura 1.2.B) (Christensen & Gannon, 2019).

La glucosa circulante en sangre se utiliza de diferentes formas. Por un lado, la glucosa pasa
al tejido nervioso por difusion simple, sin ayuda de la insulina, esto es considerado como un
mecanismo de seguridad que reduce el riesgo de hipoglucemia a nivel del sistema nervioso. Por
otro lado, a nivel hepatico se produce el proceso de gluconeogénesis en el que la insulina
compacta la glucosa que se deposita en forma de glucdgeno formando una reserva glucidica
para el soporte energético en situaciones de ayuno.
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Figura 1.2. Esquema de la sintesis y liberacién de la insulina en la célula beta pancreatica
A) sintesis endogena de insulina a partir de gen INS. B) liberacion de insulina estimulada por
moléculas de glucosa. Fuente de imagen: elaboracion propia

En situaciones de ausencia de glucosa, el higado es capaz de realizar una glucogendlisis
deshaciendo el glucdgeno por medio del glucagén y una neoglucogeénesis sintetizando nueva
glucosa a partir de las proteinas y acidos grasos resultantes de la descomposicion del glucdgeno,
lo que se conoce como la produccion hepética de glucosa.

En el resto de los érganos la glucosa precisa de la insulina y para atravesar la membrana y
esta requiere la ayuda de una proteina transportadora. Hay dos sistemas descritos en el trasporte
de glucosa: El primero es el transporte Sodio-Glucosa (SGLT) el cual consiste en proteinas que
efectlian un transporte acoplado, es decir, en el que entran a la vez una molécula de sodio y una
de glucosa; este se encuentra en la membrana luminal de las células epiteliales encargadas de
la absorcion y la reabsorcion de nutrientes; se aprovecha que el gradiente electroquimico
permite el paso de la molécula de sodio para transportar en contra de gradiente la molécula de
glucosa. El segundo es el trasporte de la glucosa (GLUT), encargado del ingreso del glucégeno
a todas las células del organismo; se han identificado hasta 13 de ellos, nhombrados desde
GLUT1 hasta GLUT13. Siendo en este caso los de mayor relevancia los transportadores GLUT
2 presente en la membrana de las células B pancreaticas, higado, intestino delgado y nefrona
proximal y GLUT4, presente en la membrana del musculo esquelético, cardiaco y tejido
adiposo (Diaz Hernandez et al., 2002).

Para que la glucosa atraviese la membrana, el trasportador debera hacer cuatro
movimientos: 1) la glucosa se debera localizar en la cara externa de la membrana; 2) el
transportador cambiara de conformacion, quedando la glucosa en la cara interna de la
membrana; 3) una vez esté en la cara interna, el trasportador libera la glucosa en el citoplasma,
y 4) cambia de nuevo de conformacion volviendo a estar dispuesto a captar mas glucosa (Figura
1.3) (Castrejon et al., 2007).
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Figura 1.3. Mecanismo de trasporte de glucosa a través de la membrana plasmatica
1) la glucosa se une al transportador. 2) se produce un cambio de conformacion del
transportador. 3) el transportador libera la molécula de glucosa en el interior de la

célula. Fuente de imagen: elaboracion propia

1.4.2. Fisiopatologia de la DMT?2

Aun no se conoce la secuencia temporal exacta en la que se desarrollan todas las
alteraciones celulares y metabolicas en los diferentes estadios de la DMT2, se han descrito 3
alteraciones fisiopatoldgicas que estan asociadas con el desarrollo la misma. i) secrecion de la
insulina alterada, ii) una produccion hepatica de glucosa aumentada y iii) una resistencia a la
insulina por parte del tejido muscular, tejido adiposo e higado (Ampudia-Blasco, 2003).

De forma resumida esto quiere decir que hay un desequilibrio entre la produccién de
glucosa enddgena y la captacion por parte de células y tejidos, lo que genera la hiperglucemia
(aumento de la glucosa plasmatica) caracteristica de la diabetes. Para compensar la
hiperglucemia el pancreas produce mas insulina, haciendo que las células B trabajen en exceso
perdiendo capacidad funcional progresivamente y que las células alfa (o) pancreéticas
produzcan mas glucagon a modo de compensacion (Figura 1.4) (Guthrie & Guthrie, 2004).

La resistencia a la insulina (R1) es un complejo de procesos caracterizado por una reduccion
de la sensibilidad en los tejidos periféricos (adiposo, muscular y hepatico) a las acciones
bioldgicas de la insulina (Hernandez Yero et al., 2011). Factores como la obesidad, sindrome
metabdlico, la inflamacién sistemaética y fallos en la transduccién de sefial del receptor de
insulina, contribuyen a que la RI se exprese (Gonzalez-Gonzalez JG, 2022).

En un principio, a pesar de la RI, la tolerancia a la glucosa sigue siendo casi normal en el
individuo. Esto sucede porque las células B logran compensar al incrementar la produccion de
insulina, sin embargo, la situacién empeora gradualmente debido a la insuficiencia pancreética,
situacion en la que las células B no solo son incapaces de mantener la hipersecrecion de la
insulina, sino que también comienza a deteriorarse y la secrecion de insulina disminuye, este es
el punto en el que se realizan la mayoria de los diagndsticos de DMT2 y SM (Ros Pérez &
Medina-Gomez, 2011).
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Figura 1.4. Mecanismo de captacién de glucosa por parte de células musculares o células de
adiposas en personas sanas y personas con Diabetes mellitus tipo 2
Fuente de imagen: elaboracién propia

Existen diferente mecanismo que estan implicados en la destruccion de las células  y que
explican la RI que se produce en la DMT2 han sido la lipotoxicidad, glucotoxicidad, el estrés
oxidativo, el estrés del RER, la deposicion de amiloide en el pancreas, entre otros (Donath &
Shoelson, 2011).

Durante la DMT2 la insulina pierde el efecto antilipolitico que tiene de forma natural, lo
que incrementa la lipolisis e induce hipertrigliceridemia mediante la produccion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), proceso que contribuye con la aterogénesis (Cervantes-
Villagrana & Presno-Berna, 2013). Los niveles de acidos grasos libres en el plasma suelen
aumentar con la obesidad, como consecuencia de la inflamacién en el tejido adiposo, condicion
que suele acompanfar a la patologia de la DMT2.

Las concentraciones altas de &cidos grasos libres en plasma promueven la Rl y la
disfuncion de las células B y producen lipotoxicidad (toxicidad de las células ), que junto a lo
toxicidad de la glucosa producen el fendmeno diabético que se denomina glucotoxicidad (Kluth
etal., 2011; Lytrivi et al., 2020).

La alta demanda metabdlica de insulina origina dafios a nivel mitocondrial y provoca estrés
en el reticulo endoplasmatico (Contreras-Zambrano, 2008) y también aumento de la sintesis de
proinsulina lo que lleva al RER al estrés, potenciando ain mas la disfuncion de la célula 3
(Wajchenberg, 2007). El estrés prolongado del RER genera respuestas inflamatorias mediante
la activacion de liberacion de citoquinas como la interleucina 1 beta (IL-1pB) y factores de
necrosis tumoral alfa (TNFa), al igual que desencadenan apoptosis.

Cuando hay un estrés en el RER se altera la sefializacion de la insulina en el musculo
esquelético y el en tejido adiposo, situacion que promueve el aumento de la gluconeogénesis
en el higado (Villalobos-Labra et al., 2019).

Varias causas celulares en la que se puede incluir la exposicion a largo plazo a
concentraciones altas de glucosa y de acidos grasos libres, conducen a una alta produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno, los cuales generan estrés oxidativo,
dificultando la funcionalidad y supervivencia de las células. EIl estrés oxidativo se ha
relacionado con la progresion de la DMT2, ya que los ROS pueden causar dafios en las células
productoras de insulina en el pancreas y reducir la sensibilidad de la insulina en los tejidos del
cuerpo. Ademas, se sabe que pueden interferir en importantes vias de sefializacion celular, como
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la via fosfotidilinositol 3 kinasa (PI3K/AKkt), la via de las proteinas cinasas activadas por
mitogenos (MAPK, por sus siglas en ingles) y del factor nuclear kappa B (NF-kB), que median
procesos de proliferacion celular, inflamacion y supervivencia celular (Keane et al., 2015)

1.5. TRATAMIENTOS PARA EL MANE]JO DE LA DMT2

Serén los profesionales de atencion primaria los encargados de dictar las pautas necesarias para
cada paciente. Hay que tener en cuenta que el tratamiento presenta variaciones dependiendo del
tipo de diagndstico que se realice y de las condiciones que presente el paciente, para determinar
el tratamiento se deberdn de tener en cuenta los niveles de HbALC, la presencia de
enfermedades cardiovasculares, el grado de obesidad, insuficiencias cardiacas, entre otros.

La farmacologia que modera la hiperglucemia son los antihiperglucemiantes de
administracion oral (ADO) e insulina (Figura 1.5). Los tratamientos tendran un seguimiento
durante tres meses y segun la adaptacion y la evolucion de la enfermedad se modificara, es
importante ademas indicar que el tratamiento farmacoldgico debe ir acompafiado de un
tratamiento no farmacoldgico en el que se incluya la parte nutricional y la actividad fisica.

CONDICIONANTE
CLiINICO
_ PREDOMINANTE

GRADO DE
CONTROL
GLUCEMICO

HbAtc 7.9%

SME: 154 915 mg/di

Figura 1.5. Algoritmo de tratamiento de hiperglucemias en DMT2
ADNI: antidiabético no insulinico; arGLP1: analogo de los receptores del péptido similar al
glucagon; CAC: cociente albUmina/creatinina; CV: cardiovascular; FG: filtrado
glomerular; GME: glucemia media estimada; HbA1C: hemoglobina glucosilada; iDPP4:
inhibidor de la dipeptidil peptidasa 4; iSGLT2: inhibidor del co-transportador de sodio y
glucosa tipo 2; Met: metformina; Pio: pioglitazona; Repa: repaglinida; SU: sulfonilureas.
Fuente: Red de Grupos de Estadio de la Diabetes en Atencion Primario de Salud 2023.
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1.6. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE DMT2
La DMT2, tiene un origen multifactorial, donde factores genéticos, metabolicos y ambientales
juegan un papel importante en el desarrollo de dicha enfermedad, dentro de los factores de
riesgo encontramos dos tipos, los modificables y los no modificables.

1.6.1. Factores modificables

Sobrepeso u Obesidad, alimentacion y sedentarismo, estos tres factores suelen presentar
una asociacion de retroalimentacion, si se combinan cambios nutricionales con una menor
actividad fisica tanto a nivel laboral como a nivel de tiempo de ocio, la consecuencia
transcurridos los afios, es un balance energético positivo que se almacena en forma de grasa
(OMS, 2021).

1.6.1.1. Sobrepeso y Obesidad

El exceso de peso corporal es uno de los principales problemas de salud en las
sociedades desarrolladas (Kachur et al., 2017). Cuando existe sobrepeso u obesidad hay un
amento de células grasas, lo que genera una inflamacion crénica de bajo grado del tejido
adiposo, la cual mantenida en el tiempo desencadena SM, DMT2 y riesgo cardiovascular (Xu
etal., 2019). El tejido adiposo puede segregar proteinas producidas por los adipocitos del tejido
adiposo blanco (adipoquinas), que pueden comunicarse con otros tejidos diferentes, incluidos
el cerebro, las células inmunitarias entre otras. Por ejemplo, la leptina es secretada por los
adipocitos y le indica al cerebro que esta satisfecho. En situaciones normales, a medida que las
células grasas se expanden, se secreta mas leptina al cerebro para sefialar la terminacion de la
conducta alimentaria, sin embargo, en personas obesas, existe la resistencia a la leptina, es decir,
aunque tengan niveles altos de leptina no pueden crear saciedad (Allison & Myers, 2014).

La estrecha relacion entre obesidad y DMT2 ha propiciado la aparicion del término
“Diabesidad” para referirse a la combinaciéon de ambas patologias. Esto es debido a que el
mayor porcentaje de personas con obesidad presentan diabetes y a su vez la obesidad es el factor
mas importante para el aumento de la diabetes. Cabe destacar que, las personas gue presentan
obesidad y DMT2 aumenta el riesgo de mortalidad siete veces en comparacién de las personas
normopeso Y sin la patologia (Toplak et al., 2019).

El riesgo de diabetes aumenta en un 4,5% por cada kilogramo de aumento de peso corporal
(Kalra, 2013). Las personas que presentan una obesidad central tienen los niveles méas altos de
acidos grasos, por lo que aumenta la necesidad de una mayor produccion de insulina y
predisponen al paciente a la Rl o al SM. Por lo tanto, la obesidad y su resistencia a la insulina
asociada han contribuido no solo a una mayor prevalencia de DMT2, sino que también a un
aumento en las necesidades de insulina de los pacientes con DMT2.

Es por lo que la OMS, ha declarado la obesidad como el mayor problema de salud crénico
a nivel mundial, segun proyecciones mundiales para el 2030 el 60% de la poblacion mundial
podria tener sobrepeso u obesidad (OMS, 2021).

Segun el informe de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) publicado en 2019 y titulado “La pesada carga de la obesidad”, la prevalencia en
Espafia de sobrepeso es del 61,6% y de obesidad de 23,8% (OCDE, 2019), y segun la encuesta
europea de salud del afio 2020, la prevalencia de obesidad en poblacion adulta espafiola fue de
un 53,6% (INE, 2020).

Por su parte el instituto Nutricional de la Poblacion Espariola (ENPE), pone en manifiesto
en una de sus mas recientes publicaciones que la regién de Andalucia y Galicia presentan la
mayor tasa de obesidad (26,7% para ambas), seguido del principado de Asturias (26,2%) y la
region de Murcia (25,7%) (Pérez-Rodrigo et al., 2022). Puntualmente, en Galicia
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aproximadamente 849.000 persona adultas presentan sobrepeso, lo que supone un 39,2% de la
poblacién. Ademas, el 16,5% son personas con obesidad, es decir, aproximadamente 357.200
gallegos adultos (INE, 2020).

1.6.1.2. Sindrome Metabodlico (SM)

El SM es una condicidn que se caracteriza por el agrupamiento de factores de riesgo
metabdlicos constituido por la obesidad de distribucion central la disminucion en las
concentraciones de colesterol HDL, elevacion de niveles de triglicéridos y aumento de la
presion arterial (Zimmet et al., 2005). Se considera que el SM se ha convertido en un problema
de salud publico y es un factor importante en la epidemia de la diabetes. Las personas que
presentan SM tienen un riesgo de aproximadamente 5 veces mayor para desarrollar DMT?2, si
se combina el SM con una prediabetes el riesgo se incrementa hasta 7 veces mayor que las
personas con normoglucemiay sin SM (Stern, 2004).

La obesidad central juega el papel mas importante en el desarrollo del SM, debido a que el
aumento en el tejido adiposo libera acidos grasos libres (AGL) circulantes y una variedad de
adipoquinas que inducen a la RI en el musculo, lo que contribuye a una elevacion de la glucosa
plasmatica y predisponen tanto a la DMT2 como a ECV (Grundy, 2012). La RI en este caso
aporta el desarrollo de hipertension causada en parte por la pérdida del efecto vasodilatador de
la insulina y por la vasoconstriccion inducida por los AGL.

A largo plazo, los niveles altos de AGL generan un estado de lipotoxicidad, el cual va a
afectar a la funcion de las células B, provocando concentraciones altas de glucosa. Ademas, los
AGL elevados son la base para el aumento de los triglicéridos y la disminucion de los niveles
de HDL en plasma (Fahed et al., 2022) (Figura 1.6).

Triglicéridos

2150 mg/dL
Perimetro de cintura @

Hombres=94 cm t %
Mujeres=80 cm P> @ ’
O Colesterol HDL
® b e o mmHg
Tension Arterial N

Sistélica = 130 o ® ©) Hombre M
Disatélica = 85 mmHg

-

»

¥
LDL HDL

Dislipemia

lucos alterada ?(\:} |

FPG = 100 mg/dL o
diagnéstico de diabetes

.

Figura 1.6. Parametros claves para el diagnoéstico de sindrome metabélico.
Criterios segln la asociacion americana de Diabetes.
Fuente de Figura: Elaboracion propia

1.6.1.3. Inactividad fisica o sedentarismo

El sedentarismo se entiende como un estilo de vida donde carece el movimiento o la
actividad fisica. Se define como sedentarismo o poca actividad, aquellas personas que realizan
menos de 90 minutos de actividad fisica en la semana (Ruiz et al., 2015). Cabe mencionar que,
se pueden encontrar personas que no sean sedentarias, pero no alcancen los niveles de actividad
fisica recomendados Y, por el contrario, se pueden encontrar personas que acudan al gimnasio
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o realicen alguna actividad fisica entre 60 y 90 minutos diarios, pero en resto de tiempo llevan
una vida de sedentario (De Rezende et al., 2014).

Est4 demostrado que la practica de actividad fisica contribuye a la mejora en la salud y la
prevencion de enfermedades. De forma genérica, favorece la pérdida de peso corporal debido
al consumo de grasas por parte del musculo, estimula el metabolismo mejorando los niveles de
azucar en sangre, reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares, entre otros. Algun estudio
cientifico ha demostrado que una pérdida de aproximadamente 15 kilogramos en personas con
obesidad puede conducir a la remision de la diabetes hasta en un 80% (Magkos et al., 2020)

Cuando se realiza actividad fisica moderada, el musculo primero utiliza glucégeno de sus
propios depositos, cuando este se agota pasa a consumir la glucosa que se encuentra en el
torrente sanguineo. Con la actividad fisica el higado se ve en la obligacién de establecer un
suministro continuo de glucosa que sera distribuida para que las células produzcan energia.

Segun el tipo de actividad fisica que se realice se veran diferentes resultados en el control
glucémico y resistencia a la insulina de la persona con diabetes. Los entrenamientos con
gjercicios estructurados y planificados son los que mejores resultados presentan en dicha
poblacién. Los entrenamientos de fuerza de alta intensidad presentan mayores efectos
beneficiosos en el control general de la glucosa y atenuacion de los niveles de insulina en
comparacion con los entrenamientos de fuerza de intensidad baja a moderada (Kanaley et al.,
2022). Mientras que los entrenamientos aerdbicos a corto plazo mejoran la sensibilidad a la
insulina en los adultos con DMT2 y al mismo tiempo mejora la funcién mitocondrial, aunque
no suele reducir el peso corporal (Phielix et al., 2010). Los entrenamientos de resistencia
producen una mejoria del 10 — 15% en la fuerza, regula los niveles de presion arterial, mejora
el perfil lipidico y mejora la sensibilidad a la insulina, con este tipo de actividad fisica la persona
presenta una moderada pérdida de peso corporal y un aumento considerable de masa muscular
(Gordon et al., 2009). Cuando se combina el entrenamiento de ejercicios aerdébicos y de
resistencia es superior los beneficios que si se practican de modo individual.

Estudios en poblacién con obesidad y DMT2 afirman que con este tipo de entrenos se ha
visto una mayor reduccion de los valores de Hb1AC y los voluntarios presentaron mayor
reduccion del peso corporal (Schwingshackl et al., 2014).

Algunas guias como la ADA recomiendan la practica de deporte al menos 150 minutos con
intensidad moderada o vigorosa repartidos en 2 o 3 dias por semana (Colberg et al., 2016). Es
importante que todos los adultos, especialmente los que presenten la patologia, disminuyan el
tiempo invertido en actividades sedentarias. También se recomienda que tanto las personas con
DMT?2, como las personas que no presentan la patologia a lo largo del dia hagan pausas activas
cada 30 minutos para romper el sedentarismo, esto puede contribuir en mejorar los niveles de
glucosa en 24 horas y la sensibilidad a la insulina (Duvivier et al., 2017). Es de vital importancia
hacer cambios en las actividades cotidianas como subir o bajar escaleras en lugar de tomar el
ascensor y prescindir del transporte motorizado.

1.6.1.4. Nutricion

Con respecto a la alimentacion, a nivel global hay una tendencia hacia la adopcion del
estilo de dieta occidental; dieta que se caracteriza por el alto consumo de alimentos ultra
procesados, grandes cantidades de aditivos, bebidas azucaradas, carnes rojas procesadas,
grandes excesos de carbohidratos refinados y grasas poco saludables como es el caso de las
grasas tipo trans (Rinninella et al., 2019).

Datos cientificos exponen que los entornos alimentarios no saludables que presentan un
precio asequible terminan influyendo en los habitos alimentarios y el desarrollo de las
preferencias alimentarias (Wardle & Cooke, 2008; Swinburn et al., 2011). Los malos habitos
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de alimentacién se encuentran asociados al estado nutricional y emocional de las personas,
debido a que se come de manera desproporcionada cuando hay emociones de alegria, tristeza,
enfado igualmente cuando se estan atravesando estados de soledad, frustracion, estrés o
aburrimiento (Vazquez et al., 2019). Dichos factores pueden incrementar el consumo diario de
alimentos ultraprocesados, alimentos con alta densidad energética y bajo contenido de
vitaminas, minerales y antioxidantes, dando pie al desarrollo de obesidad, hipertension,
diabetes, entre otras enfermedades (Barragan et al., 2015).

A pesar de que la comunidad cientifica reconoce el papel que juega la alimentacion en el
desarrollo patologias como la DMT2, SM o ECV y hasta el momento no existe una proporcion
de macronutrientes, ni un patron ideal de alimentacion para personas con diabetes.

Sin embargo, la recomendacion en la que varios autores coinciden es en la disminucion de
hidratos de carbono (Forouhi et al., 2018; Petroni et al., 2021) ya que la ingesta excesiva de
carbohidratos aumenta los niveles de glucosa en sangre.

Aunque los carbohidratos tienen numerosas funciones en el metabolismo de los seres vivos,
su funcion principal es otorgar energia y servir como elementos de estructura para las células
(Chandel, 2021). Cuando hay una ingesta excesiva de carbohidratos las rutas metabolicas de la
glucolisis y glucogendlisis se ven saturadas, por lo que se empieza el almacenamiento en el
cuerpo en forma de lipidos, contribuyendo asi mismo al aumento del peso corporal, que no es
beneficioso.

El cambiar una parte del patron de alimentario sin controlar el resto no tendra resultados
significativos en la salud. Se ha visto que reemplazar el 5% de la ingesta de energia de &cidos
grasos saturados con una ingesta de energia equivalente de acidos grasos poliinsaturados o
acidos grasos monoinsaturados pueden reducir el resigo de ECV en un 25% y 15%
respectivamente (Li et al., 2015).

Cabe mencionar que, dentro de Espafia conviven dos tipos de dietas, la mediterranea y la
atlantica, siendo mas conocida la mediterrdnea, pese a que ambas dietas se consideran
modeélicas para llevar una alimentacion saludable, debido al equilibrio de macronutrientes y
micronutrientes, dichas dietas se han visto alteradas por factores como el intercambio cultural
y/o cambios sociol6gicos que hacen que se vea afectado indirectamente los héabitos y
preferencias alimentarias de la poblacién. Concretamente la dieta mediterranea se ha visto
modificada por el aumento de consumo de carnes y derivados y por el poco 0 escaso consumo
de frutas, verduras y cereales (Partearroyo et al., 2019).

La nutricidén no solo es el nexo comun en el desarrollo de multiples patologias, también
juega un papel esencial en la variacién de la microbiota intestinal (Ml), llegando a modular el
equilibrio (eubiosis) o desequilibrio (disbiosis) entre las especies que bacterias que la
conforman. La MI humana se caracteriza por presentar una variabilidad interindividual debido
a la genética, uso de medicamentos, dieta, estilo de vida y habitos culturales. En los ultimos
afios estudios han demostrado la estrecha relacion que hay entre la disbiosis (desequilibrio entre
bacterias y hongos) de la Ml y el desarrollo de numerosas enfermedades no transmisibles como
puede ser las enfermedades cardiovasculares, la obesidad, la diabetes, el céancer, las
enfermedades gastrointestinales, entre otras (Rinninella, 2019).

La occidentalizacion de la dieta reduce la diversidad microbiana intestinal en términos de
filos y géneros, lo que conduce a la disbiosis, alteracion de la funcion de barreray permeabilidad
intestinal. Hasta la fecha la dieta mediterranea es una buena opcion para modular de manera
optima la diversidad y la estabilidad de la MI (Mayer et al., 2015).
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1.6.1.5. Tabaquismo

Los mecanismos que explican la relacion entre el tabaquismo y el desarrollo de
diabetes no se conocen por completo. Se sabe que, la presencia de la nicotina en el organismo
altera los receptores de la insulina haciendo que estos no sean capaces de captar las moléculas
de glucosa ocasionando un incremento de glucosa en sangre, accion que mantenida en el tiempo
produce una resistencia a la insulina (Sliwinska-Mosson & Milnerowicz, 2017).

Las personas que son fumadoras tienen una probabilidad entre el 30 y 40% de presentar
DMT?2 respecto a las personas que no son fumadoras (Chronic Disease Center, 2014).

1.6.1.6. Alcohol

El consumo excesivo de alcohol puede causar diversos dafios en la salud, entre ellos
podemos encontrar dafios en el higado, desnutricion, diferentes tipos de cancer, descontrol en
la presion arterial y hasta enfermedades cardiacas en algunas personas (Piano, 2017).

En el caso de la diabetes, el consumo de alcohol incrementa la secrecion de insulina para
reducir la gluconeogénesis que se produce en el higado, causando resistencia periférica a la
insulina, oxidacion de la glucosa y su almacenamiento (Ezzati et al., 2004; Rehm et al., 2007).

1.6.1.7. Cantidad y calidad del suefio

El nimero de horas de suefio esta relacionado directamente con el ciclo del suefio.
Dicho ciclo esta dividido en diferentes fases, siendo las mas importantes la fase de suefio
profundo (tercera fase) y suefio delta (cuarta fase). En dichas fases hay cambios a nivel
metabdlico y hormonal que ayudan a establecer el equilibrio corporal.

Tanto la duracion larga del suefio (>9 horas al dia) como las cortas (< 5 horas al dia) se
asocian don un mayor riesgo de DMT2 (Ley et al., 2016). En concreto cuando hay mas horas
de suefio el metabolismo de la glucosa disminuye, ya que el cuerpo necesita menos energia.
Cuando hay una menor actividad se secretan corticoides, los cuales contribuyen a la
autorregulacion de los niveles de insulina (Cunha et al., 2008). En el caso contrario, cuando hay
menos horas de suefio hay una mayor produccién de cortisol (hormona opuesta a la insulina) lo
que provoca que aumente la resistencia a la insulina.

1.6.2. Factores no modificables

1.6.2.1. Edad

Aunqgue no se puede definir una edad concreta para establecer el inicio de la DMT2,
se sabe gue cuanto mas avanza la edad existen mas probabilidades de desarrollar la patologia.
La prevalencia de DMT2 aumenta especialmente a partir de los 45 afios, superando el 20% a
partir de los 80 afios (Paulweber et al., 2010).

1.6.2.2. Sexo

La prevalencia e incidencia de la diabetes es similar en los dos sexos, pero el impacto
de la diabetes sobre las complicaciones vasculares y no vasculares es mas especifico segun el
sexo (Abbate et al., 2012). Ademas, las hormonas sexuales tienen un gran impacto en el
metabolismo energeético, la composicion corporal, funcidn vascular y respuesta inflamatorias
(Kautzky-Willer et al., 2016).

Los hombres parecen tener un mayor riesgo en complicaciones microvasculares como
retinopatia y nefropatias. La diabetes afecta negativamente el estado de &nimo, lo que lleva a
un mayor riesgo de trastornos depresivos, fendmeno que puede ser mas evidente en mujeres
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que en hombres (Abbate et al., 2012). También cabe mencionar que, en el caso de las mujeres,
el haber tenido diabetes gestacional representa el 50% de riesgo de desarrollar la patologia en
el futuro en comparacién con las mujeres sin la condicion (CDC, 2017).

1.6.2.3. Origen étnico

Personas de origen hispano tiene un entre 2 y 3 veces mas riesgo de desarrollar DMT2
en comparacion que las personas de origen caucésico (NICE, 2012). Hay grupos étnicos que
comparten determinados factores genéticos que favorecen la secrecion de la insulina y la
resistencia a ella. Por ejemplo, los afroamericanos, hispanos-americanos, asiaticos-americanos
y las personas de las islas pacificas comparten genética que los hace mas susceptible al
desarrollo de DMT2 (Solis, 2015).

1.6.2.4. Genética

Cientificamente estd demostrado que la genética en combinacion de factores
ambientales contribuye al desarrollo de diferentes patologias en las que se incluye la DMT2.
De forma genérica, las mutaciones que se producen en cualquier gen involucrado en el control
de los niveles de glucosa pueden incrementar el riego en el desarrollo de la enfermedad, esto
incluye genes que controlen, la produccion de glucosa, la produccion y regulacién de insulina
y genes implicados en la deteccion de niveles de glucosa en el cuerpo.

Hay muchos genes actualmente asociados con el resigo de desarrollo de DMT2, aunque el
mecanismo molecular exacto sigue siendo en gran parte desconocido (Sikhayeva et al., 2018).

1.6.2.5. Antecedentes de diabetes mellitus

Los individuos con un padre diabético tienen un 40% de posibilidad de desarrollar la
patologia, mientras que los individuos con los dos padres diabéticos tienen un riesgo del 70%
de desarrollo de diabetes (Adeghate et al., 2006).

1.7. COMPLICACIONES DE LA DMT2

La DMT2 es una patologia multifactorial, por lo que el riesgo de las complicaciones aumenta
segun el nivel de hiperglucemia mantenido en el tiempo. Las complicaciones diabéticas son la
principal causa de muerte prematura y baja calidad de vida en los pacientes con esta afeccion
(OMS, 2016). Las principales complicaciones a causa de la diabetes se pueden clasificar en dos
tipos macrovasculares y microvasculares. Ademas de la hiperglucemia, la DMT2 suele
presentar dislipemias con niveles elevados de triglicéridos y LDL.

1.7.1. Complicaciones Macrovasculares

Tanto la DMT2, como la prediabetes, predisponen a los pacientes al desarrollo de
complicaciones cardiovasculares. Las personas con diabetes tienen de 2 a 10 veces mas riesgo
de sufrir algin evento cardiovascular en comparacion de las personas que no presentan la
patologia (Cole & Florez, 2020). Los trastornos cardiovasculares en la poblacion diabética
incluyen arterosclerosis prematura, que se pueden manifestar con infarto de miocardio y
accidente cerebrovascular, asi como deterioro de la funcion cardiaca, predominando la
disfuncion diastolica.

El riesgo cardiovascular aumenta considerablemente cuando entran en combinacion con
factores como la edad, el sexo, el indice de masa corporal (IMC), el control inadecuado de la
glucosa, niveles de HbA1c altos, presion arterial y el tabaquismo.
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1.7.1.1. Enfermedad Coronaria (EC)

Tanto la Prediabetes como la
Diabetes conllevan un aumento del
riesgo cardiovascular.

En Espana el 90% de las personas
con DMT?2 presenta un riesgo alto o
muy alto para EC (Cosentino F.
2020)

La DTM2 y la EC, son enfermedades que se encuentran
interrelacionadas. Se define como EC al estrechamiento u
obstruccion de las arterias coronarias (vasos sanguineos que llevan
sangre y oxigeno al corazén). La EC representan entre un 65 — 70%
de la mortalidad de la poblacion diabética (De La Hera et al., 2015)

La causa de la EC en la mayoria de los casos es la
ateroesclerosis (acumulacion de grasa y formacion de placas dentro
de las arterias coronaria), la cual tiene un origen multifactorial,
donde juega un papel importante los niveles elevados de colesterol
y triglicéridos en sangre, condicion que afecta a cerca del 70% de
la poblacion con DMT2 (Katakami, 2018). La hiperglucemia en

este caso juega un papel importante, ya que es un factor que aumenta la tasa de crecimiento del
ateroma, el volumen vy el calibre del vaso. Estos factores influyen en el desarrollo de la

disfuncion endotelial.

El eje fisiopatoldgico en la relacion entre DTM2 y EC, es la disfuncion endotelial, la cual
se acelera cuando se esta en presencia de las alteraciones metabdlicas propias de la patologia
de la diabetes. La disfuncion endotelial predispone al desarrollo de aterosclerosis, agregacion
plaquetaria y trombos, factores que marcan el inicio de la EC (Corrales-Santander et al., 2018).

1.7.1.2. Enfermedad Cerebrovascular (ECV)

La DMT2 es un importante factor de riesgo de las ECV, dado
que induce, a nivel de los vasos pequefios, la proliferacion endotelial y
el engrosamiento de la membrana plasmatica. Ademaés, la DMT2
aumenta tres veces mas el riesgo de un accidente cerebrovascular
recurrente (Soriano-Reixach et al., 2018).

Clinicamente esta enfermedad se manifiesta de la misma forma en
personas con o sin diabetes, pudiéndose presentar en forma de
accidentes cerebrovasculares isquémicos (ictus), hemorragicos e
infartos lacunares. Si bien la diabetes se asocia estrechamente con
problemas de hipertension y la dislipemia, también es un factor de
riesgo para ictus, duplicando el riesgo de presentarlo en comparacién
con las personas no diabéticas.

Entre el 60 y 70% de las
personas que han padecen
ictus, presentan antecedentes
de DMT2 o prediabetes
(Fuentes. etal.. 2021).
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1.7.2. Complicaciones Microvasculares
1.7.2.1. Retinopatia Diabética (RD)

Retina sana

Retinopatia diabética

La prevalencia de RD en pacientes con
DMT?2 es del 25.2%, 2.97% para la RD
proliferativa y del 5.6% para el edema
macular diabético (Faselis C.. 2020).

La causa mas comin de perdida de
visién en pacientes con RD es el edema
macular diabético.

Es la causa mas comun de ceguera en todo el mundo. Clinicamente
se divide en varias fases, la primera de ellas es la RD no
proliferativa. Se produce un aumento de la permeabilidad vascular
y la oclusion capilar. Segun avanza la RD pasan por los estados de
RD moderada, RD severo y RD muy severa hasta llegar a la RD
proliferativa, la cual se caracteriza por la neovascularizacion y
hemorragias prerretiniana. En esta etapa el paciente puede
experimentar un deterioro grave de la vision cuando los vasos
sanguineos nuevos sangran en el vitreo o cuando hay un
desprendimiento de retina (Wang & Lo, 2018).

1.7.2.2. Nefropatia Diabética
También conocida como enfermedad renal diabética. Es

causada en la mayoria de los casos por la hiperglucemia e hipertension
que resultan en dafio glomerular. La patologia se explica debido a la
hipertension arterial persistente aumenta la microalbuminuria
(excrecidn de albumina por la orina) seguida de la proteinuria (exceso
de proteinas sanguineas en orina) dando como resultado un
incremento de la tasa de filtracion glomerular, un engrosamiento de la

Es la causa que afecta del 20%
al 40% de los pacientes con

diabetes. Y es la principal causa
de enfermedad renal (Umanath

membrana basal glomerular e hipertrofia glomerular (Khalil, 2017).

Factores como la hiperglucemia, junto con la hipertension, la
obesidad, el origen étnico, la edad, patrones de conductas como el

K.2018).

La incidencia es mas alta en
afroamericanos,  asiaticos y
nativos americanos que en
caucasico (SamsuN. 2021).

tabaco y la genética son los principales factores de riesgo para el
desarrollo de la nefropatia diabética (Samsu, 2021).

1.7.3. Ulceras croénicas / Pie diabético

A -

El pie diabético afecta
desde 40 hasta 60 millones
de personas en el mundo
(FID, 2019). Las ulceras
crénicas y las amputaciones
de  miembros reducen
significativamente la
calidad de vida y aumenta
el riesgo de muerte
prematura.

La ulceracion del pie diabético es una complicacion grave y
cronica, siendo la complicacion més comdn por la ingresan en
hospitalizacién las personas con diabetes (Volmer-Thole &
Lobmann, 2016). Su etiologia es compleja, ya que presenta una
naturaleza multifactorial, usualmente comienza con una neuropatia
diabética afectando a los nervios distales de las extremidades, en
particular a los pies. Altera parcialmente la funcion sensitiva
simétrica, lo que provoca entumecimiento progresivo, aumenta la
presion en la piel al caminar hasta el punto de producir ulceras, las
cuales si no son curadas o se trata con rapidez puede llegar a la
amputacion del miembro (Bandyk, 2018; FID 2019).

Segun datos epidemioldgicos la neuropatia periférica
relacionada con la diabetes oscila entre el 16% y 87%, mientras que

el 26% de los adultos con diabetes padecen una neuropatia dolorosa como consecuencia de la
diabetes (Davies et al., 2006). Todos los pacientes diagnosticados con DMT2 deben someterse
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a pruebas anuales con monofilamento de 10 g para identificar el riesgo de ulceracion y
amputacion.

1.8. EPIDEMIOLOGIA
1.8.1. Situacion global de la DMT2

A nivel mundial la DMT2 ha alcanzado cifras alarmantes, 1 de cada 10 adultos es
diagnosticado con diabetes, siendo el 90% de ellos DMT2. En el afio 2000 la estimacion global
de prevalencia en adultos era alrededor de 151 millones, en 2015 paso a ser 415 millones y en
2021 se estima que las cifras alcanzaron los 536,6 millones (10,5%) de personas afectadas por
la diabetes a nivel mundial (FID, 2000; FID 2021). Es por lo que se espera que en 2045 se
produzca un incremento del 16% en la prevalencia de la diabetes, llegando asi a los 783,2
millones de adultos entre 20-79 afios afectados por dicha patologia (FID, 2021).

Esta claro que la diabetes se manifiesta de forma diferente en las distintas etnias o regiones
del mundo (Figura 1.7). Por ejemplo, la region del pacifico Occidental es la que presenta mayor
nimero de personas con diabetes (205,6 millones), mientras que la region de Africa presenta
las cifras mas bajas (23,6 millones), esto sugiere y confirma que no se puede hacer un enfoque
generalizado para evaluar los factores de riesgo (FID, 2021).

La prevalencia mas alta estandarizada por poblacion mundial se registra en la region de
Oriente Medio y Africa del Norte con un 16,2%, seguida de la region de América del Norte y
Caribe con 14%. La region de Africa sequida de Europa son las que presentan menor
prevalencia (4,5% y 9,2% respectivamente). De forma genérica, se espera que en todas las
regiones se registe un incremento de personas con diabetes, de manera que para el 2045 haya
un incremento a nivel mundial del 46% (Tabla 1.4). La tasa de incremento de la diabetes es
inversamente proporcional al nivel de ingresos de la region, lo que quiere decir que los paises
de bajos ingresos serdn los que presenten una prevalencia de diabetes mas alta patologia (FID,
2021).
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Figura 1.7. Perfil geografico del nimero de personas adultas con diabetes en el 2021 y
estimacion para el 2045.
Fuente: Modificacion de la 10 edicion del Atlas de la Diabetes de la IDF (IDF,2021)
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El incremento de la prevalencia de la diabetes junto con las complicaciones crénicas hace
que la diabetes sea una patologia con un impacto sociosanitario alto. En el 2007 se estimé un
gasto de 232.000 millones de ddlares mientras que en 2021 el gasto llego a los 966.000 millones
de ddlares a nivel mundial. Y la mortalidad asociada a dicha patologia es proporcional a la
prevalencia, en el 2021 se produjeron 6,7 millones de fallecimientos atribuibles a la diabetes y
sus complicaciones crénicas. (Glovaci et al., 2019; FID, 2021).

Tabla 1.4. Estimacion por regiones de diabetes en poblacion adulta entre 20 - 79 afios. Comparativa
entre 2021 y 2045

2021 2045
Numero de Numero de RETEIENL
. . de personas
personas Prevalencia personas Prevalencia con diabetes
Region con de diabetes con de diabetes %)
diabetes (%) diabetes (%) .
(millones) (millones)
Ortente Medio y Norte de 72,2 16,2 135,7 19,3 87
rica
América del Norte y Caribe 50,5 14 62,8 15,2 24
Sudeste de Asia 90,2 8,7 151,5 11,3 68
Pacifico Occidental 205,6 11,9 260,2 14,4 27
Amt?r!ca del Sur y Centro 32,5 9,5 48,9 1.9 50
América
Europa 61,4 9,2 69,2 10,4 13
Africa 23,6 4,5 54,9 5,2 134

Fuente: Elaboracion propia a partir del Atlas de la Diabetes, 10* edicion (IDF,2021)

1.8.2 Situacion global de la obesidad

La obesidad es considerada como la epidemia de las Gltimas décadas y es un problema de
salud puablica en muchos paises. Segun datos de la OMS en 2016, mas de 1.900 millones de
adultos en todo el mundo tenian sobrepeso y de ellos, mas de 650 millones eran obesos. En
términos porcentuales, esto significa que el 39% de los adultos mayores de 18 afios presentaron
sobrepeso y el 13% eran obesos. La frecuencia de la obesidad varia segun la region y el pais.
En general, los paises de ingresos bajos y medianos tienen una mayor prevalencia de obesidad
que los paises de ingresos altos.

Segun la OMS, la regidn de las Américas tiene la mayor tasa de obesidad en adultos, con
un 26% de la poblacién con obesidad en 2016. Le siguen Europa (23%), el Mediterraneo
Oriental (22%), el sudeste asiatico (12%), Africa (8%) y el Pacifico Occidental (6%) (OMS,
2021). Es por lo que la OMS, ha declarado la obesidad como el mayor problema de salud
cronico a nivel mundial. Segun proyecciones mundiales para el 2030 el 60% de la poblacién
mundial podria tener sobrepeso u obesidad (OMS, 2021).

1.8.3 Situacion en Espafia

Con frecuencia las citas de referencia relacionada a estas patologias se hacen siguiendo
valores descritos en Estados Unidos de Ameérica o paises anglosajones, dado que en Espafia hay
carencia de datos. La falta de un registro nacional de pacientes o el seguimiento anual de las
complicaciones que pueden sufrir los pacientes con DMT2, complica el dar cifras y establecer
la prevalencia, incidencia y mortalidad a causa de la diabetes en nuestro pais.

La ultima actualizacion del ministerio de sanidad espafiol respecto a la prevalencia de la
DMT2 corresponde al afio 2012. El Instituto Nacional de Estadistica (INE), en 2017 publico
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datos actualizados en la Encuesta Nacional de Salud y en el caso del Servicio Gallego de Salud
(SERGAS) los tltimos datos actualizados son del afio 2015.

La ciencia reconoce la magnitud que puede alcanzar la DMT2 y la necesidad que hay de
tener datos méas actualizados, es por lo que estudios como Di@bet.es, del Centro de
Investigacion Biomédica de Red de Diabetes y Enfermedades Metabodlicas Asociadas
(CIBERDEM), aportan datos méas sélidos respecto a la prevalencia de DMT2 en Espafia. En
2018 dicho estudio estimaba que la prevalencia de diabetes en la poblacion espafiola era del
13,8% lo que era igual a que casi 4,5 millones de espafioles diagnosticados con diabetes con
una incidencia de 386.000 nuevos casos de diagndstico cada afio en la poblacion adulta (Rojo-
Martinez et al., 2020).

Por otro lado, el instituto aragonés de Ciencia y de la Salud, han tomado la iniciativa de la
creacion del documento atlas para la monitorizacion de los cuidados de la diabetes, el cual esta
reconocido por el ministerio de sanidad y servicios sociales e igualdad. Solo las comunidades
del Principado de Asturias, Cantabria, Pais Vasco, Navarra, Aragon, Catalufia, Valencia,
Region de Murcia, Madrid y tanto las islas Baleares como las Islas canarias participan en este
proyecto, el objetivo es extender el registro a nivel nacional (VPM, 2021).

Segun datos recogidos en la 102 edicion del atlas de las diabetes de la FID, Espafia registro
en 2021, 5,1 millones de personas con diabetes, lo que convierte a Espafia en el cuatro pais a
nivel mundial y el segundo a nivel europeo con mayor tasa de diabetes por poblacion, quedando
por detrds de Turquia, la Federacion de Rusia y Alemania (FID, 2021). Los datos para la
obesidad no se quedan por detras, ya que segun el informe de la organizaciéon para la
cooperacion y el desarrollo econémico (OCDE) publicado en 2019 y titulado “La pesada carga
de la obesidad”, la prevalencia en Espafia de sobrepeso es del 61,6% Yy de obesidad de 23,8%
(OCDE, 2019), y segun la encuesta europea de salud del afio 2020, la prevalencia de obesidad
en poblacion adulta espafiola fue de un 53,6% (INE, 2020).

Del total de personas registradas en Espafia con diabetes, un 30,3% se encuentran sin
diagnostico oficial para la enfermedad, cerca de 1,5 millones de personas conviven con la
enfermedad sin saberlo. Se estima que las comunidades auténomas (CCAA) mas afectadas son
Valencia con 274,568 personas, seguida de Catalufia con 246,406 personas que desconocen el
estado de su patologia y en tercer lugar Madrid, que calcula cerca de los 211,845 casos (Rojo-
Martinez, 2020).

La prevalencia de la diabetes en Espafia actualmente se encuentra en el 14,8%, cada dia se
diagnostican alrededor de 1.100 personas y nueve de cada diez de los casos son DMT2. En
cuanto a la prevalencia ajustada por edad (adultos entre 20 y 79 afios), nuestro pais ocupa la
segunda posicion a nivel mundial, con una cifra del 10,3%, siendo Turquia el primero con un
valor del 14,5% (FID, 2021). La incidencia ajustada por edad adulta es de 11,6 casos cada 1000
personas (Rojo-Martinez, 2020).

Si hacemos un andlisis por CCAA tendriamos que en la region del Pais Vasco se registro
una disminucidn en el porcentaje de pacientes con diabetes, pasando de un 7,8% en 2018 a un
6,7% en 2020, es decir que cerca de 93.500 personas presentan la patologia en dicha region.
Ese mismo afio, la mayor prevalencia de diabetes se presentd en las Islas Canarias (11,27%),
seguido de Aragon (11%), Castilla y Ledn (9,98%) y la Region de Murcia (9,86%), mientras
que las mas bajas se reportaron en Islas Baleares (4,28%), Melilla (4,65%) y Cantabria (4,91%)
(VPM, 2021; Ministerio de Sanidad, 2020a)

Cerca de 408.000 personas presentaron diabetes en el 2021 en la CCAA de Madrid, lo que
representa entre un 8 y 10% de la poblacion adulta. Siendo mayor la prevalencia en hombres
(12,3%) que en mujeres (6,4%) (Comunidad de Madrid, 2022). En el mismo afio las Islas
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Canarias registro casi 174.000 pacientes con diabetes, Navarra cerca de las 38,312 personas
(10% de la poblacion adulta) (VPM, 2021). La CCAA de Valencia reporto aproximadamente
427.932 personas con diabetes en 2021, lo que representa el 8,2% de la poblacion mayor de 18
afios. Si los datos se separan por provincias, se obtiene Valencia esta a la cabeza con 210.872
personas, seguido de Alicante con 169.923 y Castellon con 47.137 personas diagnosticadas con
diabetes (Valencia plaza, 2021)

La mayoria de las CCAA no presentan datos actualizados, como es el caso de la CCAA de

Extremadura cuya Ultima actualizacion de datos fue en el 2019 con una cifra de 84,330
personas con diabetes segun el plan integral de diabetes en Extremadura 2020 — 2024 (Junta de
Extremadura, 2020). Mediante notas de prensa se pueden saber datos en otras CCAA, como es
el caso de Castilla y Leon donde reportan que son mas de 300.000 mil personas con diabetes
en 2021 (Martinez-Miguel, 2022) y Cantabria con una cifra aproximada de 45.000 personas
con diabetes para el mismo afio.

En Galicia segun la encuesta Europea de Salud 2020 hay registrados 1,129 hombresy 1,231
mujeres con diabetes en dicho afio (INE, 2020). Segun los Indicadores Clave de Sistema
Nacional de Salud (INCLASNS) del 2020, dicha CCAA presento una prevalencia media de
7,33% (Ministerio de Sanidad, 2020a). Segun notas de prensa cerca de 91.763 gallegos son los
afectados por la diabetes, siendo la CCAA con mas personas sin diagnosticar la enfermedad (El
progreso, 2022). Esto puede ser un reflejo de las consecuencias que puede traer consigo la
obesidad mantenida en el tiempo. El Instituto Nutricional de la Poblacién Espafiola (ENPE),
pone en manifiesto en una de sus mas recientes publicaciones que la region de Andalucia y
Galicia presentan la mayor tasa de obesidad (26,7% para ambas), seguido del principado de
Asturias (26,2%) y la region de Murcia (25,7%) (Pérez-Rodrigo et al., 2022). Puntualmente, en
Galicia aproximadamente 849.000 persona adultas presentan sobrepeso, 1o que supone un
39,2% de la poblacion. Ademas, el 16,5% son personas con obesidad, es decir,
aproximadamente 357.200 gallegos adultos (INE, 2020).

1.8.3.1 Coste sanitario de la DMT2 en Espaiia

Para evaluar la carga econdmica que representa la DMT2 en nuestra sociedad, tenemos
que tener en cuenta que hay tres tipo de costes: i) costes directos sanitarios, son pagados por el
sistema nacional de salud, cubre medicacion, visitas sanitarias, pruebas y hospitalizacion; ii)
costes directos no sanitarios, en este van incluidos los cuidados personales formales y no
formales, servicios sociales, transporte al centro sanitario o adaptacion de las infraestructuras;
iii) costes indirectos, que esta constituidos por la pérdida de productividad laboral a causa de la
mortalidad prematura o morbilidad. Sabiendo que la DMT2 es una enfermedad crénica y que
su prevalencia aumenta considerablemente, Espafia tiene un gasto aproximado de 5.809
millones de euros anuales (8,2% del total de presupuesto del sistema nacional de salud), de los
cuales 2.143 millones de euros son debido a las complicaciones de la enfermedad. Cabe
mencionar que hay un coste indirecto que ronda los 2.800 millones de euros anuales (FEDE,
2021). Haciendo un analisis individualizado, un paciente que lleve un buen control de la glucosa
puede suponer un coste de 883 euros anuales al sistema nacional de salud, mientras que una
persona que no lleve un control adecuado puede rondar los 2.133 euros anuales (Salinas, 2021).

La diabetes es un importante problema de salud para Espafia no solo por la alta morbilidad
asociada a la propia enfermedad y a sus complicaciones sino también por la gran utilizacion de
recursos sanitarios que supone esta patologia. Los pacientes con diabetes tienen una pérdida de
expectativa de vida de hasta 15 afios, principalmente por problemas cardiovasculares. Las
enfermedades cardiovasculares es la comorbilidad mas comdn de la DMT2 y es la causa méas

22



Introduccién

frecuente de hospitalizacion en el territorio espafiol, suponiendo un 14% de los ingresos del
sistema nacional de salud, representa 11,9% de los ingresos al afio por cada 1000 habitantes
(Ministerio de Sanidad, 2022a). Solo en la CCAA de Madrid, haciendo el célculo promedio del
coste de las enfermedades macro y microvasculares, por paciente se gasta alrededor de 4.121,54
euros, de los culés el 66% es debido a las complicaciones macrovasculares asociadas a la DMT2
(FEDE, 2021).

La diabetes es también la principal responsable de las amputaciones no traumaticas y
ceguera en edad laboral. De las 19 CCAA de Espafa, solo 7 presentan datos actuales sobre
cifras de retinopatia diabética y amputaciones y presentan una tasa de amputaciones de
miembros inferiores de 2,9 cada 1000 diabéticos (Ferro, 2022). La CCAA de Valencia es la que
presenta mayor numero de amputaciones segun las cifras del Gltimo afio, mientras que las Islas
Canarias son las que presentan mayor nimero de retinopatia diabética (Tabla 1.5)(VPM, 2021).

Puntualmente en Galicia se sabe gracias a notas de prensa que del total de amputaciones
no traumaticas entre un 40% y 70% estan relacionadas con la diabetes. Asi mismo, el 84% de
las amputaciones que se producen en pacientes con diabetes, se debe a ulceras o pie diabético.
El coste hospitalario de cada amputacion supone cerca de 25.000 euros por paciente (Ferro,
2022).

Segun el informe anual del sistema nacional de salud en 2019, Espafia se gast6 1.705.327,5
millones de euros en el grupo de farmacos usados en diabetes, siendo el grupo que factura un
mayor importe de venta al pablico (Ministerio de Sanidad, 2022a). Puntualmente en 2021
Galicia, presento un gasto en farmacos de 781,1 millones de euros, un 5,8% mas que en el afio
2020. Dentro de este gasto, la diabetes es el area terapéutica en la que se destina mayor
inversion, destindndose un 22% (Ferro, 2022).

Tabla 1.5. Porcentaje de retinopatia diabética y cifras de amputaciones de miembros inferiores en algunas
CCAA de Espafia

Poblacion - Retinopatia Amputacioén de

e Diabética S0 Diabétrca mieF:nbro inferiores
Aragén 84,300 2021 1% 110 (75%*)
Extremadura 84,330 2019 9,54 % 161 (79%*)

Islas Canarias 174,000 2021 19% 365 (78%*)
Navarra 38,312 2021 1% 90 (83%*)

Pais Vasco 93,500 2020 8% 261 (89%*)

Region de Murcia 102,167 2018 13% 198 (78%*)
Valencia 427,932 2021 1% 697 (82%*)

CCAA: Comunidad Autonoma. * porcentaje de amputaciones que ocurrieron en el sexo masculino.
Fuente: Elaboracion propia a partir de Variaciones en la practica médica, ciencia de datos 2021(VPM, 2021)

La falta de informacion sobre la DMT2 se traduce en falta de adherencia al tratamiento, lo
que conlleva costes para el sistema sanitario y aumento de cifras de muertes. En 2021 se
registraron entre 6 y 7 millones de muertes a causa de la diabetes en todo el mundo.
Concretamente se estima que en Espafria al dia fallecen una media de 70 personas a causa de
esta enfermedad (FID, 2021). En 2020, se produjeron 493.776 defunciones, donde 11.297
muertes se atribuyen a la diabetes y sus complicaciones. Dentro de las muertes por diabetes,
5.084 fueron en poblacion masculina, mientras que 6.213 en poblacion femenina (INE, 2020).

Segun registro INCLASNS del 2020, las CCAA con mayor tasa de mortalidad prematura
ajustada por edad fueron Ceuta con 21,83 y Melilla con 18,24 defunciones por cada 100000
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habitantes. Mientras que las CCAA de Madrid con 2,1 y Galicia con 2,9 son las que presenta
menor mortalidad a causa de la diabetes (Figura 1.8). Cabe mencionar que, en la CCAA de
Galicia, se producen menos fallecimientos en el sexo femenino (1,64 por 100000 habitantes)
que en el sexo masculino (4,42 por 100000 habitantes)(Ministerio de Sanidad, 2020a).

Conocer la tendencia de la mortalidad de la DMT2 es primordial para establecer politicas
sanitarias que mejoren la salud de la poblacién e intentar disminuir las desigualdades entre
comunidades autdnomas. Realizar un seguimiento adecuado y educar al paciente frente a la
enfermedad que padece podria haber evitado unas 18,400 muertes, segin declaraciones del
presidente de la Federacion Espafiola de Diabetes Juan Francisco Peran, en la rueda de prensa
del dia mundial de la diabetes.

4,09 359 437
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5,43 4,22 3,96
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4,82 ‘

5,03 -
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Figura 1.8. Tasa de mortalidad prematura por diabetes mellitus, ajustada por
edad, por 100000 habitantes en 2020 segun comunidades autonomas de Espafia
Fuente: imagen modificada de INCLASNS 2020. Ministerio de Sanidad, Consumo y

Bienestar Social.

1.9. MICROBIOTA INTESTINAL
1.9.1. Composicion y Funcion

La MI es el término que recibe el ecosistema dindmico y complejo compuesto
mayoritariamente por bacterias y otros comensales como argueas, hongos, virus y protistas que
residen en el intestino humano (Matijasi¢ et al., 2020). Durante los Gltimos afios, estudios
cientificos corroboran que la Ml juega un papel importante en el organismo humano, se sabe
que la interaccidn entre la dieta y la MI es mutua ya que actta sobre los nutrientes digeridos y
al mismo tiempo, estos tienen un impacto fuerte en la composicion de esta.

Actualmente, la capacidad para estudiar la composicion de la MI ha mejorado
sustancialmente, gracias a métodos de secuenciacion de alto rendimiento. La secuenciacion del
gen del ARN ribosomico (ARNr)16S es un enfoque habitual, ya que este gen se encuentra en
todas las bacterias y arqueas, y contiene nueve regiones variables (V1 — V9) que permite
distinguir facilmente entre las diferentes clasificaciones taxondmicas bacterianas (Meijnikman
etal., 2018); Chakaroun et al., 2020; Fan & Pedersen, 2020). Gracias a estudios metagenémicos
(estudio del material genético de dichos microorganismos), se sabe que la MI consta de mas de
1500 especies, distribuidas en 5 filos, principalmente: Bacteroidetes y Firmicutes,
Proteobacterias, Actinobacteriay Verrucomicrobia. En una persona sana, el 90% de las especies
bacterianas presentes, pertenecen a los filos de Bacteroidetes y Firmicutes, seguido de
Proteobacterias, Fusobacterias, Tenericutes, Actinobacteria y Verrucomicrobia (Icaza-Chavez,
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2013; Kim & Jazwinski, 2018; Lopez-Goiii, 2018). Cabe decir que, aunque el filo
Proteobacteria se relacione con un estado de salud en el individuo, se ha encontrado que podria
ser un marcador potencial de alteracion en la MI, puesto que se localiza en mayor porcentaje
en individuos con riesgo de enfermedad (Shin et al., 2015).

La Ml varia a lo largo del tracto intestinal y su crecimiento esta condicionado por factores
como el pH, la concentracion de oxigeno y la disponibilidad de nutrientes (Figura 1.9)(Fan &
Pedersen, 2020). Una MI saludable se caracteriza por tener un mayor nimero de especies
identificadas que habitan establemente en un nicho y que son capaces de convivir en un estado
de equilibrio caracterizado la relacién de comensalismo y mutualismo con el huésped, de modo
que tanto el hospedador como sus huéspedes se ven beneficiados por la simbiosis y que, al
mismo tiempo, se ve asociada con el estado de salud del hospedador. En el caso contrario
encontramos el termino disbiosis, que se define como un desequilibrio que implica perturbacion
del estado de simbiosis y se reconoce por cambios cualitativos y/o cuantitativos en la
composicion y funciones de la MI. La disbiosis se caracteriza por la pérdida o representacion
insuficiente de especies beneficiosas y un aumento de la abundancia de especies patobiontes o
patdgenos oportunistas (Kinashi & Hase, 2021) .

. >
.-*" Estémago (pH 1-2)
g Lactobacillus,  Helicobacter  pylori,
Prevotella.

Intestino delgado
Duodeno, Yeyun (pH 5,7- 6,4): Actinobacterias,
enterococos, lactobacilos.

Intestino grueso (pH 5,5-6,8): Ciego, Colon
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus y
Ruminococcus

fleon (pH 7.3 - 7,7): Clostridium, Enterococcus,
Bacteroidetes, Lactobacillus

Figura 1.9. Composicién de bacterias segun el tramo del tubo digestivo
Fuente: Elaboracion propia.

Una de las funciones principales de la MI es asegurar los nutrientes para las células
intestinales y metabolizar los productos no digeridos de la dieta, como es el caso de las proteinas
y la fibra dietética (Adak & Khan, 2019). También cumple otras funciones como ayuda a
obtener energia a partir de carbohidratos no digeribles e interviene en la sintesis de vitaminas
(Yang et al., 2021). Ademaés, la Ml tiene una comunicacion directa con la barrera intestinal,
mediante una interaccion coordinada y compleja realizan diferentes mecanismos
inmunolégicos y no inmunoldgicos que contribuyen en la homeostasis y salud del cuerpo
humano (Di Tommaso et al., 2021).

1.9.2 Estructuray funcién de la barrera intestinal

La barrera intestinal representa una unidad funcional responsable de dos funciones
primordiales para la supervivencia del individuo: permitir la absorcion de nutrientes y defender
al organismo de la penetracién de macromoléculas no deseadas. Dicha barrera estd compuesta
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por tres capas: |. Capa mucosa; Il. Epitelio Intestinal y I1l. Lamina propia o capa interior. De
forma resumida las funciones que cumple cada capa son las siguientes:
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1)

1)

1)

La capa mucosa se encuentra recubriendo el epitelio intestinal, estd compuesta por
moco, agua Yy glicocalix secretado por células caliciformes o células Goblet. La
funcion que desempefia dicha capa es proteger las células intestinales de los agentes
externos, evitando o previniendo la adherencia de bacteriana y facilitar la absorcion
de nutrientes (Paone & Cani, 2020).

El epitelio intestinal estd formado por una monocapa polarizada de células
individuales epiteliales conectadas entre si y unidas a la membrana basal mediante
complejos proteicos que proporcionan al epitelio la estructura y la actividad
necesaria para llevar a cabo bien sus funciones. Mediante esta capa se regula el
transporte de agua y de los nutrientes a los tejidos de huésped gracias a procesos de
transporte activo o pasivos desde la luz intestinal al interior de la mucosa, desde
donde pueden acceder al torrente circulatorio.

La lamina propia se encarga de hacer una distincion entre agentes patdgenos,
microorganismos comensales y antigenos inocuos para generar una respuesta
inflamatorio local adecuada en el caso de que exista una alteracion estructural de la
barrera epitelial. La primera respuesta inmunitaria que se activa es inespecificay es
llevada a cabo por el sistema inmunitario innato, formado macréfagos, celulas
dendriticas, células epiteliales y células Natural Killer. Dichas células reconocen
patrones asociados a patdégenos. La segunda respuesta inmunitaria que se activa es
la especifica y es llevada a cabo por el sistema inmunitario adaptativo, donde se
incluyen los linfocitos T y B que inducen a la respuesta especifica y de memoria
frente a ciertos antigenos.

La integridad de estas estructuras es necesaria para el mantenimiento de la funcion de la
barrera intestinal normal (Figura 1.10A), la desregulacion de cualquiera de los componentes
antes mencionados se ha visto implicado en trastornos gastrointestinales, como el sindrome del
intestino irritable, el crecimiento excesivo del intestino delgado y la intolerancia alérgica a los
alimentos. Cabe mencionar que la disbiosis en la MI favorece el sobrecimiento de patégenos y
la inhibicion de bacterias simbi6ticas, lo cual genera una degradacion del moco intestinal
permitiendo la permeabilidad de la barrera intestinal (Figura 1.10B) (Yang, 2021). En
condiciones de normales el aumento de la permeabilidad es insuficiente para causar enfermedad
intestinal, ya que la barrera epitelial tiene la capacidad de restablecerse una vez ha cesado el
estimulo inductor. Sin embargo, en ciertas condiciones patoldgicas, la capacidad de
autorregulacion se puede perder y contribuir el incremento de la permeabilidad, facilitando la
inflamacién intestinal crénica.
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Figura 1.10. Composicion de la barrera intestinal. A) barrera intestinal en eubiosis, B) barrera
intestinal en disbiosis. AGCC: acidos grasos de cadena corta; LPS: lipopolisacaridos.
Fuente: Elaboracion propia.

1.9.3. Factores que afectan a la Microbiota Intestinal

La dieta es uno de los principales factores que modulan la composicion de la Ml, influye
directamente en la homeostasis y en los procesos biologicos del huésped a través de los
metabolitos derivados de la fermentacion microbiana de los nutrientes, puntualmente mediante
los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) (Gentile & Weir, 2018). Algunas dietas como por
ejemplo la dieta occidental, caracterizada por su alto contenido en grasas totales, proteinas
animales y azucares refinados generan una disbiosis (desbalance del equilibrio microbiano del
microbiota normal) en la MI, aumentando bacterias como Bacteroides spp y Ruminococcus
torques, Enterobacterias, Bilophila, Alistipes y Akkermansia y disminuyendo otras como
Bifidobacterias, Roseburia, Eubacteriaum rectale, Lactobacillus y Prevotella (Rinninellaet al.,
2019). Por el contrario, las dietas vegetarianas estan relacionadas con la salud, la variacién de
las especies y el predominio de Firmicutes y Bacteroideetes. Por ejemplo, el consumo de fibra
dietética es esencial para mantener la integridad de la funcion de la barrera mucosa del intestino
(Hervert-Hernandez, 2021).

La edad del huésped es otro de los factores que influye significativamente a la composicion
de la MI. Los cambios en los habitos alimentarios con el proceso de envejecimiento pueden
estar relacionados con los diversos estilos de vida y cambios fisiol6gicos. Cambios como la
disminucion de la denticion y funcion salival, disminucion de la digestion y absorcion, asi como
cambios en el apetito y el consumo de medicamentos. De forma general la Ml de las personas

27



Laura I. Sinisterra Loaiza

mayores se caracteriza por una disminucion de la diversidad microbiana, especies productoras
de AGCC y un aumento de patdgenos oportunistas (Biagi et al., 2016; Biagi et al., 2017).

El material genético del huésped afecta la riqueza de especies y la abundancia de taxones
individuales y también contribuye a la variacién en la susceptibilidad a los patdgenos. Estudios
realizados han demostrado que filos como Firmicutes, Actinobacteria, Tenericutes y
Euryarchaeota son heredados (Garmaeva et al., 2019).

La ingesta de antibidticos se considera un arma de doble filo debido a que destruye tanto
las bacterias beneficiosas como los patdgenos, o que promueve una alteracion de la MI. Los
efectos de los antibidticos en la MI dependeran del tipo, la duracién del tratamiento y la dosis.
Por ejemplo, el uso prologado de clindamicina provoca cambios en la microbiota sin
recuperacion de la variedad Bacteroidetes. Tratamientos con vancomicina provoca la reduccion
de Bacteroidetes, Fuminococcus y Faecalibacterium, pero aumenta las especies de
Proteobacteria (Jernberg et al., 2007; Isaac et al., 2017).

El estilo de vida del huésped también influye en la Ml, por ejemplo, se ha demostrado que
el ejercicio o actividad fisica conduce a un aumento de la diversidad de la MI. Investigaciones
en humanos han demostrado que el ejercicio aumenta las concentraciones de Lactobacillus,
Bifidobacterium y Akkermansia (Clarke et al., 2014). Y esta claro que la ingesta de bebidas
alcohdlicas y el consumo de cigarrillos afectan la MI.

1.9.4. Microbiota intestinal y obesidad

Numerosos trabajos publicados han demostrado que la MI, y mas concretamente los
cambios en su composicion y diversidad, juegan un papel importante en el desarrollo de
trastornos metabdlicos, especialmente en la obesidad y la diabetes (Andersson et al., 2008;
Jang et al., 2008; Klindworth et al., 2013). La MI se reconoce cada vez mas como una parte
fundamental que vincula los genes, el medio ambiente y el sistema inmunitario; involucrada
en la regulacién de la funcion metabdlica, el desarrollo de inflamacién de bajo grado y la
regulacion del equilibrio energético (Alvarez et al., 2021).

Estudios realizados tanto en animales como en seres humanos han demostrado cambios en
la composicion y funcién metabdlica de la MI. Cuando existe un exceso de grasa las
concentraciones coldnicas de Firmicutes aumentan mas de un 50% mientras que las de
Bacteroides disminuyen correlativamente comparado con sujetos normopeso (Cheng et al.,
2012; Saad et al., 2016). Al igual que se ha descrito que la composicion de la Ml de individuos
obesos se caracteriza por una disminucién de géneros como Akkermansia, Alistipes,
Faaecalibacterium y Oscillibacter (Castaner et al., 2018; Thingholm et al., 2019)y un aumento
de Staphylococcus y Clostridium (Collado et al., 2010; Santacruz et al., 2010; Damms-Machado
et al.,, 2015; Remely et al., 2015), Akkermansia muciniphila, se encuentra asociada al
mantenimiento de la barrera intestinal, el aumento de esta bacteria se relaciona positivamente a
latolerancia a la glucosa y la accién adecuada de la insulina (Abugwider et al., 2021). Alistipes,
es productor de propionato, que sirve como fuente de energia para las células epitelailes,
también se transfiere al higado donde desempefian un papel importante en la gluconeogénesis
y también de acetato que es esencial para el crecimiento de mas bacterias, mientras que
Faaecalibacterium y Oscillibacter son productoras de butirato, el cual se ha relacionado con
efectos antiinflamatorios.
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1.9.5. Microbiota intestinal y DMT?2

Numerosos estudios han demostrado una asociacion significativa entre los cambios en el
perfil de composicion de la Ml y el desarrollo de diabetes (Sharma & Tripathi, 2019; Singer-
Englar et al., 2019; latcu et al., 2021; Lau et al., 2021; Yang et al., 2021). A pesar de la variedad
de estudios entorno a este tema, sigue sin estar claro si los cambios en la Ml es la causa o la
consecuencia de dicha patologia, lo que si esta claro es que su composicion tanto de abundancia
como de diversidad es un indicativo de enfermedad o salud.

En cuanto a la composicion de la Ml en la patologia de la DMT2, estudios de casos frente
a controles basados en el analisis del metagenoma han observado una disbiosis entre los
pacientes con DMT2. Esto ocurre por la destruccion de la barrera intestinal, alimentos ricos en
grasas y azucares, ademas de inducir a la obesidad aumentan la permeabilidad intestinal
(Chassaing et al., 2015). Al igual que se ha demostrado que las alteraciones en la composicion
de la MI estan relacionadas con la translocacion bacteriana y endotoxemia metabolica de
lipopolisacéridos (LPS), la cual desencadena una respuesta inflamatoria caracteristica de la
DMT2 (latcu et al., 2021). Los LPS promueven el estado inflamatorio debido a que son
reconocidos por receptores de membrana de Cluster de diferenciacion 14 (CD14) y el receptor
tipo Toll 4 (TLR4), los cuales son expresados en la superficie de la membrana plasmatica de
los macréfagos; este reconocimiento activa la ruta de sefalizacién del factor nuclear
potenciador de las cadenas k de las células P activadas (NF-kP) lo que lleva a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6) (Croci et al., 2021). También, la hiperglucemia
presente en personas con DMT2, inhibe la integridad de las uniones estrechas y las conexiones
adhesivas de forma bidireccional e independiente del transportador GLUT-2, lo que acelera la
destruccion de la barrera intestinal (Thaiss et al., 2018).

Mediante el anélisis de metagenoma en poblacidn europea, se ha visto que pacientes con
DMT2 presentan una descompensacion entre los filos Bacteroidetes y Firmicutes (Mazloom et
al.,, 2019). Las personas con dicha patologia presentan una mayor abundancia
de Lactobacillus gasseri, Streptococcus mutans y Escherichia coli, bacterias que pueden
secretar enzimas metabolicas y generar la lisis de la mucina contribuyendo en la destruccion de
la barrera intestinal. Por el contrario, en el perfil metagenémico de personas con DMT2 se ha
visto una disminucion en la abundancia de bacterias productoras de butirato, incluidas
Roseburia, Eubacterim eligens, Bacteroidetes intestinalis y algunas especies de Clostridium,
Bifidobacterium, Bacteroides y Faecalibacterium, bacterias que se asocian positivamente con
una mayor sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos (Karlsson et al., 2013; Yang et
al.,, 2021). Al igual que la falta de bacterias como A. muciniphilay Faecalibacterium
prausnitzii, dejan sin proteccion la barrera intestinal y se asocian directamente con el riesgo de
SM (Zhou et al., 2021).

De igual forma, se ha demostrado que existen bacterias que ejercen un papel protector al
disminuir el riesgo de desarrollar diabetes, mediante la reduccion de los marcadores
proinflamatorios y el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal. Bacterias como
Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus plantarumy Lactobacillus  casei, Roseburia
intestinalis, A. muciniphila y Bacteroides fragilis, han demostrado que mejoran el metabolismo
y la sensibilidad a la insulina y suprimen las citocinas proinflamatorias (Yoon et al., 2021).

En resumen, cada vez mas estudios que demuestran que la composicion de la Ml esta
estrechamente relacionada con la DMT2. La disbiosis en la microbiota intestinal conduce a la
disminucion de la fluctuacion de los factores biogquimicos y el contenido de AGCC, acidos
biliares, péptidos reguladores endocrinos (PYY, GLP-1), y el aumento del contenido de LPS en
sentido inverso, induciendo posteriormente la aparicién de Rl y DMT2. Al mismo tiempo
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dichos estudios han demostrado que una cantidad adecuada de AGCC exhiben efectos
beneficiosos sobre el metabolismo de la glucosa a través de multiples vias, incluida la
activacion de los receptores de hormonas intestinales. Puntualmente, los acidos grasos de
cadena corta pueden unirse al receptor acoplado a la proteina G 41 y 43 (GRP-41 y GRP43),
expresado en células L enteroendocrinas, estimulando la liberacion de péptidos similar al GLP-
1y péptido YY (Fan & Pedersen, 2021). El aumento de GLP-1 promueve la secrecion de
insulina dependiente de la glucosa, la biosintesis de la insulina, la inhibicion de la secrecion del
glucagon disminuye la inflamacion y la apoptosis (Muller et al., 2019),mientras que el PYY se
relaciona con el aumento del transito intestinal y la reduccion del apetito (Stahel et al., 2019).

Es por lo que una MI equilibrada no solo podria promover un metabolismo adecuado del
cuerpo, sino que también, podria fortalecer la funcion inmunoldgica dado que representa un
importante factor modificable que hay que tener en cuenta al desarrollar enfoques de medicina
de precision para prevencion y/o retrasar la DMT2.

1.9.6 Opciones para modular la Ml en estado de DMT2.
Existen varias estrategias terapéuticas para equilibrar el ecosistema intestinal, algunas de
ellas pueden ser:

1.9.6.1 Dieta

La MI responde répidamente a los cambios en los patrones dietéticos, probablemente
como consecuencia de la disponibilidad de nutrientes, aunque los cambios son sutiles dentro de
la composicion global, ya que se ha demostrado que los enterotipos seran diferentes cuando la
dieta habitual es mantenida por un plazo largo (Wu et al., 2011).

Es por esto que, una dieta equilibrada en la que se incluyan proteinas, carbohidratos y
grasas es el método mas adecuado para modular el microbiota intestinal. Se sabe que el
consumo de proteinas de origen animal genera el enriquecimiento de baterias tolerantes a la
bilis, tales como Alistipes, Bilobhila y Bacteroidetes y la disminucion de bacterias que son
capaces de metabolizar polisacaridos de origen vegetal como Roseburia, R. bromii y E. rectale
(David et al., 2013). EI consumo de carbohidratos (digeribles y no digeribles) accesible para la
microbiota que forma parte de la fibra dietética, se asocia con un enrigquecimiento de
Bifidobacterium y una inhibicién del crecimiento de Clostridia. En cuanto al bajo consumo de
grasas en la dieta se sabe que favorece el aumento de Bifidobacterium observandose
reducciones en la glucosa en ayunas y la cantidad de colesterol total circulante (Eid et al., 2014).

1.9.6.2 Probidticos y Prebidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que se consideran seguros y aumentan la
vida saludable de una persona cuando se toman en una cantidad adecuada. Dichos
microorganismos demuestran permanecer activos y vitales en el ambiente intestinal y
resistentes al ambiente gastrointestinal (Kim et al., 2019a). Mientras que los prebi6ticos son
ingredientes alimentarios no digeribles que estimulan selectivamente el crecimiento y la
activacion de especies bacterianas en el intestino que tienen una influencia positiva en la salud
del organismo del huésped (Quigley, 2019).

La suplementacion con probidticos y prebidticos pueden mejorar la funcion de la barrera
intestinal y mantener la homeostasis inmunoldgica. Bacterias como A. muciniphila, Bacteroides
thetaiotaomicron , F. prausnitzii y Bifidobacterium longum, protegen la barrera intestinal y
suprimen la inflamacién al promover la diferenciacién de las células caliciformes, aumentando
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el espesor de la capa mucosa y mejorando la funcion de las uniones estrechas (Castaner et al.,
2018).

1.9.6.3 Trasplante de Microbiota Fecal

El trasplante de materia fecal (TMF), es el proceso de trasplante de microrganismos
fecales de personas sanas a pacientes que presentan una patologia concreta, con el fin de
manipular la composicion de la microbiota del destinatario y contribuir al tratamiento (Garcia-
Garcia-de-Paredes et al., 2015). Los TMF tiene un buen efecto terapéutico y una baja incidencia
de reacciones adversas graves. Estudios previos han demostrado que la trasferencia de bacterias
intestinales de donantes sanos hacia receptores con DMT2, pueden aumentar la sensibilidad a
la insulina y la diversidad de la M1 (Cai et al., 2018).

1.9.6.4 Farmacos

La metformina es uno de los medicamentos mas utilizado en el tratamiento para la
DMT?2. Estudios cientificos han demostrado que dicho medicamento no solo presenta ventajas
para el control de hiperglucemia, sino que también modifica la composicion de la Ml
favorablemente mediante la secrecién de GLP-1y la supresion de &cidos biliares séricos, que
se correlacionan positivamente con los cambios en la relacion Bacteroidetes/Firmicutes
(Sharma & Tripathi, 2019). También se ha demostrado que la metformina presenta la capacidad
de inducir la expresion de mucinas similares a la bacteria Akkermansia muciniphila.

1.10. INFLUENCIA DE LA GENETICA

Actualmente vivimos en una epidemia mundial de diabetes, obesidad y SM, cada una creada
por interacciones complejas entre el medio ambiente y la genética. Se sabe que la etiologia de
la diabetes es muy diversa y los factores de riesgo tanto ambientales como genéticos son
distintos para cada tipo de diabetes. Genéticamente se diferencian dos tipos de diabetes, por un
lado, la monogénica, causada por la modificacién de un Unico gen 'y, por otro lado, la poligénica,
causada por modificaciones en un amplio numero de genes relacionados con la sintesis y
metabolismo de la glucosa. Por ejemplo, la DMT?2 esta dentro de la diabetes poligénica.

Como se ha venido explicando a lo largo de este trabajo, se sabe que los factores
ambientales como la dieta y el estilo de vida tienen mas peso en el desarrollo de la DMT2 que
la carga genética, sin embargo, existen razones bien fundamentadas para pensar en la influencia
genética en el desarrollo de esta patologia. Se sabe que cerca del 40% de los pacientes con
DMT?2 tienen al menos un familiar que también presenta la patologia. También se ha visto que
los hijos de pacientes diabéticos tienen alterado el metabolismo no oxidativo de la glucosa,
presentando resistencia a la insulina afios antes de que la hiperglucemia se manifieste (Doria et
al., 2008). Ademas, se sabe que la prevalencia de la DMT2 es diferente en los distintos grupos
étnicos, aunque estos convivan en una misma zona (Golden et al., 2019).

El desarrollo y avance de la biologia molecular permite que se realicen diferentes estudios
entorno al genoma humano, especialmente en estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus singlas en inglés), mediante el cual se han identificado al menos 80 regiones
génicas (genes y variantes genéticas) implicadas en el riesgo de desarrollar DMT2 (Huerta-
Chagoya et al., 2016). Entre la lista de los genes que se ha analizado con mayor frecuenciay en
los que se encuentra una constante asociacion al desarrollo de DMT2, se encuentran variables
como TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8,
JAZF1 y HHEX. Todos estos genes estan implicados en procesos del metabolismo de los
carbohidratos y de los lipidos y relacionados con el efecto de la proliferacion, generacion y

31


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/akkermansia

Laura I. Sinisterra Loaiza

apoptosis de las células B pancreaticas (Figura 1.11) (Lyssenko et al., 2008; Bankura et al.,
2022).

Hasta el momento el gen mas estudiado en cuanto a los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) es el gen TCF7L2, también conocido como TCF-4 o proteina que interactia
con [B-catenina. Clinicamente los individuos portadores del genotipo TCF7L2 tienen una
secrecion de insulina reducida y estadisticamente los portadores de los alelos homocigotos de
riesgo tienen el 12% mas de probabilidad de desarrollo de DMT2 (Doria et al., 2008). El
siguiente SNP mas estudiado y relacionado con la DMT2 es el transportados de membrana de
zinc que se expresa en muchos de los islotes pancreaticos (SLC30A8), las células que
sobreexpresan este gen, muestran una mayor secrecion de insulina estimulada por glucosa
(Tamaki et al., 2013). El polimorfismo rs13266634 de dicho SNP se asocid con la funcion
reducida de las células  y con un aumento del 14% en la abundancia de la diabetes cuando se
porta el alelo de riesgo (C) (Rutter & Chimienti, 2015).

En la actualidad, los estudios genéticos pueden facilitar la identificacion del riesgo a
padecer DMT?2 y estableces un puente hacia las estrategias terapéuticas adecuadas para cada
caso. La identificacién adecuada de variantes patogenicas y una mejor compresion en las
interacciones de los genes y de estos con el medio ambiente mejoraran la compresion de la
fisiopatologia de la DMT2, asi como las aplicaciones clinicas de los marcadores genéticos
predictivos disponibles y la futura aparicién de genes, en consecuencia, mejorara el manejo
clinico de la diabetes, dando calidad de vida a los pacientes.
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Figura 1.11. Variantes genéticas implicadas en el desarrollo de la Diabetes Mellitus Tipo 2
Fuente: Modificada de informe de resultados DIABETES Predict (PATIA).
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En el caso de la obesidad, la evidencia cientifica ha puesto en manifiesto que los factores
genéticos estan relacionados directamente en el 50 — 70% de casos de obesidad. La obesidad es
una patologia compleja que presenta interaccion con maltiples variables genéticas y el ambiente
(Gonzalez Jiménez, 2011). Algunos de los principales genes que se encuentran implicados en
el desarrollo de obesidad codifican péptidos orientados a transmitir sefiales de hambres y
saciedad, crecimiento y diferenciacion de adipocitos y genes implicados en el control del gasto
energético (Farooqi, 2011).

Segun la etiologia se puede clasificar en tres grupos los genes implicados en el desarrollo
de esta patologia. El primero, obesidad monogénica. Este tipo de obesidad se debe a mutaciones
localizadas en un Unico gen heredado de forma mendeliana y representa entorno al 5% de los
casos de obesidad no Servera (Martos-Moreno et al., 2017). Entre ellos se encuentra, uno de
los genes méas conocidos relacionados con la obesidad, el gen FTO, que se ha encontrado
asociado al indice de masa corporal y al riesgo de obesidad en diversas poblaciones (Mizuno,
2018). Los estudios han sugerido que las variaciones en el gen FTO pueden conducir a un mayor
riesgo de obesidad al alterar la regulacion del apetito, el gasto energético y el procesamiento de
las grasas alimentarias (Cecil et al., 2008). Igualmente, se pueden encontrar genes como el
receptor 4 de la melanocortina (MC4R), que interviene en la regulacion del apetito y el
equilibrio energético (Khera, 2019), el gen Proopiomelanocortina (POMC), que desempefia un
papel en la regulacion de la ingesta de alimentos y el gasto energético, o el gen de la leptina
(LEP), relacionada con la obesidad, ya que a través de su union al receptor de leptina (LEPR),
envia la sefial de saciedad al cerebro reduciendo la ingesta de alimentos.

El segundo, obesidad poligénica u obesidad comun, causada por modificaciones en un
amplio nimero de genes relacionados con la regulacion de la ingesta, el metabolismo de los
lipidos y la acumulacion del tejido adiposo. La obesidad poligénica representa entre el 40 —
70% de los casos de obesidad (Martos-Moreno et al., 2017). Se calcula que mas de 500 genes
pueden estar implicados en la regulacién del peso corporal y el almacenamiento de grasa, y que
cada gen contribuye s6lo en una pequefia proporcion al riesgo global de obesidad de un
individuo (Locke et al., 2015). El estudio realizado por Shungin y colaboradores (2015) y
publicado en la revista Nature Genetics, identificd 13 nuevos loci genéticos asociados a la
obesidad, descubriendo que estos loci estaban enriquecidos en genes implicados en el desarrollo
y la funcion del sistema nervioso central, asi como en el metabolismo de los lipidos y la
sefializacion de la insulina (Shungin et al., 2015).

En tercer lugar, se encuentra la obesidad sindrémica. La cual estd asociada a sindromes
genéticos o afecciones medicas como el sindrome de Prader-Will o el sindrome de Bardet-Biedl
que estan acompafiados de alteraciones hipotalamicas determinantes de su hiperfagia y por
consiguiente de su obesidad (Shungin et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

Teniendo que la obesidad combinada con factores ambientales es la principal causa en el
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y que la Comunidad Auténoma de Galicia
presenta una de las tasas mas altas de obesidad en Espafia, el objetivo general de esta tesis
doctoral es el estudio de los factores de riesgo de la poblacion gallega y la busqueda e
identificacion de biomarcadores predictivos para obesidad y DMT2.

Para alcanzar el objetivo principal se han marcado los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar si la puntuacion FINDRISC es valida para valorar el riesgo de desarrollar
DMT?2 en poblacion gallega.

2. Evaluar los parametros antropomeétricos y valores bioquimicos como factores de riesgo
para el desarrollo de DMT?2 en la poblacion gallega.

3. Evaluar si la genética relacionada con obesidad y DMT2 influye en el desarrollo de
dichas patologias en poblacion adulta gallega e identificar posibles biomarcadores
predictivos.

4. Evaluar las adecuaciones de la poblacién gallega en funcién de las ingestas dietéticas
de referencias para la poblacién espafiola.

5. Evaluar la relacién patogénica entre microbiota intestinal y enfermedades metabdlicas
e identificar posibles biomarcadores para la poblacién gallega. Andlisis enfocado desde
las variables de la influencia del indice de masa corporal, alteracién de los niveles de la
glucosa y la presencia de sindrome metabdlico.






3. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de tesis doctoral forma parte del proyecto “Obesidad y Diabetes en Iberoamerica:
Factores de riesgo y nuevos biomarcadores patogénicos y predictivos”, financiado por el
programa lberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CyTED), proyecto
IBEROBDIA (918PTE0540) y el Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades, a través
del programa estatal de I+D+I “programacién Conjunta Internacional” proyecto PCI2018-
093245, Para realizar este proyecto, se obtuvo la aprobacion del Comité de Etico del Sistema
de Salud de la Comunidad Auténoma de Galicia (SERGAS, Xunta de Galicia), con cddigo
2018/270 (Anexo 11).

El estudio siguid las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki en cuanto a la
privacidad y consentimiento informado (Asociacion Médica Mundial, 2017). Todos los datos
fueron tratados de acuerdo con la ley organica 3/2018, de 5 de diciembre, de proteccion de datos
personales y de garantia de los derechos digitales (BOE-A-2018-16673, 2018).

3.1. RECLUTAMIENTO DE VOLUNTARIOS

Los voluntarios fueron reclutados de forma presencial entre diciembre del 2018 y marzo del
2020, usando material de divulgacion en el que se incluyeron, folletos, volantes informativos y
anuncios en prensa local en diferentes localidades de la comunidad autonoma de Galicia
(Figura3.1). Ademas, se realizaron jornadas informativas gratuitas en Asociaciones de Amas
de Casa, Consumidores y Usuarios de las ciudades de Lugo y A Corufia. Se difundi6 la
informacion del proyecto entre el personal de la Universidad Santiago de Compostela (campus
Lugo) y durante el Dia Internacional de la Diabetes (14 de noviembre) se puso un stand
informativo en un gran centro comercial de la ciudad de Lugo.

Se cont6 con la colaboracidn y participacion de los familiares de la Asociacion de Diabetes
de las ciudades de Ferrol y La Corufia. Médicos del centro de salud de Betanzos y del centro de

salud del sagrado corazén de Lugo,
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consulta de atencion primaria. . ,'g:’ BAL
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encuestas de Microsoft Forms Figura 3.1. Mapa de distribucion de voluntarios que
(Office 365, Microsoft). participaron durante el reclutamiento.

Fuente: Elaboracion propia



Materiales y Métodos

3.2. PROTOCOLO DE RECLUTAMIENTO

Todos los voluntarios interesados en la participacidn del proyecto de investigacion leyeron la
“Hoja de Informacion al Participante” (Anexo IlI), donde se detallaron las condiciones de la
investigacion y objetivos del estudio. Igualmente, en dicha informacion se destacan el caracter
voluntario de la participacion, la posibilidad de abandonar el estudio cuando se desee y el
tratamiento anonimo de los datos con fines exclusivos de investigacion.

Para iniciar el proceso de participacion, cada voluntario debia firmar por duplicado el
“Consentimiento Informado” (Anexo 1V), el cual quedaba en custodia del jefe del grupo de
investigacion. Para dar cumplimiento a la Ley de Proteccion de Datos, a cada documento se le
asignd una codificacion combinando letras y nimeros para la posterior identificacion de las
muestras. Mediante este documento los voluntarios autorizaban la toma y entrega de muestras
bioldgicas y la realizacion de sus anélisis correspondientes.

Esta tesis doctoral fue divida diferentes segmentos para cumplir con los objetivos propuesto
anteriormente (Figura 3.2).

e En la primera parte se analizaron datos provenientes de encuesta FINDRISC (n=397).

e En la segunda parte se tomaron medidas antropométricas y se analizaron parametros
bioquimicos de la poblacion reclutada (n=102).

e En la tercera parte se analizaron las variantes genéticas relacionadas con la obesidad y
el desarrollo de DTM2 de las personas que presentaban factores de riesgo (n=90).

e Enlacuarta parte se realizé la valoracion de la dieta en funcion de las ingestas dietéticas
de referencia y los objetivos nutricionales para la poblacion espariola (n=108).

e Por ultimo, en la quinta parte se analizo el perfil taxonomico de la Ml (bacterias y
hongos) de los participantes con obesidad y que presentaban mayor riesgo de desarrollo
de DMT2 (n=79)
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Escala Antropometria y Variantes Resgistro Microbiota Micobioma
FINDRISC: Analisis Géneticas: nutricional: Intestinal: Intestinal:
prediccion de Bioquimicos: implicadas en la adecuacion a analisis cuantificacion
riesgo de DMT2  perfil glucémico y DMT2y las ingetas taxonémico realtiva

perfil lipidico obesidad recomendas

Figura 3.2. Secuencia lineal de los segmentos analizados de la presente tesis doctoral
DMT2: diabetes mellitus tipo 2; SM: sindrome metabodlico.
Fuente de imagen: elaboracion propia.
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3.3. PARAMETROS ANALIZADOS

3.3.1. Encuesta FINDRISC

Los voluntarios respondieron las 10 preguntas que comprenden dicha encuesta (Anexo V)
y segun la puntuacion obtenida se clasificaba con un riesgo para desarrollar DMT2 en un
periodo de 10 afios (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Puntuacién FINDRISC para clasificacion de personas segun el riesgo de desarrollo de DMT2

Riesgo de desarrollar diabetes en los

. " Desarrollan la enfermedad
préoximos 10 afos

Puntuacion Total

Menos de 7 puntos Riesgo Bajo (1%) 1 persona de cada 100
De 7 a 11 puntos Riesgo Escaso (4%) 1 persona de cada 15
De 12 a 14 puntos Riesgo Moderado (17%) 1 persona de cada 6
De 15 a 20 puntos Riesgo Alto (33%) 1 persona de cada 3
Mas de 20 puntos Riesgo Muy Alto (50%) 1 persona de cada 2

3.3.2. Antropometria

Para iniciar cada voluntario fue valorado fisicamente medinate el analisis antropométrico
y valoracion de tension arterial. Para los analisis antropométricos se utilizo el InBody 270
(Microcaya S.L., Bilbao, Espafia), el InBody S10 (Microcaya S.L., Bilbao, Espafia), un
tallimetro portatil (Leicester Height Measure, Manchester, UK) y una cinta métrica semirrigida
que fue utilizada para medir el perimetro de la cintura. A cada voluntario se le hizo entrega de
los resultados del inbody (informe tipo Anexo VI).

Para la toma del perimetro de cintura se dispuso la cinta métrica a la altura de la cintura
entre la décima costillay la cresta iliaca. Se le pedia al sujeto que respirara con normalidad y la
medicion se realizaba al final de una espiracion normal y con la musculatura relajada.

La talla fue tomada mediante el estadiémetro, para ello se colocé a los participantes en
posicion antropomeétrica con los pies juntos, la espalda en contacto con el tallimetro y la cabeza
en el plano de Frankfort. Los voluntarios posteriormente se clasificaron en funcion de su IMC
segun los criterios de la Sociedad Espafiola de Obesidad (SEEDO) (Tabla 3.2).

La toma de la mediad de la tension arterial sistolica (TAS) y diastolica (TAD) se realizo
con ayuda del esfigmomanometro manual minimus® Il (Riester, Jungingen, Alemania), junto
con el fonendoscopio Duplex® 2.0 (Riester, Jungingen, Alemania). La clasificacion de los
valores obtenidos se realiz6 segun los parametros estipulados por la Asociacion Americana del
Corazén (Tabla 3.3).

Tabla 3.2. Clasificaciéon de indice de masa corporal segun la Sociedad Espafiola de Obesidad

indice de Masa Corporal (Kg/m2) Clasificacion
18,5 Peso insuficiente
18,5 - 24,9 Normopeso
25 - 26,9 Sobrepeso grado 1
27 - 29,9 Sobrepeso grado 2
>30 Obesidad
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Tabla 3.3. Criterios de clasificacion para presion arterial segun la Asociacion Americana del Corazén

Presion Arterial Sistolica Presion Arterial Diastélica Clasificacion
(mmHg) (mmHg)
120 80 Normal
120 - 129 80 Elevada
130 - 139 (0] 80 - 89 Hipertension Arterial nivel 1
> 140 (0] >90 Hipertension Arterial nivel 2
>180 Y/0 >120 Crisis Hipertensiva

mmHg: milimetros de mercurio

3.3.3. Analisis Bioquimicos

Una vez recopilada toda la informacion, los voluntarios fueron citados a primera hora de
la mafiana y debian acudir en ayunas de al menos 8 horas para realizar la prueba. Mediante una
puncion cutaneas superficial con lancetas estériles de 1,5 milimetros (Mena Lancet Pro 29G,
High Tech Lab-Strefa, S.A., Ozorkow, Polonia) se midio la glucosa plasmatica utilizando un
glucometro (OneTouch Select® Plus, Johnson & Johnson, S.A., Madrid, Espafia) y tiras
reactivas a la glucosa (OneTouch Select® Plus, Johnson & Johnson, S.A., Madrid, Espafia)
(Figura 3.3).

De acuerdo con los resultados obtenidos se determinaba si el paciente presentaba las
condiciones para realizar la prueba de tolerancia a la glucosa o no. Si los resultados eran <
125,9 mg/dL se realizaba la sobrecarga de glucosa, si los valores eran > 126mg/dL no se realiza
la sobrecarga de glucosa, puesto que dicho valor indica una DMT?2,

La sobre carga de glucosa se realizd6 mediante una solucién glucosada de 75 gr (200mL,
Lambra Glucomedics®, Lambra, Madrid, Espafia). Dicha solucion debia ingerirse en
aproximadamente 5 minutos y sin acompafiamiento de ningun tipo de otro liquido. Dicha
prueba tuvo una duracion de 2 horas, en las cuales el voluntario no podia realizar actividad
fisica, fumar, comer o beber en exceso agua, de preferencia el voluntario requeria estar en
reposo.

La clasificacién de los valores obtenidos se realizd segun los parametros de la Asociacion
Americana de Diabetes (Tabla 3.4).
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Figura 3.3. Resumen del protocolo para el analisis de glucosa plasmatica en sangre
Fuente de imagen: elaboracion propia.
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Tabla 3.4. Valores de clasificacion para glucosa en ayuno segun la Asociacion Americana de Diabetes

Clasificacion Valor de glucosa basal en ayuno  Glucemia a los 120 min

Tolerancia normal a la glucosa < 100 mg/dL (5,5 mmol/L) < 140 mg/dL (7,7 mmol/L)

>100 mg/dL (5,5 mmol/L) y <126 < 140 mg/dL (7,7 mmol/L)

Glucosa Alterada en Ayuno (GAA) me/dL (6,9 mmol/L)

Tolerancia a la Glucosa Alterada > 140 mg/dL (7,7 mmol/L)

(TGA) < 100 mg/dL (5,5 mmol/L) y <200 mg/dL (11,0
mmol/L)
Glucosa Alterada Combinada >100 mg/dL (5,5 mmol/L) y <126 ’ ggomrﬁ/(/j;L(Zﬁ rgmol/L)
(GAA+TGA) mg/dL (6,9 mmol/L) y g ’
mmol/L)
. . . >100 mg/dL (5,5 mmol/L) y <126 > 200 mg/dL (11,0
Diabetes Mellitus tipo 2 me/dL (6,9 mmol/L) mmol/L)

mg/dL: miligramos por decilitro; mmol/L milimolar por litro

Todas las determinaciones bioquimicas se realizaron bajo el protocolo interno del
laboratorio externo BIOMIG (Lugo, Espafia) con quien se colaboré en este punto del estudio.
A cada voluntario se le entrego los resultaos de las analiticas (informe tipo Anexo VII). Al
laboratorio fueron entregados 1 tubo VACUETTE de 3 mL de K3EDTA, junto con 2 tubo de 5
ml de CAT Serum Sep Clot Activador (uno de antes de la carga de glucosa y otra pasada 2
horas de la sobrecarga de glucosa) de cada voluntario para realizar los analisis pertinentes.

El Perfil lipidico, la concentracion de colesterol total y los triglicéridos se determinaron
mediante la prueba enzimatica colorimétrica. El colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) se determin6 mediante un protocolo de prueba colorimétrica enziméatica homogénea, el
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se calculd6 mediante la formula de
Friedewald, los valores de referencia se muestran en la tabla 3.5.

Respecto a los valores de insulina basal se analizaron mediante inmunoluminiscencia. Los
valores de hemoglobina glicosilada fueron analizados segun la técnica de cromatografia liquida
de alto rendimiento para los valores correspondientes, los valores de referencia se muestran en
la tabla 3.6.

Tabla 3.5. Valores optimos para perfil lipidico e insulina basal

Parametro Valores de referencia
Colesterol total

Optimo < 200 mg/dL

Normal-alto 200 - 240 mg/dL

Alto >240 mg/dL
c-LDL

Optimo <160 mg/dL
c-HDL

Optimo mujeres >35 mg/dL

Optimo hombres >40mg/dL
Triglicéridos

Optimo <150 mg/dL

Normal - alto 150 - 500 mg/dL

Alto >500 mg/dL
Insulina basal 3 - 25 pUl/mL

mg/dL: miligramos por decilitro; pUl/mL: microunidades internacionales por litro
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Tabla 3.6. Valores de clasificacion de la hemoglobina glicosilada

Hemoglobina Glicosilada (HbA1C) Clasificacion
<57% Normal

5,7 - 6,4% Pre-Diabetes
> 6,5% Diabetes

3.3.4. Variantes Genéticas DMT2

En colaboracion con el grupo PATIA (BIOPHARMA, Pais Vasco, Espafia) quienes
comercializan el kit “Diabetes Prevent”, que cuenta con su correspondiente validacion, se
analizaron 16 variantes genéticas que tienen relevancia en el desarrollo de DMT2 (material
complementario Tabla 1) y las cuales cuenta con la validacion en otras poblaciones (Berumen
et al, 2019). Un total de 90 muestra de ADN extraido a partir de sangre venosa fueron enviadas
a las instalaciones del laboratorio en el Pais VVasco, donde mediante ensayos disefiados con
tecnologia de TagMan® SNP de Applied Biosystems (Foster City, CA, EE.UU) y bajo el
protocolo del fabricante se analizaron las muestras.

El genotipado se realizo siguiendo el método TagMan®, donde los cebadores y las sondas
estan etiquetados con dos fluoréforos VIC (alelo 1) y FAM (alelo 2) en placas de Openarray®.
Las placas estan compuestas por 3072 pocillos divididos en 48 subarrays de 64 pocillos cada
uno. Dichas placas son disefiadas con el nimero de variantes genéticas que se deseen analizar
y para cargar las muestras es necesario hacer de forma robotizada, dado que el volumen de
carga es de 5 microlitros (uL).

Después de la carga, las placas son analizadas en sistema de PCR a tiempo real
QuantStudio™ 12 K Flex (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los genotipos
fueron analizados por Genotyper™ Software v1.3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.).

Para el célculo del porcentaje de riesgo genético se utilizé el algoritmo patentado por el
mismo grupo, en el cual se tiene en cuantas variables como antecedentes familiares, IMC, raza
u origen étnico y edad. Segun los resultados se clasificaron los voluntarios segun el riesgo el
riesgo genético (Tabla 3.7) (Anexo VIII informe tipo entregado a los voluntarios).

Tabla 3.7. Puntuacién de riesgo genético de diabetes segin PATIA

Porcentaje Riesgo

0% - 28 % Riesgo Bajo
29% - 52% Riesgo Intermedio
53% - 100% Riesgo Alto

3.3.5. Variantes Genéticas Obesidad

Para el analisis de genética de obesidad, se realiz6 una busqueda bibliografica con las
palabras claves de: polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs), obesidad, sindrome metabdlico,
Puntuacién de Riesgo Genético (PRG) y GWAS en bases de datos cientificas Scopus y Web of
Science. De acuerdo con metaanalisis se seleccionaron 64 SNPs que mostraron estar
estadisticamente asociados con el desarrollo de obesidad en estudios previos de genomas de
asociacion de genoma completo (material complementario Tabla 2) (Fall et al., 2014; Goni et
al., 2014).
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Las placas Openarray® fueron precargadas por la empresa ThermoFisher Scientific. Cabe
mencionar que, aungue el disefio de la placa de Openarray® es para un formato de 64 SNPs la
compafiia solo permite incluir 60 SNPs debido a que hay cuatro posiciones en las que no se
garantiza el éxito de las reacciones de gPCR. El genotipado se realizo siguiendo el método
TagMan®, en placas de Openarray®. Después de la carga, las placas son analizadas en sistema
de PCR a tiempo real QuantStudio™ 12 K Flex (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Los genotipos fueron analizados por Genotyper™ Software v1.3 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Para el desarrollo de la Puntuacion de Riesgo Genético (PRG), se asigné un codigo
numerico a cada uno de los genotipos, de forma que los individuos que no portaban alelos de
riesgo fueron asignados al cero (0), al uno (1) los individuos que portaban un alelo de riesgo y
al dos (2) los individuos que portaban los dos alelos de riesgo. En el célculo del PRG fueron
necesario dicha asignacion numéricay el calculo de los odd ratio (O.R) calculado previamente.
La formula empleada para el calculo de la PRG fue la siguiente:

n

PRG = (OR1 x SNP1 + OR2 x SNP2 + ---+ ORn x SNPn)x (Z R (Ecuacién 1)

Donde O.R. es el O.R. individual de cada SNP.

Para determinar la frecuencia alélica de cada SNPs en el conjunto de voluntarios se utilizo
la siguiente formula:

# sujetos con alelo N en el subgrupo (Ecuacion 2)

F ia alelica =
recuencia atetica = o (# sujetos analizados para el SNPs)

Donde N simboliza la suma de los alelos de riesgo. La ecuacion debe repetirse de la misma
forma, pero esta vez utilizando los alelos de No riesgo “nn”.

Para calcular la razon de probabilidad (en inglés Odd Ratio (OR)) se realiz6 una Chi-
cuadrado (X?) enfrentando la distribucion alélica de Np vs OB normal y Np vs OB glucosa
alterada y OB normal vs OB glucosa alterada. Si el valor de OR es mayor o igual a 1, existe
una relacion directa entre el SNP y el desarrollo de la patologia; en el caso de OR < 1 se reduce
el riesgo a sufrir la alteracion.

3.3.6. Registro Nutricional de 72 horas

Los voluntarios cubrieron un registro nutricional de 72 h (Anexo 1X), en los que se pedia
el registro de todas las ingestas de alimentos realizadas en dos dias se semana y un dia festivo
o fin de semana. Para ello se les facilito una plantilla donde debian llevar un registro
especificando tanto solidos como liquidos. Los voluntarios detallaron en dicho registro las
comidas realizadas, técnicas culinarias, porciones de comidas ingeridas y la cantidad y tipo de
ingesta de bebidas diferentes al agua.

Para extraer la informacién nutricional a partir del registro, se utilizd el software abierto
“Calculadora de dietas” disponible en la pagina web del centro de Investigacion en
Endocrinologia y Nutricion Clinica (IENVA) basada en alimentos espafioles (IENVA, 2018).
A partir de los resultados obtenidos se calculd la ingesta media de calorias y nutrientes para
cada participante y se compararon con las recomendaciones de consenso de macronutrientes y
micronutrientes recomendada para la poblacion adulta espafiola publicada por la Sociedad
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Espafiola de Nutricion Comunitaria para determinar la adecuacion nutricional. Solo en el caso
del consumo de azlcar en la dieta, los datos obtenidos fueron comparados con las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la salud.

3.3.7. Analisis Microbiota intestinal (Region 16s)

En cuanto se obtenia la muestra fecal, se procede a extraer el ADN bacteriano parda realizar la
secuenciacion de nucleotidos de la poblacidon bacteriana. Proceso en el cual se utilizaron
técnicas de secuenciacion de nueva generacion, concretamente Sistema lon GeneStudio S5™
(ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA. EE.UU.) (Figura 3.4).

Se amplificaron las regiones hipervariables V2, V3, V4, V6, V7, V8 y V9 del gen que
codifica parael ARNr 16S empleando el kit comercial lon 16S™ Metagenomics (ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA. EE.UU.). Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
utilizaron 15 pL de 2x Enviromental Master Mix (ThermoFisher Scientific), 3 pL del set de
cebadores correspondiente (set 1 V2, V4y V8Yy set 2 V6, V7 y V9), junto con 2 pL de ADN
de lamuestray 10 uL de agua libre de nucleasas para finalmente obtener un volumen de 30 pL.
Para el control positivo se utiliz6 2 pL de Escherichia coli (DH10B) y para el control negativo
12 uL agua libre de nucleasas, proporcionados en el Kit.

Las condiciones del termociclador para la PCR fueron desnaturalizacion a 95 °C durante
10 minutos, seguido de una amplificacion de 18 ciclos a 95 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos,
y 72 °C 20 segundos y finalmente una elongacion a 72 °C por 7 minutos.

Los amplicones obtenidos se agruparon y purificaron utilizando 72 pL del reactivo
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Beverly, MA, EE. UU.) por cada muestra. Tras
la precipitacién magnética, se eliminaron las impurezas y se lavo el ADN con 300 pL de etanol
al 70% dos veces. A continuacion, se elimind por completo el etanol y el pellet magnético se
dejo secar durante 4 minutos. Se retiro el campo magnético y se afiadio 15 pL de agua libre
nucleasas, tras una incubacion de 5 minutos donde se produce la liberacién del ADN de las
perlas magnéticas, se vuelve a poner las muestras en el campo magnético para recoger los 15
ML de sobrenadante para usarlo posteriormente.

De esta muestra se tomaron 2 pL para una nueva cuantificacion mediante Qubit® 2.0
Fluorometer empleando los mismos reactivos descritos anteriormente en la cuantificacion de
ADN. La concentracion obtenida, expresada en ng/uL es divida entre 80 para llegar a una
concentracion final de 80 ng.

La libreria genética se realizé utilizando el kit lon Plus Fragment Library (ThermoFisher
Scientific). 80 ng de cada muestra amplificada es llevada a volumen de 79 pL de agua libre de
nucleasas, a esta se le afiadieron 20 pL de End Repair buffer (5X) y 1 yL de la enzima
reparadora, tras una incubacion de 20 minutos se hacen afiade 180 pL Agencourt® AMPure®
XP para realizar una segunda purificacion. Se hicieron dos lavados con 500 pL de etanol al
70% y se resuspendio la muestra en 25 pL de Low TE.

La libreria se caracteriza por el marcaje de cada muestra mediante una secuencia cortas de
ADN conocida como barcodes, dichas secuencias van enumeradas del 1 al 48 y permiten la
diferenciacion de muestras una vez unidas para el andlisis. Para realizar este proceso es
necesario hacer una solucion de trabajo y llevarla al termociclador con el siguiente perfil de
temperatura: 25 °C 15 min, 72 °C 5 min y 4 °C . Después serd necesario una tercera
purificacion, mediante 140 pL de Agencourt® AMPure® XP y dos lavados mediante 500 pL
de etanol al 70%. Finalmente, la muestra de ADN marcada con el ndmero de barcode
correspondiente sera reconstituida en 20 pL de Low TE.
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Se utilizo el kit comercial lon Universal Library Quantitation (ThermoFisher Scientific,
Carlsbad, CA. EE.UU.) con el fin de determinar la concentracion de la libreria genética del
microbiota. Se prepard 4 diluciones seriadas en base 10 por cada muestra y una curva de
calibracion con E. coli (DH10B) de la cual se realizd 4 diluciones seriadas en base 10. La
concentracion del control es 6,8 pico Molar (pM). Mediante PCR a tiempo real (qPCR)
utilizando el equipo uantStudio 12K Flex (ThermoFisher Scientific) y siguiendo el protocolo
del fabricante se realizo la cuantificacion de las muestras utilizando las diluciones 10° y 10*
(cada una por duplicado) junto con la recta patron. Una vez obtenido los resultados, se ajustaron
a una concentracion de 10 pM.

Una vez unificada la contraccion en todas las muestras, se mezclan 2 L de cada muestra
para obtener el pool de muestras, el cual debe ser enriquecido mediante una PCR en emulsion
antes de ser cargado en el chip. El fin de la PCR en emulsion es realizar copiar clonales de una
unica cadena de ADN en la superficie de microesferas denominadas lon Sphere Particles (ISPs).
Por lo que, en cada micela que se forma se encontrara una ISPs amplificando monoclonalmente
un fragmento de ADN. En el caso de que una misma micela amplifique mas de un fragmento
se hablaria del término ISPs policlonal. Para este procedimiento se emplearon equipos
auxiliares al secuenciador, lon OneTouch™ 2 (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA.
USA) vy se siguié el protocolo segin el fabricante, dejando hasta maximo 16 horas el
enriquecimiento de las muestras.

Antes de la secuenciacion es necesaria una Ultima purificacion del producto. Esta
purificacion consiste en un enriquecimiento de las ISPs que amplificaron sobre la superficie en
la PCR en emulsién, es decir las ISPs positivas. Este enriquecimiento se realizo utilizando
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Vilnius, LT),
las ISPs positivas se unen a la superficie de las esferas magnéticas y se lavan con diferentes
reactivos mientras son inmovilizadas con un iman utilizando el instrumento lon OneTouch™
ES (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA. USA). Finalmente, las ISPs positivas son
eluidas de la superficie de las esferas magnéticas hasta obtener la libreria enriquecida y lista
para su secuenciacion.

Una vez enriquecida la muestra se procedido a la preparacion de la reaccion de
secuenciacion con el kit lon 520™ & 530™ Loading Reagents OT2 (ThermoFisher Scientific,
Carlsbad, CA. EE.UU.) segun el protocolo del fabricante. Dicha reaccion de secuenciacion se
cargd en el lon 520™ Chip (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA. EE.UU.) y se analiz6
utilizando el Sistema lon GeneStudio S5™ (ThermoFisher Scientific).

El chip presenta un cupo maximo de 48 muestras, las ISPs enriquecidas y listas para ser
amplificadas caen al azar en una matriz de pocillos, el porcentaje de pocillos de la matriz que
contiene ISP nos indica la densidad de carga del chip. EI nimero de lecturas depende
directamente de este porcentaje de carga, ya que solo se leeran secuencias en los pocillos
cargados. En un tiempo estimado de 5 horas se produce entre 2 y 3 millones de secuencias,
gracias a que los diferentes nucleotidos se van adicionando en los ciclos de secuenciacion vy el
equipo detecta un cambio de pH que se producen en cada pocillo (se varia el pH cuando la
polimerasa afiade un nucle6tido complementario a la secuencia). Una vez realizada la lectura
de las secuencias, de forma automaticamente los informes de cada muestra en formato FastaQ
se guardan en la plataforma de lon torrent.
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3.3.8. Cuantificacion relativa de Micobioma (Region 185s)

Para obtener una cuantificacion relativa de hongos, mohos (hongos pluricelulares) y levaduras
(hongos unicelulares), presentes en las muestras de ADN de heces, se realizan ensayos de
reaccion de cadena de la polimerasa a tiempo real (g-PCR) que, al compararse el nimero de
copias de ADN con una curva estandar, se establece la cantidad de microorganismos presentes
en una muestra determinada.

Este proceso se llevé a cabo en el termociclador StepOne Plus Real-Time PCR system
(Applied Biosystem TM, Foster City, CA, USA) junto con el software SptepOne TM Software
V2.3. Para las reacciones se utilizaron dos cebadores universales del Espaciador Interno del
Transcripto (ITS), especificamente ITS3 con lectura en forward (5 = 3°), ITS4 con lectura
reverse (3’ = 5”), los cuales cumplen con la funcién de amplificar el fragmento de ADN
deseado. Igualmente se utilizd6 una sonda (ITS Probe) para detectar la presencia de los
fragmentos de ADN especificos dentro de la muestra, un control positivo de Penicillium
expansum (CECT2278) de amplificacion interna no competitiva para eliminar los resultados de
falsos negativos debido a la inhibicion de la reaccién y un control negativo de agua libre de
nucleasas. Todos los ensayos se realizaron en un volumen total de 20 uL, de los cuales 10 pL
correspondian a TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems™, Foster City,
CA, EE. UU.), 2 uL de agua libre de nucleasas, 1uL de cada cebador/ sonda y SpL. de muestra.

El perfil térmico para las g-PCR fue 50°C durante 2 minutos para permitir la activacion
inicia (Figura 3.5). Posteriormente para la activacion de la polimerasa Hot-Star se pasé a 95°C
durante 2 minutos, a continuacion, se desnaturalizaron las cadenas de ADN a 95°C durante 15
segundos para permitir la union a los cebadores. La hibridacion de los cebadores se llevo a 56
°C durante 1 minuto y finalmente la extension se realizé a 72°C durante 20 segundos. Los
procesos de desnaturalizacion, hibridacion y extension se repitieron 40 veces (Tabla 3.8).
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Segun el valor del ciclo de umbral (Ct) obtenido para cada muestra, se realizo calculo para
calcular la relacion de la expresion (R) segun la ecuacion de delta Ct (ACt).

R = 2 (ACtmuestra - ACt control) (Ecuacio’n 3)

Tabla 3.8. Fases y condiciones utilizadas para los ensayos de q-PCR para cuantificacion relativa

Punto de PCR Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion inicial 50 °C 2 min.
Activador de la polimerasa Hot-Star 95 °C 2 min.
Desnaturalizacion 95 °C 12 seg.
Hibridacion 56 °C 1 min. 40x
Extension 72 °C 20 seg.
@ preparation of "Master Mix @Dlspensing the Master Mix @ Dispensing samples and controls
15uL SpL
Water = . ”\‘ /_” / \
nuclease-free ~ 50 Control + biustiiining
\ : ; n;‘ — . /
m

Sample Control -

TagMan Fast — (water nuclease-free)
Advanced

Working
solution

ITS3 ITS4 ITS
Probe

@ Multiplex gPCR assay

Copies per reaction (Ct)

Figura 3.5. Flujo de trabajo para los ensayos de q-PCR de cuantificacion relativa del Micobioma
Fuente de imagen: elaboracion propia

Para el andlisis de los resultados, los voluntarios fueron agrupados en:

- Voluntarios normopeso (NP) n= 23
- Voluntarios obesos con valores de glucosa normal n= 35
- Voluntarios obesos con glucosa alterada (prediabetes + DTM2) n= 21

3.4. TOMA DE MUESTRAS
3.4.1. Toma de muestra sanguinea

A todos los voluntarios se les extrajo un total de 5 tubos de muestra sanguinea mediante
puncién venosa antes y después de la prueba de la PTOG. Antes de la prueba de la PTOG,
mediante palomillas estériles (Vacuette Safety blood Collection Set + Luer Adapter, Greiner
bio-one) se accedio al torrente sanguineo para conseguir la muestra de sangre, la cual fue
recogida en 2 tubos VACUETTE de 3 ml de K3EDTA (Galmedic, A corufia, Espafia) y 2 tubos
de 5 ml de CAT Serum Sep Clot Activador (Galmedic, A corufia, Espafia). Los tubos de 5 ml
de CAT serum, fueron centrifugados durante 5 minutos a 4500 r.p.m para la obtencién de suero
plasmatico.
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Después de la prueba de la PTOG, se tom6 de nuevo una muestra de sangre venosa, esta
vez se recogio solo 1 tubo de 5 ml de CAT Serum Sep Clot Activador (Galmedic, A corufia,
Espafia) (figura 3.6).

5, S K
L) _.>
N 3
'3 2h '
Extraccion de muestra sanguinea en ayuno: Preparacion de 75¢g de glucosa para Extraccion de muestra sanguinea después de 2h:
-2 tubos de 3 mL k3EDTA prueba de tolerancia a la glucosa -1 tubos de 5 mL CAT Serum Sep Clot Activador

-2 tubos de 5 mL CAT Serum Sep Clot Activador

Figura 3.6. Protocolo para toma de muestra y prueba de tolerancia a la glucosa
Fuente de la imagen: elaboracion propia

3.4.2. Toma de muestra fecal

A los participantes se les proporciona un anaclin estéril para la recogida de una muestra de
materia fecal, la cual sera recogida prioritariamente a primera hora de la mafiana, en ayunas.
De no ser posible, la muestra se recogera en cualquier momento del dia. Una vez recogida la
muestra de heces y depositada en el anaclin, se debia conservar en frio (4 °C) si la entrega seria
en un plazo de 2 horas. En caso contrario, la muestra debia ser congelada hasta su entrega en el
laboratorio. Se le pedia a cada voluntario que rotulara la muestra con su codigo de participacion
y la fecha de recogida de la muestra.

A los voluntarios se les recalcé que 30 dias antes de la toma de la muestra no hubieran
tenido ninguna ingesta de antibidticos, antidiarreicos o probidticos.

3.5. EXTRACCION DE ADN

3.5.1. Extraccion de ADN sanguineo

La extraccion de ADN de las muestras de sanguineo se realizé6 mediante el kit comercial
Purelink® Genomic DNA minikit Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Inc Alemania)
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
Protocolo del fabricante (Figura 3.7)

Lisis:

1. Entubos de 2 mL depositar 200 uL de muestra sanguinea

2. Afadir a cada tubo de muestra 20 pL de Protease (o proteinasa K 20 mg/mL) y 20 pL

de RNAasa (20 mg/mL disuelto en 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA)

3. Mezclar mediante vortex para obtener mezcla homogénea e incubar 2 minutos a
temperatura ambiente
Afadir 200 pL de buffer de lisis para la ruptura de la membrana de las células
Mezclar mediante vortex durante 5 segundos e incubar 30 minutos a 55 °C en agitacién

o~
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6. Afadir 200 pL de etanol al 96 - 100% y mezclar mediante vortex 5 segundos

Purificacion:

7. En una columna de centrifugado afiadir~640 pL de la mezcla anterior (tapon de lisis y
etanol)

8. Centrifugar la columna durante 1 minuto a 11000 g a temperatura ambiente

9. Repetir el paso 7 y 8 hasta agotar por completo la muestra

10. Desechar el tubo de recogida y colocar la columna de centrifugado en un tubo nuevo

11. Afiadir 400 pL de tampon de lavado 1 (3 M CH5N3.HCI en etanol 70%), centrifugar la
columna durante 1 minuto a 11000 g a temperatura ambiente

12. Desechar el sobrenadante del tubo de recogida

13. Afiadir 400 pL de tampdn de lavado 2 (3 M CH5N3.HCI en etanol 70%), centrifugar la
columna durante 3 minutos a 16000 g a temperatura ambiente

14. Tranferir la columna a un tubo estéril de 1,5 mL afiadir 100 uL del tapon de elucion
(10mM Tris - ImM EDTA pH 8) en el centro de la columna, dejar incubando 5 minutos
a temperatura ambiente

15. Centrifugar 2 minutos a 16000 g temperatura ambiente

16. Para la recuperacion de mas cantidad de ADN se realizé un segundo filtrado. Para ello,
tomamos los 100 uL filtrados y lo pasamos de nuevo por la columna de centrifugado e
incubamos 2 minutos a temperatura ambiente

17. Centrifugamos 3 minutos a 16000 g

18. El tubo contiene ADN gendmico purificado

El ADN se almaceno a -20 °C hasta su uso.

Lavado Elusion

. | |
%goutLp?StZ?:agsr: 200 pL buffer 400 pL de 100 pL de buffer ADN
K 20 pL RNAasa de lisis buffer de de elucion

Figura 3.7. Flujo de trabajo para extraccion de ADN segun kit comercial PureLink Genomic

Fuente de imagen: elaboracion propia

3.5.2. Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion de ADN bacteriano de las muestras que se empled el kit comercial
Dneasy Powersoil kit (Qiagen®, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante
(Figura 3.8).

1

ok wd

48

Rotular los tubos proporcionados en el kit con perlas de cristal (PowerBead) que sean
necesarios segun el nimero de muestras que se tengan.

Afadir a cada tubo~250 mg de la muestra correspondiente al cddigo

Afadir a dichos tubos 60 pL de la solucion C1

Agitar en horizontal durante 15 minutos a maxima velocidad

Centrifugar a 10000g por 30 segundos

Transferir el sobrenadante ¢400 y 500 pL) a tubo eppendorf de 2 mL (proporcionado
por el kit)
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17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24,
25.

Afiadir 250 pL de la solucion C2 y homogenizar mediante vortex
Incubar 5 minutos a 4 °C
Centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10000 g

. Evitando el precipitado, transferir todo el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL

. Afadir 200 pL de la solucion C3 y homogenizar mediante vortex

. Incubar 5 minutos a 4 °C

. Centrifugar la muestra durante 1 minutos a 10000 g

. Transferir~750 pL de sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL

. Afadir 1200 pL de solucion C4 y homogenizar mediante vortex

. Realizar una primera carga en la columna de recogida de muestra con 675 pL y

centrifugar durante un minuto a 10000 g

Descarta el sobrenadante del tubo de recogida

Repetir el paso 16 y 17 cuantas veces sea necesarias hasta agotar el total de la muestra
Afadir a la columna 500 uL de solucién C5

Centrifugar durante 30 segundos a 10000 g

Retirar el sobrenadante del tubo de recogida y centrifugar de nuevo 1 minuto a 10000 g
Cambiar la columna a un tubo nuevo de 2 mL y afiadir 100 pL de la solucion C6 en el
centro de la membrana

incubando 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar a méxima 16000 g durante 2 minutos

Eliminar columna, el ADN estan en el eppendorf.

‘ Sobrenadante +
250 mg muestra + - 250 L C2

s0puLC

N

i g@c )
o ~
spin | —» 1 T™=rsmin spin
+ O ‘ ) | Eﬁmnr —

o 10000g 10000g
o es S0y e @
o & 49 C SN .‘ f
' spin — 1—
| ~ S ! I
' 5 min
X 10000g
675 pl 500pLCS 100 pul. C6 @
Dl o T
) L )y L -2 —
%) ~ /5min v
10000q / 10000g —Z 160009
7\
Repetir hasta agotar la muestra ADN

Figura 3.8. Flujo de trabajo de extraccién de ADN en muestras de heces segun kit comercial
Dneasy Powersoil kit. 1: Lisis celular; 2: Precipitacion; 3: Purificacion de ADN y extraccion.
Fuente de imagen: elaboracién propia
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3.5.3. Cuantificacion de ADN

Todo el ADN obtenido se cuantifico mediante la espectroscopia de fluorescencia utilizando
el kit Qubit kit 1X dsDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, Inc Alemania). El
protocolo del fabricante indica que por cada 2 UL de muestra de ADN extraido se afiade 198
pL de la solucion de trabajo (Figura 3.9).

Cada vez que se realizo la cuantificacién de muestra fue necesario hacer una recta patron,
afiadiendo por separado en eppenddorf 10 pL de estdndar 1 y estandar 2 junto con 190 uL de
solucion de trabajo.

190 pL sol. de trabajo + 10 pL estandar

| R _“ o | —
=
. : (1[5 Rectapsatrén  —je

1% solucion | “\ :
de trabsio = ; 58 ng/pL
(ligta para

usar] — Muestra para -

X Cuantificar

198 pL sal. de trabajo + 2 pL musstra —

Figura 3.9. Flujo de trabajo para cuantificacion de muestras de ADN
Fuente de imagen: elaboracion propia

3.6. PARAMETROS COMPLEMENTARIOS

3.6.1. Determinacion de Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina se determin6 mediante el modelo homeostatico para evaluar la
resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus siglas en ingles). Es un método que valora la
funcion de las células B y la RI a partir de las concentraciones basales (en ayuno) de glucosa e
insulina o péptido C. El HOMA-IR se calculé mediante la ecuacion:

__Insulina basal (WU/mL) X Glucosa basal(mmol/L) (Ecuacion 4)

HOMA—-IR =
22.5

Segun los valores obtenidos para el parametro se clasifican en (Tabla 3.9)

Tabla 3.9. Valores para clasificacion de la resistencia a la insulina mediante HOMA-IR

Valor Rango

0,5-1,8 Rango Saludable
>1,9 Resistencia temprana
>2,9 Resistencia significativa

3.6.2. Determinacion de Sindrome Metabdlico

Segun el criterio de la Federacion Internacional de Diabetes, para que una persona se
considere que padece SM debe presentar obesidad central (definida como el perimetro de
cintura). En este caso para la poblacion europea los valores son de > 94 cm para los hombres y
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> 80 cm para las mujeres. Afiadido a este parametro, las personas deben cumplir 2 0 mas de los
siguientes criterios:

Colesterol HDL.: < 40 mg/dL (1,03 mmo/L) en hombres
< 50mg/dL (1,29 mmol/L) en mujeres
- Triglicéridos: > 150 mg/dL (1,7 mmol/L)
Tension arterial: Sistolica > 130 mmHg o Diastélica > 85 mmHg
Glucosa plasmatica: > 100 mg/dL (5,6 mmol/L) o DMT2 diagnosticada previamente

3.6.3. Indices Aterogénicos
3.6.3.1 Relacion cLDL/cHDL

COCIENTE cLDL/cHDL = Colesterol LDL (Ecuacion 5)
¢ /e " Colesterol HDL

Siendo los valores < 3 correspondientes a un riesgo bajo y los valores >3 riesgo alto.

3.6.3.2 Relacién colesterol total/cHDL

Colesterol Total (mg/dL)

CASTELLI = L.
Colesterol HDL (mg/dL) (Ecuacion 6)

Segun los resultados obtenidos se tiene en cuenta el sexo para la clasificacion (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Calificacion para indice de Castelli

Hombres Mujeres Clasificacion

3,5-5,0 3,4-4,5 Riesgo bajo

5,1-9,6 4,5-7,1 Riesgo Moderado
>9,7 >7,2 Riesgo alto

3.6.3.3 Relacion triglicéridos/cHDL

Trigliceridos (mg/dL)

(Ecuacion 7)
Colesterol HDL (mg/dL)

Correspondiendo a los valores < 3,5 riesgo bajo y > 3,5 riesgo alto.

3.6.4. Relacion Cintura/Cadera (RCC)

, Circunferencia Cintura .z
RELACION CINTURA CADERA = f (Ecuacion 8)

Cicunferencia Cadera
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Tabla 3.11. Clasificacion para relacion cintura cadera

Hombre Mujer Riesgo Cardiovascular
< 0,95 < 0,80 Riesgo Bajo
0,96 - 0,99 0,81-0,84 Riesgo Moderado
>1 > 0,85 Riesgo Alto

3.6.5. Relacion Cintura/Talla (ICT)

Icr Circunferencia cintura (cm) (Ecuacion 9)
B talla (altura) (cm)
Tabla 3.12. Clasificacion para relacién cintura talla (altura)
Hombre Mujer categoria
<0,34 <0,34 Extremamente delgado
0,35- 0,42 0,35 0,41 Delgado sano
0,43 - 0,52 0,42 - 0,48 sano
0,53 - 0,57 0,49 - 0,53 Sobrepeso
0,58 - 0,62 0,54 - 0,57 obesidad
> 0,63 > 0,58 Obesidad morbida

3.6.6. Porcentaje de Grasa Corporal (%GC)
Clasificacion segin composicién del cuerpo humana (Forbes, 2012)

Tabla 3.13. Clasificacién para el porcentaje de grasa corporal

Hombre (%) Mujer (%) categoria
< 8,0 <15 Delgado
8,1-15,9 15,1 - 20,9 Optimo
16,0 - 20,9 21,0 - 25,9 Sobrepeso ligero
21,0 - 24,9 26,0 - 31,9 Sobrepeso
>25 > 32 obesidad

3.6.7. Perimetro de Cintura (PC)
Clasificacion segun la Asociacion Americana de Diabetes para poblacién europea

Tabla 3.14. Clasificacion para el perimetro de cintura (poblaciéon europea)

Hombre (cm) Mujer (cm) categoria
<95 <82 Normal
95 - 102 82 - 88 Riesgo moderado
>102 >88 Riesgo elevado

3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Las muestras fueron analizadas mediante Statgraphics Centurion (version 16, Statpoint
Technologies) para evaluar la normalidad de los datos. Se aplico las pruebas estadisticas no
paramétricas, prueba de wilcoxon para 2 grupos y prueba de kruskal para 3 0 mas grupos.
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Para la comparacion estadistica de los resultados obtenidos se empled el programa
Graphpad prism 9 (Graphpad, SanDiego, California, Estados Unidos) para Windows. En todos
los casos analizados, las diferencias fueron consideradas significativas cuando el grado de
significacion (p) < 0,05. Las distribuciones de las variables continuas (edad, IMC,
circunferencia de cintura y los resultados de la relacién cintura Cadera) se describieron
mediante la media + desviacion estandar (DE). Las variables categdricas como sexo se
definieron como porcentajes.

Para el analisis de las variables genéticas relacionadas con la DMT2 se utilizé el programa
Graphpad prism 9 (Graphpad, SanDiego, California, Estados Unidos) para determinar la
asociacion entre los alelos de riesgo y la poblacion estudiada, se realizé una X2 para determinar
el Odds Ratio (OR), el valor p fue calculado usando la prueba Fisher, utilizandose como control
el grupo normopeso. La frecuencia alélica de cada SNP se calcul6 dividiendo el nimero de
uno de los dos tipos de alelos entre el nimero total de los alelos de la muestra.

3.8. ANALISIS BIOINFORMATICOS

Para todos los datos de secuencia de ARNr 16S, la calidad de las lecturas en bruto se visualizo
con FastQC v0.11.7 para garantizar al menos una calidad media de 25. A continuacién, las
lecturas se importaron a R (v4.2.0) y se ensamblaron en variantes de secuencia de amplicén
(ASV) con el paquete DADA2 (v1.26) (Callahan, 2016). Para examinar la distribucion de
longitudes de todas las secuencias en términos agregados se realizd una segunda comprobacion
de la calidad de las muestras utilizando los gréficos de calidad proporcionados por DADA2.

Para el procesamiento de las secuencias, no se modificaron los parametros por defecto
proporcionados por el autor de DADAZ2. El Unico parametro que se ajustd fue truncLen, en la
fase de filtrado, y se fijo finalmente en 251 pares de bases. Ademas, siguiendo las indicaciones
del autor para secuencias procedentes de lon technologies, se han modificado varios
pardmetros. En la fase inicial de filtrado, se ha fijado un trimLeft de 15.

En la fase de inferencia de secuencias bioldgicas reales, se ha fijado una penalizacién por
hueco homopolimero de -1 y un tamafio de banda de 32. Un total de 20892 variantes Unicas
Ilegaron a la fase de eliminacion de quimeras. De ellas, el 9,9% fueron eliminadas porque el
algoritmo las identific6 como quimeras, dejando 18831 secuencias Unicas. Sin embargo, estas
quimeras representan solo el 1,5% de la abundancia total de variantes. Las ASV ensambladas
no quiméricas se asignaron taxondémicamente (filo a especie) utilizando la base de datos de
referencia Silva (v138.1) (McLaren, 2021). La tabla de ASV, la tabla taxonémica y los datos
clinicos de los pacientes se combinaron en un objeto phyloseq (v1.42.0) para realizar el analisis
bioinformatico posterior. Se utiliz6 el paquete phylosmith (v1.0.6) para trazar diversos analisis
(Smith, 2022).  Para las pruebas estadisticas no paramétricas (prueba de wilcoxon para 2
grupos y prueba de kruskal para 3 o mas grupos) se utiliz6 el paquete ggpubr (v0.5.0)
(Kassambara, 2022). Para el analisis de la diferencia de abundancias entre taxones se ha
utilizado el paquete DESeqg2 (v1.38.2) (Love, 2014).

Una vez ya normalizadas las muestras, los grupos que se formaron para los analisis
correspondientes fueron los siguientes:

Analisis de relacion M1y glucosa alterada

- Voluntarios con valores de glucosa normal n= 58
- Voluntarios con valores de glucosa alterada(prediabetes) n= 15
- Voluntarios con DMT2 n=6

Analisis de relacion entre la M1y condiciones de IMC y glucosa alterada
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- Voluntarios normopeso (NP) n= 23

- Voluntarios obesos con valores de glucosa normal n= 35

- Voluntarios obesos con glucosa alterada (prediabetes + DTM2) n= 21
Anélisis de relacion entre la Ml y condiciones de IMC y SM

- Voluntarios normopeso (NP) n=21
- Voluntarios obesos sin SM n= 33
- Voluntarios obesos con SM n= 25
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ENCUESTA FINDRISC

Una de las formas més efectivas de controlar la importante carga sanitaria y la mortalidad de
las enfermedades no transmisibles, es reduciendo su incidencia. Aunque, se siguen disefiando
estrategias complejas para cumplir este objetivo, el uso de herramientas de prediccion de riesgo
como la escala FINDRISC (del inglés Finnish Diabetes Risk Score), es de gran utilidad cuando
se trata de hacer un cribado en la poblacion en general. Se ha demostrado que la escala
FINDRISC puede llegar a predecir el riesgo de desarrollo de DMT2 en 10 afios con una
sensibilidad del 78% al 81% y una especificidad del 76% al 77% (Acosta et al., 2018).

La escala FINDRISC cuenta con el respaldo de la Federacion Internacional de Diabetes y
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y ademas ha sido validada en diferentes paises.
En Espafia se llevo a cabo el estudio “Validacion del FINDRISC (FINnish Diabetes Risk SCore)
para la prediccion del riesgo de diabetes tipo 2 en una poblacion del sur de Espafia. Estudio
Pizarra”, en el cual se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en poblaciones de
Holanda y Finlandia, paises pioneros en el desarrollo de la escala FINDRISC (Soriguer et al.,
2012).

En la presente tesis doctoral, dicha encuesta se utilizé de dos formas diferentes, la primera
mediante el reclutamiento presencial utilizando las formas descritas en el apartado de materiales
y métodos y la segunda consistid en una adaptacion de la escala al formato de encuestas de
Microsoft Forms (Office 365, Microsoft), el cual fue distribuido mediante mensajeria
instantanea disefiada para dispositivos moviles debido a la pandemia de Covid-19 que se
produjo en el afio 2020.

El nimero de voluntarios reclutados totales fue de 466: 296 mujeres y 170 hombres. Fueron
excluidos 69 participantes por no responder la encuesta adecuadamente y/o ser de otra
comunidad diferente a la de Galicia. Por tanto, el trabajo se realiz6 sobre 397 voluntarios
(85,2%): 245 mujeres (67,7%) y 152 hombres (38,3%).

Los datos que se obtienen de las respuestas a la encuesta indicaron que la mayor parte de
la poblacion (33,9%) se encontrd en el rango de edad de entre 50 — 59 afios. En funcién del
IMC, se determin6 que el 40% (n=159) presentaban una condicién de normopeso, el 32,5%
(n=129) presentaban sobrepeso y el 27,5% (n=109) obesidad. En total el 59,9% (n=238) de los
encuestados se clasificaban en la categoria de sobrepeso u obesidad, factor que presenta un
riesgo para el desarrollo de enfermedades no transmisibles, entre las que desatacan la DMT2 y
los eventos cardiovasculares (OMS, 2021).

La escala FINDRISC mide el riesgo de desarrollo de DMT2 segun el puntaje obtenido y
se considera que a partir de los 13 puntos en adelante hay un riesgo moderado para el desarrollo
de la patologia (Jelle et al., 2019). En el caso de la poblacion gallega, la puntuacion se bajo
hasta a los 12 puntos, considerando que es un puntaje que esta dentro del mismo rango de riesgo
moderado y que habia poblacion que presentaba un grado alto de obesidad y antecedentes
familiares que lo convertian en candidatos de riesgo para desarrollo de DMT2.
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Consecuentemente, los resultados mostraron que 256 (64,5%) participantes obtuvieron una
puntuacion < a 12 puntos. Los voluntarios restantes, 141 (35,5%), se distribuyeron entre las
categorias de riesgo moderado (n=68), riesgo alto (n=64) y muy alto (n=9) al presentar una
puntuacion > 12 (Figura 4.1). Los resultados indican que los voluntarios normopeso presentaron
una media de 6,0 + 3,6 (riesgo bajo); los voluntarios con sobrepeso presentaron una puntuacion
media de 9,4 * 4,2 (riesgo escaso) y los obesos 13,8 + 4,3 puntos (riesgo moderado). Dentro
del grupo de los obesos, el 7,3% (n=29) presentaron riesgo moderado, el 9,8% (n=39) riesgo
alto y el 2,0% presentaron riesgo muy alto.
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Figura 4.1 Distribucion de punto escala FINDRISC de los participantes encuestados (n=397)

El perimetro de cintura es un indicador de obesidad abdominal que se relaciona
directamente con la resistencia a la insulina y el SM (Zimmet et al., 2005; Buendia Godoy et
al., 2017). Se ha demostrado que el exceso de grasa abdominal puede multiplicar por dos el
riesgo  de padecer enfermedades cardiovasculares (cardiopatias, y accidentes
cerebrovasculares), metabélicas (DMT2, dislipemias, hiperglucemias y sindrome metabolico),
trastornos del aparato locomotor o higado graso no alcohdlico, entre otros (Rodriguez et al.,
2018). Los valores de referencia del perimetro de cintura en poblacion europea, segun la
Asociacion Americana de Diabetes, es para mujeres < 80 cm y en hombres < 94 cm (Zimmet
et al., 2005). Los resultados de los sujetos encuestados en el presente trabajo reflejaron que el
24,9% de hombres y el 43,1% de mujeres, obtuvieron un perimetro de cintura mayor al de las
referencias, lo que se convierte en un riesgo para la resistencia a la insulina y en un futuro riesgo
para el desarrollo de DMT2 (Tabla 4.1).

Entre las preguntas que se realizan para obtener una puntuacion FINDRISC esta el
consumo de frutas y verduras y la realizacion de actividad fisica. En estas dos preguntas se hizo
hincapie y se fue reiterativo en formular la pregunta adecuadamente, con el fin de evitar sesgos
en la respuesta, dado que muchos voluntarios piensan que cumplen los criterios cuando en
realidad no lo hacen. Aun asi, los resultados de la encuesta FINDRISC manifiesta que el 70,8%
(n=281) de los voluntarios consume las porciones de frutas y verduras recomendadas dentro de
una dieta equilibrada, mientras que el 29,2% (n=116) manifiestan lo contrario. La Organizacion
Mundial de la Salud actualmente recomienda por lo menos una ingesta de 400 g de frutas y
verduras cada dia o cinco porciones de 80 g aproximadamente cada una (OMS & FAO, 2003).
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Dentro de la poblacion que no cumple con la ingesta de frutas y verduras diarias, el 19,4%
(n=75) presentan un IMC de sobrepeso u obesidad. Se ha demostrado que la fibra y los
antioxidantes que aportan las verduras y frutas pueden ayudar a prevenir las enfermedades
cardiovasculares (Aune et al., 2017; Collese et al., 2017; Miller et al., 2017). EI consumo de
frutas y verduras también se asocia con una pérdida de peso corporal, sin embargo, resulta
dificil determinar si es directamente el responsable, ya que el consumo de frutas y verduras
suele estar acompariado de habitos de una vida més saludables.

En caso de la actividad fisica, en la encuesta de FINDRISC solo se tiene en cuenta si se
realiza al menos 30 minutos por dia en el trabajo o en el tiempo libre. EI 63,0% (n=250) de los
voluntarios aseguraron cumplir con el criterio anteriormente comentado, mientras el 37,0%
(n=147) reconocieron que no realizaban esta actividad fisica.

Tabla 4.1 Frecuencia de resultados en la escala FINDRISC

Puntuacion Edad (afios) n (%)
0 <40 111 (28,0%)
1 40 - 49 93 (23,4%)
2 50 - 69 131 (33,0%)
3 >60 62 (15,6%)
IMC n (%)
0 <25 164 (41,3%)
1 25- 30 122 (30,7%)
3 >30 111(28,0%)
Perimetro de Cintura (cm) n (%)
0 Hombres <94 53 (13,3%)
3 Hombres 94-102 47 (11,8%)
4 Hombres >102 52 (13,1%)
0 Mujeres <80 74 (18,6%)
3 Mujeres 80 - 88 64 (16,1%)
4 Mujeres >88 107 (27,0%)
Frutas y Verduras n (%)
0 Diariamente 281 (70,8%)
2 No Diariamente 116 (29,2%)
Actividad Fisica n (%)
1 Si 250 (63,0%)
0 No 147 (37,0%)
Medicamento para la Tension Arterial n (%)
2 Si 49(12,3%)
0 No 348 (87,6%)
Antecedentes de Hiperglucemia n (%)
5 Si 50 (12,6%)
0 No 347 (87,4%)
Diabetes en la familia n (%)
0 No 199 (50,1%)
3 Abuelos, tios o primos hermanos 75 (19,0%)
5 Padres, hermanos o hijos 123 (31,0%)

IMC: indice de masa corporal. Los datos se expresan como n el niUmero de personas que corresponde a
cada pregunta y el % que representa en la poblacion total.

La actividad fisica en los ultimos afios se ha convertido en un pilar fundamental en las
diferentes estrategias de los programas de salud publica, debido a los maltiples beneficios que
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conlleva su realizacion. Evidencias s6lidas han demostrado que los cambios en el estilo de vida
en donde el aumento de actividad fisica esta presente, pueden prevenir la aparicion de diabetes
de manera mas efectiva que las intervenciones farmacolégicas, ya que el ejercicio fisico induce
cambios beneficiosos en los marcadores glucémicos, como la resistencia a la insulina, la
hemoglobina glicosilada y las insulina en ayunas, ademas puede producir cambios en el perfil
lipidico, tension arterial y en los marcadores inflamatorios (Jorge et al., 2011; Zheng et al.,
2018; Amanat et al., 2020).

Cabe mencionar que, la valoracion de la actividad fisica en este estudio se realiz6 de forma
subjetiva, lo cual dificulta el ser preciso en el analisis de estos resultados, lo ideal seria realizar
un cuestionario validado como, por ejemplo, el cuestionario internacional de actividad fisica
(IPAQ del inglés International Physical Activity Questionnaire) (Crespo-Salgado et al., 2015).

Como se ha comentado a lo largo de este trabajo, la diabetes tiene un origen multifactorial,
aungue la mayor influencia para su desarrollo proviene del estilo de vida. Otros factores, como
los antecedentes familiares, hacen que se presente entre un 40 y un 70% mas riesgo de
desarrollar esta enfermedad en comparacion con aquellas personas que no presentan
antecedentes de la enfermedad (Lin et al., 2017). En el caso de los voluntarios que respondieron
la encuesta FINDRISC, se detectdé que el 50% presentaban antecedentes familiares de la
patologia, siendo ademas que el 31% eran antecedentes familiares directos como padres o
hermanos. Esto corrobora el efecto de la herencia y la influencia de los diferentes agentes del
ambiente, al ser individuos que conviven o han convivido en un mismo hébitat, sobre la
incidencia de la prediabetes o desarrollo de DMT2, ya que estos datos coinciden con los de la
bibliografia cientifica donde se demuestra el papel que tiene la epigenética en el estado
prediabético y su progresion a DMT2 (Ghai, 2020; H. Kim & Kulkarni, 2020).

Respecto a las comorbilidades se evidenci6 que el 12,3% de los participantes manifestaron
tener en algin momento tratamiento para el control de hipertension, asi como el 12,6%
presentaron valores de glucosa altos en controles médicos realizados con anterioridad.

Los voluntarios que presentaron una puntuaciéon > 12 puntos fueron propuestos para
realizar pruebas de antropometria y pruebas bioquimicas donde se incluye el perfil glucémico,
con el fin de contrastar los resultados de la escala FINDRISC con los valores de glucosa en
ayunas, que es la forma segura para el diagndstico de la diabetes.

4.2. COMPOSICION ANTROPOMETRICA

El nimero de voluntarios de poblacion gallega que presentaron una puntuacion > 12 en la escala
FINDRSIC fueron 141 (35,5%). De ellos, 102 (72,3%) acceden a realizar las pruebas
antropomeétricas y los andlisis bioquimicos propuestos en esta tesis doctoral. Las caracteristicas
generales de la poblacién son descritas en la tabla 4.2.

La mayor participacion fue para el sexo femenino con un 52,8%, mientras que el sexo
masculino presentd una participacion del 41,2% de voluntarios. La edad media para el total de
participantes en este analisis fue de 53,0 £ 7,2 afios, promedio que se aleja un poco de la edad
media que presenta la comunidad autonoma de Galicia, 47,74 afios (INE, 2020). Y aunque el
rango de edad propuesto para el reclutamiento de voluntarios fue de 40 a 70 afios, no se
obtuvieron participantes con la edad méaxima permitida.

Existen un acuerdo internacional para definir la obesidad basandose en el calculo Peso (kg)
/ Talla (m?) que es lo que se conoce como Indice de Masa Corporal (IMC) (Lecube et al., 2016).
En principio, se considera que este indice muestra una buena correlacion con la grasa corporal
total y que por tanto es un buen indicador de la morbimortalidad (MacMahon et al., 2009). Ha
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sido adoptado internacionalmente en la clinica dado que es una herramienta de bajo coste, no
invasivay de facil uso (Guananga Diaz et al., 2020). A pesar de esto presenta desventajas debido
a las variaciones individuales, por ejemplo, ciertos grupos poblacionales como atletas de elite
y el culturismo, donde el indice de masa corporal elevado no se correlaciona con el estado de
salud debido a que el peso aumenta falsamente debido a la mayor masa muscular (Weir & Jan,
2019).

Los resultados para esta clasificacion separan a los voluntarios en tres grupos, voluntarios
con normopeso 23 (24,5%), con sobrepeso 28 (27,4%) y con obesidad 49 (48,0%). Dentro del
grupo de obesos el IMC méaximo correspondia con el estado de obesidad severa. Aungue hay
evidencias de que la clasificacion por IMC no es la mas adecuada, se mantiene en este estudio
debido a que los resultados se quieren extrapolar a la parte clinica y es alli donde con mas
frecuencia se utiliza la clasificacion por IMC.

Segun la Encuesta Europea de Salud en Esparia 2020, alrededor del 16% de la poblacion
espafola padece obesidad, mientras que el 37,6% de la poblacion presenta sobrepeso (INE,
2020). Otro trabajo de seguimiento més actual revel6 que Galicia es unas de las regiones de
Espafia en las que existe mayores tasas de obesidad en adultos, alcanzando el 26,7% (Pérez-
Rodrigo et al., 2022). Ademaés, un estudio reciente informo de que durante el confinamiento a
causa de la COVID-19, el 44% de los participantes declararon un aumento de peso corporal,
con un incremento medio de 2,8 kg (Sinisterra-Loaiza et al., 2020). Asi pues, es probable que
la tasa media actual de sobrepeso de los gallegos puede ser superior a la de los informes citados
(INE, 2020; Pérez-Rodrigo et al., 2022). Por lo que respecta a los resultados de la presente
tesis doctoral, los son mas los voluntarios que presentan sobrepeso u obesidad que los que se
encuentran en un peso corporal adecuado.

Tabla 4.2 Caracteristicas generales de la poblacién estudiada

Normopeso Sobrepeso grado 2 Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 27- 29,9 kg/m?) (IMC > 30 kg/m?) Valor p
n=25 (24,5%) n= 28 (27,4%) n= 49 (48,0%)
~ 51,3+7,4 52,8 +7,0 53,4+7,4
Edad (afios) (44 - 65) @ (44 - 65) 2 (40 - 68) @ 0,2656
Masa corporal 63,3+7,3 77,8 + 910,0 91,4+ 12,5 < 0.0001
(kg) (50,2 - 80,5) b (59,4 - 98,3) ¢ (69 - 119) @ ’
166,6 = 0,08 166,4 + 0,10 164,7 £ 0,10
Talla (m) (1,56 - 1,80) @ (1,46 -1,85) (1,48 - 1,87) @ 0,7501
23,2+ 1,3 27,7 £ 1,4 33,7+2,7
IMC (19,4 - 24,9) (27,2 - 29,9) © (30-41,7) ¢ < 0,0001
0,52 + 0,46 0,58 + 0,40 0,65 £ 0,47
IcT (0,45 - 0,61) b (0,48 - 0,66) ¢ (0,46 - 0,73) 4 <0,0001
TAS 113,3 £ 14,5 116,1 + 14,7 127,8 + 13,8 < 0.0001
VR 120 mmHg (90 -145) @ (95 - 140) @ (110 - 160) © ’
TAD 71,9+ 9,4 72,3+9.0 78,0 + 8,4 0.0045
VR 80 mmHg (60 -96) ¢ (60 - 95) @ (60 - 100) b ’

IMC: indice de Masa Corporal; ICT; indice Cintura/Talla TAS: Tension Arterial Sistolica; TAD: Tension Arterial
Diastolica; VR: Valor de Referencia. El calculo del valor p, se realizo mediante el test Kruskral-Wallis (variables
no paramétricas) y test a ANOVA (variables paramétricas) valores p <0,05 estadisticamente significativo. Datos
representados en primeria linea promedio + desviacion estandar, segunda linea (en cursiva) en paréntesis
valores maximos y minimos. Medias con el mismo superindice no presentan diferencias significativas entre si.
Medias con diferente superindice presenta diferencias significativas entre si, valor p <0,05 analisis estadistico
de comparativa maltiple Tukey 's.
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El indice de cintura/talla cuantifica la distribucion de la masa corporal y diversos estudios
han demostrado que muestra una buena correlacién con enfermedades cardiovasculares y
riesgo metabdlico, independientemente del origen étnico. La relacion antropométrica entre
cintura/talla (ICT) tiene un valor de referencia 6ptimo marcado en 0,5 (Lee et al., 2008;
Hernandez-Rodriguez & Duchi Jimbo, 2015; Baioumi, 2019). Los resultados mostraron que
el 88,2% de la poblacion (n=90) presentaron valores por encima del valor 6ptimo para dicho
indice (valor p <0,0001). El grupo de normopeso fue el que més se ajustd al valor de referencia
optimo, aunque el 14,7% (n=15) de los voluntarios presentaron una indice cintura/talla mayor
a 0,5. En el caso del grupo de sobrepeso y obesidad, el promedio se alejé con diferencia del
valor de referencia (0,58 y 0,65, respectivamente). Mediante la literatura se ha descrito que la
alteracion en la indice cintura/talla puede ser un marcador revelador de resistencia a la insulina
y dislipemia en sujetos que mediante el IMC se categorizan como normales de apariencia
“saludable” (Anoop et al., 2021). Respecto a los resultados de la presente tesis doctoral, queda
una vez mas demostrado que la clasificacion segun el IMC presenta sesgos para clasificar
correctamente la poblacion en condicion de obesidad.

La medida exploratoria de tension arterial sistolica (TAS) y diastolica (TAD) se encontro
dentro de los valores de referencias fisiologica para los grupos normopeso y sobrepeso
(113/72 y 116/72 mmHg, respectivamente), mientras que el grupo de obesidad presentd
valores de tension arterial elevada (128/78 mmHg). Al comparar los resultados, se observa
que la tension arterial aumenta de normopeso a sobrepeso y de este a obesidad. Dentro del
grupo en condicién de obesidad el 57,1% (n=28) presento valores para hipertension arterial
(HTA). Estudios reportan que entre el 60 y 70% de la HTA en adultos es debida al exceso de
masa corporal (Garcia Casilimas et al., 2017). La obesidad contribuye a la HTA mediante
varios mecanismos, entre los que destacan la resistencia a la insulina y el gasto cardiaco (Jiang
et al., 2016).

Existen otros parametros como es el caso del perimetro de cintura (PC), el indice de masa
relativo (RFM), el porcentaje de grasa corporal (%GC) o la relacion cintura cadera (RCC),
que presentan una mejor prediccion del riesgo cardiometabolico y ofrecen mejor informacion
sobre la cantidad de grasa corporal (dato que en realidad define la obesidad). En este caso, los
voluntarios se separaron por sexo para el analisis de los datos, dado que hay rangos diferentes
para hombres y mujeres (Tabla 4.3).

Respecto a los resultados PC para este grupo de voluntarios (FINDRISC > 12, n=102), se
encontrd que el 76,6% de las mujeres y el 59,5% de los hombres, presentaron un PC por
encima de los valores de referencia. Un PC mayor a 88 cm en mujeres y 102 cm en hombres
se relacionan con el inicio de RI, segun la literatura cientifica (Kim & Abbasi, 2019). Solo el
11,7% (n=7) de la poblacion femenina presentaron un PC< 80 cm y el 19,0% (n=8) de la
poblacion masculina un PC < 94 cm.
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Tabla 4.3 Parametros para la clasificacion de obesidad aplicado segun los criterios del sexo

Variable y valores Mujeres VEIELLR Hombres
. valores de Valor p
de referencias (n=60) . (n=42)
referencias
Media + DE Media + DE
PC (cm) n (%) PC (cm) n (%)
75,1 + 4,1 89,3 +3,4
<80 cm 7 (11,7%) <94cm 8 (19,0%)
83,9+2,5 96,4 + 1,2 < 0,0001
100,4 + 7,7 S 111,2 £ 5,9
>88 cm 46 (76,6%) 102 cm 25 (59,5)
%GC %GC
. 19,429
<23,0/) 4 (6,6%) <11,0%
29,2 + 2,4 . 19,7 £ 1,8
23,0-33,9% 18 (30,0%) 11,0-21,9% 8 (19,0%) < 0,0001
. 37,6 £+ 2,0 . 25,7 +1,3
34,0 - 39,9 % 9 (15’0%) 22,0 - 27,9 % 10 (23,8)
o 46,6 + 3,9 0 35,2 +£3,3
240,0% 29 (48,3%) 228,0% 24 (57,1%)
RFM (%) RFM (%)
23,0-34,9% - 11,0-21,9% -
31,5+ 3,0 25,6 + 1,4
35 - 39,9 % (n=16) 22 - 27,9 % 8 (19,0%) < 0,0001
0 45,0+ 1,9 i 33,6 £ 6,5
40,0 - 45,0 % (n=44) 28,0 - 45,0 % 34 (80,9%)
RCC RCC
0,78 £ 0,0 0,92 £+ 0,0
<0,80 4 (6,6%) <0,95 17 (40,2%)
0,82 + 0,0 0,98 + 0,0 < 0,0001
0,81-0,84 8 (13,3%) 0,96-0,99 12 (28,6%)
50 85 0,93 £0,0 o1 1,0+0,0
- 48 (80,0%) " 13 (30,9%)

PC: Perimetro de Cintura; %GC: porcentaje de Grasa Corporal; RFM: indice de Masa Relativo; RCC: Relacion
Cintura Cadera. Datos representados en primeria linea promedio + desviacion estandar, segunda linea en
paréntesis poblacion que se adecua al valor de referencia.

Realizando un analisis entre el PC y el IMC (Figura 4.2), se observaron diferencias
significativas entre los grupos (p < 0,05). De acuerdo con los resultados, las mujeres con
obesidad presentaron un perimetro de cintura promedio de 100,4 + 7,7 cm y los hombres en
la misma condicién un promedio de 111,2 + 5,9 cm, valores que se encuentran muy por encima
de las referencias para poblacion europea (< 94 cm para hombre y < 80 cm para mujeres)
(Zimmet et al., 2005). Los altos valores del PC se han asociado con eventos cardiovasculares
y muerte subita sobre todo en poblacion masculina que rondan los 50 y 60 afios (Kim &

Abbasi, 2019).
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Figura 4.2 Relacion entre perimetro e indice de masa corporal segin el género
PC: perimetro de cintura; NP: normopeso; SP: sobrepeso; OB: obeso; Linea roja: valor de
referencia para mujeres < 80 y para hombres < 94 cm. * valor p=0,0234; comparacion entre
mujeres NP, SP y OB ** valor p=0,0096; **** valor p <0,0001. Comparacion entre hombres NP, SP
y OB *** valor p = 0,0007; **** valor p <0,0001

El %GC es una medida que ayuda a diferenciar la materia grasa de la masa muscular que
presenta una persona, dicho porcentaje puede variar segun la edad, el género, la genéticay el
nivel de actividad fisica que desempefie la personas (Mill-Ferreyra et al., 2019). Debido a que
los valores de referencia son diferentes segln la edad, en el presente trabajo se tomaron los
valores de referencia para el rango de edad de 40 a 59 afios (Mill-Ferreyra et al., 2019). Los
resultados mostraron que, el 48,3% (n=29) de las mujeres y 57,1% (n=24) de los hombres se
encontraron con valores para el rango muy alto (>40 y >28%, respectivamente). El exceso de
grasa, en particular el exceso de grasa abdominal facilita e incrementa la prevalencia de las
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (OMS, 2021).

La RCC, es un parametro que se relaciona estrechamente con eventos cardiovasculares
(Cao et al., 2018), la OMS indica que la RCC aparte de ser una medida para medir la grasa
corporal, puede ser un indicador de la cantidad de grasa visceral que presenta una persona.
Los resultados indican que el 80,0% (n=48) de las mujeres y el 30,9% (n=13) de los hombres
presentaron un riesgo alto para eventos cardiovasculares, mientras que el 6,6% (n=4) de las
mujeres y el 40,2% (n=17) de los hombres no presentan ningun tipo de riesgo cardiovascular.

A pesar los resultados, la Fundacién Espafiola del Corazén, asegura que son los hombres
quienes tienen mas riesgo de tener enfermedades cardiacas, pero lo cierto es que en promedio
el riesgo cardiovascular de una mujer equivale al de un hombre 20 afios mayor.

Existen evidencias de que la escala FINDRISC también se puede utilizar como herramienta
para cribado para detectar aquellos pacientes con riesgo cardiovascular adverso (LOpez
Gonzélez et al.,, 2016; Santana et al., 2023). Investigaciones realizadas por Ocampo Yy
colaboradores, encontraron que en un grupo de 796 voluntarios, los que presentaban puntuacion
> 12, presentaban también un perfil cardiovascular desfavorable y probablemente fuera un
causante para el aumento de riesgo en el desarrollo de diabetes (Ocampo et al., 2019). Otro
estudio realizado por Cuello y colaboradores, determinaron que en una corte de 262
participantes, los voluntarios que presentaban una puntuacion > 12 presentaban un riesgo
cardiovascular entre moderado y alto, existiendo la tendencia al incremento del porcentaje de
resigo a media que aumentaba el puntaje de la encuesta FINDRISC (Cuello et al., 2023). Si se
relacionan los resultados de la RCC y los obtenidos en la escala FINDRSIC, el 55,9% de los
voluntarios estudiados tienen una puntuacion > 12 y una relacion cintura cadera de riesgo
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moderado o alto, lo que indica que méas del 50% de los participantes del presente trabajo,
presentan un perfil cardiovascular desfavorable.

4.3. ANALISIS BIOQUIMICOS
4.3.1. Perfil glucémico

Los parametros bioquimicos dentro de la presente investigacién aportan informacion
fundamental que complementa a la informacion obtenida por otros métodos de valoracién. En
este apartado se incluyen pruebas exploratorias de la glucosa capilar, glucometria en ayuno,
glucometria tras una carga de glucosa (Tabla 4.4).

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas para esta poblacién gallega muestran
que, la concentracion de glucosa capilar varia en funcion del indice de masa corporal. Los
voluntarios normopeso presentan valores medios para una glucosa capilar normal (<100
mg/dL), mientras que los voluntarios sobrepeso y obesos presentan valores de glucosa capilar
alterada en ayuno (GAA) o lo que es igual a prediabetes. Si se analizan detalladamente los
datos, se observa que dentro de los voluntarios normopeso, a pesar de presentar un promedio
para glucosa normal, el 24,0% (n=6) presentan valores que corresponden a prediabetes (> 100
mg/dL). En el caso de los participantes con sobrepeso y obesidad, los valores se duplican e
incluso se cuatriplican con respecto al porcentaje que presentaron los hormopeso, se encontro
que el 67,8% (n=19) de los individuos con sobrepeso y el 46,9% (n=23) de los individuos con
obesidad presentaron valores de glucosa capilar correspondientes a prediabetes. Dentro de los
individuos se registro que un 10,2% (n=5) presentaban valores para el diagndstico de DMT2.

Haciendo una comparativa entre los resultados de la glucosa capilar con los resultados
obtenidos en la prueba de PTOG, se encontrd que los casos de prediabetes disminuyeron casi a
la mitad. Entre los individuos con sobrepeso se registro un 35,7% (n=10) con valores para
prediabetes, y entre los participantes con obesos la cifra fue de 24,4% (n=12). Aunque las dos
pruebas presentan el mismo fin (medir la glucosa en sangre), una presenta mas sensibilidad que
la otra. La PTOG evalda la forma en la que el cuerpo procesa la glucosa durante un periodo de
tiempo prolongado y la medida de glucosa en ayunas evalla los niveles de glucosa en el
momento. Ademas, hay que tener en cuenta que existen ciertos parametros que pueden influir
en la medicion de la glucemia capilar, como puede ser el tiempo desde la Gltima ingesta de
comida, el rango de las tiras reactivas que se utilizan o la calibracion propia del medidor
(Parramon, 2004).

Al desglosar los datos, sin tener en cuenta la clasificacion del IMC, se encontrd que el
22,5% (n=23) de los participantes presentaron valores para prediabetes y el 5,8% (n=6)
condiciones para DMT2 sin diagnostico previo. EL 71,6% (n=73) restantes presentaron una
curva de glucemia con valores dentro de la normalidad.
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Tabla 4.4 Caracteristicas bioquimicas de los voluntarios (n=102)

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?)  (IMC 27- 29,9 kg/m?) (IMC > 30 kg/m?) Valor p
n=25 (24,5%) n= 28 (27,4%) n= 49 (48,0%)
Perfil Glucémico
. 96,2 + 8,8 104,8 = 8,2 111,7 = 30,5
Glucosa capilar (85,0 - 114,0) (88,0 - 119,0)2b (87,0 - 281,0) 0,0311
Glucosa Basal 85,5+9,2 95,7 + 11,2 99,1 + 31,2 0,0649
(65,0 - 107,0)° (77,0 - 125,0)° (70,0 - 298,0)°
Glucosa Basal a los 81,2 + 23,6 102,7 + 26,1 105,5 + 26,6 0,0008
120 min. (46,3 - 165,0)? (36,2 - 176,0)° (38,9 - 170,0)°
Hb1AC 49+0,3 51+0,4 53+1,2 0,1038
(4,2 - 5,3)° (4,4 - 6,1)° (4,3 - 11,0)P
Clasificacion segun la prueba de tolerancia a la glucosa
Glucosa normal 24 (96,0%) 17(60,7%) 32 (65,3%)
GAA 0 (0,0%) 8 (28,6%) 8 (16,3%)
TGA 0 (0,0%) 2 (7,1%) 3 (6,1%)
GAA + TGA 1 (4,0%) 0 (0,0%) 1(2,0%)
DTM2 0 (0,0%) 1.(3,6%) 5 (10,2%)
Resistencia a la insulina
. 7,0 £3,6 9,2 + 4,1 12,0 £ 10,7
Insulina basal (3,2 -17,9)2 (4,3 - 20,2)20 (4,4 - 77,1)° 0,0338
HOMA.IR 1,4+0,7 2,3+1,3 3,0+2,1 0,0017
(0,7 - 3,9)° (1,0 - 5,8)»P (1,2 - 14,1)b

NP: normopeso; SP: sobrepeso; OB: obesidad; GAA: glucosa alterada en ayuno; TGA: tolerancia de glucosa
alterada. Datos representados en primera linea promedio + desviacion estandar, segunda linea en paréntesis
valores maximos y minimos. Para las diferencias en la distribucion de frecuencias entre los grupos, los valores
de p se evaluaron con la prueba ANOVA para valores paramétricos y Kruskal Wallis para datos no paramétricos.
Medias con el mismo superindice no presentan diferencias significativas entre si. Medias con el mismo superindice
presentan diferencias significativas entre si. Medias con diferente superindice no presentan diferencias
significativas entre si. valor p <0,05 analisis estadistico de comparativa multiple Tukey s.

Llama la atencion que un (1) voluntario del grupo de sobrepeso y uno (1) del grupo de
obesidad, presentaron valores de hipoglucemia tras realizar la sobrecarga de glucosa. La ADA,
define la hipoglucemia como un evento acompariado de concentraciones de glucosa plasmatica
por debajo de 54 mg/dL (Davies et al., 2022). Dichos valores se asocian con un exceso de
morbimortalidad, incrementa el coste asociado al cuidado que tiene la DMT2 y conlleva una
pérdida de productividad de los sujetos afectados (Mezquita-Raya et al., 2013).

Otro evento que llama la atencién es que, dentro del grupo de los obesos, un (1) voluntario
presentd niveles de glucosa basal de 298 mg/dL en ayuno. Las hiperglucemias mantenidas en
el tiempo pueden tener complicaciones serias, como pueden ser dafios en los nervios
(neuropatia), dafio en los rifiones (nefropatia diabética o insuficiencia renal), dafio en los vasos
sanguineos de la retina (retinopatia diabética) o incluso pie diabético. Cuando el nivel de
glucosa en sangre supera los 600 mg/dL se atraviesa por una afeccion conocida como “sindrome
diabético hiperosmolar” que puede terminar en un coma diabético (FEDE, 2021).

La relacion entre la escala FINDRISC y prueba de PTOG es mas precisa cuantos mas
puntos se obtiene en dicha escala. Los resultados mostraron que de los 102 voluntarios que
participaron en las pruebas bioquimicas, 38 presentaron una puntuacién de riesgo moderada,
dentro de esa puntuacion 9 participantes presentaron valores de glucosa para prediabetes. 35
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personas presentaron puntuacion para riesgo alto y se identificaron 14 participantes con valores
de glucosa alterada (10 prediabetes y 4 DMT2) y por Gltimo 4 voluntarios presentaron > 20
puntos o lo que es igual a riesgo muy alto, siendo 2 de ellos prediabéticos y 1 DMT2. Cabe
mencionar que, 5 participantes diagnosticados con prediabetes obtuvieron una puntuacion
FINDRISC de 12, situacion que valida el bajar la puntuacion poblacién gallega. En resumen,
en los 102 voluntarios que participaron en las pruebas bioquimicas, la escala FINDRISC expuso
que el 75,5% (n=77) presentaban riesgo para el desarrollo de DMT2 y las pruebas bioquimicas
expone que el 33,8% (n=26) de esos voluntarios presentan prediabetes y DMT2. Datos que
confirman una vez més que la escala FINDRISC es un buen test para el tamizaje de la poblacion
en general.

La prediabetes es la antesala de la DMT2, aunque en este estado se presentan valores
elevados de glucosa en sangre se puede prevenir o incluso evitar la manifestacion completa de
DMT2 (Rosas-Saucedo et al., 2017). Las personas con hormoglucemia presentan un aumento
en el riesgo del 0,7% por afio para el desarrollo de DMT2, en comparacion con el 5-10% por
afio que presentan las personas con glucosa alterada en ayuno o tolerancia de la glucosa alterada.
Mientras que las personas con glucosa alterada combinada (glucosa alterada en ayuno +
tolerancia de glucosa altera posterior a la sobrecarga de glucosa) tienen el doble de
probabilidades de desarrollar DMT2 que aquellas con solo una de dos condiciones (Mata-Cases
et al., 2015). Estudios han demostrado que, en un periodo de 3 a 5 afios, cerca del 25% de las
personas en estado de prediabetes progresan a DMT2, el 25% regresan a un estado de tolerancia
normal a la glucosa y el 50% permanecen en estado de prediabetes (Paulweber et al., 2010). Se
sabe que mas de la mitad de la poblacion europea mantiene la condicién de prediabetes hasta
el final de sus vidas (NICE, 2012).

Dentro de la poblacién gallega estudiada, se identifico que cerca del 30% de los voluntarios
desconocian su condicién y por lo tanto no habian recibido ninguna pauta o un diagndstico
adecuado para la patologia (especialmente los voluntarios DMT2). Por nuestra parte se ha
confirmado la tendencia de que las personas subjetivamente “sanas” rechazan el diagnostico de
una enfermedad asintomaética pero que trae consigo consecuencias graves. Por lo general la
DMT?2 se diagnostica en visitas rutinarias al médico o por quejas somaticas, como pueden ser
cansancio o vision borrosa. La percepcion que presenta el paciente sobre la seriedad del
diagnostico suele ser infravalorado, dado que la sintomatologia no es severa y el tratamiento no
es invasivo (Jiméz-Chafey & Davila, 2007).

En la actualidad, la hemoglobina glicosilada (Hb1AC) se considera uno de los parametros
para el diagnostico de la DMT2 segun la Asociacién americana de Diabetes (ADA, 2018). La
Hb1AC es el pardmetro bioquimico mas conveniente para calcular los problemas con el control
de la glucosa en sangre, dado que es una prueba que ofrece como resultado la media de los
valores de glucosa circulante en sangre de los ultimos 3 meses (De’marziani & Elbert, 2018).
Aunque se ha demostrado que es una prueba que presenta menor sensibilidad que la prueba de
tolerancia oral de la glucosa, por lo que aun es discutible cual deberia de ser la prueba de
referencia para diagnosticar la diabetes (Thewjitcharoen et al., 2019).

Segun los valores medios que presentaron los grupos de normopeso, sobrepeso y de
obesidad, todos se encuentran en el rango normal para la Hb1AC y no presentan diferencias
estadisticas significativas (p=0,1038). Realizando un analisis desglosado de los resultados, se
observo que entre el grupo de voluntarios con sobrepeso u obesidad (n=77), hay 5 voluntarios
(6,5%) que presentan prediabetes y 2 (2,6%) que presentan niveles de Hb1AC correspondientes
al diagnéstico de DMT2. Los resultados obtenidos en esta poblacion gallega en términos de
discordancia del diagnostico utilizando la Hb1AC vy la prueba de tolerancia oral a la glucosa,
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concuerdan con otros estudios realizados en poblacion mediterranea; Gonzalez-Sanchez y
colaboradores, realizaron un estudio en una cohorte de 377 pacientes a los que se les tomo la
Hb1AC y glucosa basal. A través de ese estudio determinaron que el nimero de diagndsticos
no eran iguales en ambas pruebas y llegaron a la conclusion que si se aplicaba la Hb1AC como
unico criterio de diagnostico, retrasarian el dictamen de DMT2 en la mitad de los voluntarios,
especialmente en los que presentan valores bajos de glucemia basal (Gonzalez-Sanchez et al.,
2010).

El informe del comité internacional de expertos compuesto por miembros designados por
la Asociacion Estadounidense de Diabetes, la Asociacion Europea para el Estudio de la
Diabetes y la Federacion Internacional de Diabetes, recomiendan combinar la prueba de
tolerancia oral a la glucosa con la Hb1AC, aunque esta Ultima presenta ventajas sobre la
glucosa, su uso exclusivo podria presentar problemas (Kilpel&inen et al., 2009; Nathan et al.,
2009).

Como se describio con anterioridad en el aparatado 1.4 de la introduccién de la presente
tesis doctoral, la insulina es la hormona que ayuda a que la glucosa circulante en sangre entre
en las células de los musculos, grasa e higado, donde se utilizara como fuente de energia. El
andlisis de insulina basal permite saber las concentraciones de esta hormona en sangre y lo ideal
es que se encuentre entre los 3y los 25 pUI/mL. En el caso de los voluntarios gallegos sujetos
a estudio, se determiné que el 96,1% presentaron valores normales de concentracién de insulina
en sangre, el 2,9% presentaron valores de insulina por encima de 25 pUI/mL y el 0,98%
presento un valor de insulina menor a 3 nUI/mL. El exceso de insulina en el torrente sanguineo
puede causar DMT2, eventos de hipoglucemia o sefial de RI, mientras que los valores bajos
pueden generar eventos de hiperglucemia, DTM1 o pancreatitis (Blonde et al., 2022).

La RI se identifica como la respuesta alterada a la estimulacién de la insulina de los tejidos
principales higado, musculo y tejido adiposo llegando afectar la eliminacion de la glucosa, lo
gue genera un aumento de produccion de produccion de insulina por parte de las células
(Freeman & Pennings, 2022). Clinicamente, la Rl se asocia a consecuencias metabdlicas como
podrian ser hipoglucemia, niveles altos de tension arterial, desregularizacion de los niveles de
glucosa y disfuncion endotelial. Eventos que colectivamente se conocen como SM (Fernandez
& Blazquez Fernandez, 2018; Freeman & Pennings, 2022). Se considera que la resistencia a la
insulina es el principal mecanismo fisiopatoldgico de la diabetes, su deteccion temprana es
importante como estrategia de prevencion, y parece un enfoque atractivo ya que surge en el
estado previo al desarrollo de la DMT2 y sus complicaciones (Gonzélez-Gonzalez, 2022).

La técnica ideal para medir la resistencia a la insulina es el pinzamiento euglucémico
hiperinsulinémico (clamp), consiste en administrar una cantidad conocida de glucosa e insulina
mediante pensién venosa y utilizando un algoritmo matematico se estima con precision la
sensibilidad de esa persona a la insulina. Es un método complejo y que precisa de maltiples
extracciones sanguineas previas, es por lo que se utiliza en estudios de pequefia escala
(Cabezas-Cerrato & Araujo, 2003). Mattews y colaboradores en 1985 propusieron el modelo
homeostasis de la resistencia a la insulina (HOMAL.IR), método que evalta la funcion de las
células B y la resistencia a la insulina a partir de las concentraciones basales en ayunas de
glucosa e insulina (Tahapary et al., 2022). EI modelo HOMA.IR se ha convertido en una
herramienta clinica y epidemioldgica ampliamente utilizada, su uso adecuado puede arrojar
datos de gran validez para la investigacion (Wallace et al., 2004).

Los resultados obtenidos en la poblacion gallega para el calculo del HOMA.IR separado
por grupos segun el IMC presentaron diferencias significativas (p <0,005), identificando que el
80% (n=20) de los participantes normopeso presentaron un rango saludable respecto a la
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resistencia de la insulina y solo el 12% (n=3) presentaron resistencia significativa a la insulina.
En el lado contrario, se encuentran los participantes con obesidad. Aunque el 34,7% (n=17) de
los participantes presentaron un rango saludable para la resistencia a la insulina, en conjunto
son mas lo que presentan resistencia temprana y resistencia significativa (28,6% (n=14) y
36,7% (n=18)) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Distribucion de frecuencia para el modelo HOMA.IR diferenciado por grupos
de indice de masa corporal. NP: normopeso; SP: Sobrepeso; OB: obesidad. Res:
resistencia. Para las diferencias en la distribucion de frecuencias entre los grupos, los
valores de p se evaluaron con la prueba ANOVA para valores paramétricos valor p = 0,0328.

Cuando se compara entre los resultados del HOMAL.IR y los valores de glucosa basal de la
prueba de PTOG, de los 29 participantes con prediabetes y diabetes, el 27,5% (n=8) presentaron
resistencia temprana a la insulina 'y el 55,2% (n=16) presentaron resistencia significativa (Valor
p <0,0001). El aporte de revisiones sistematicas como la realizada por Gonzalez-Gonzalez y
colaboradores, deja como resultado el analisis de 38 estudios en los que se implementa el
HOMA.IR para evaluar la resistencia a la insulina. La conclusién a la que se llega es que cuanto
mas alto son los valores del modelo HOMAL.IR, mayor seré la asociacion al riesgo de DMT2 e
hipertension (Gonzalez-Gonzélez et al., 2022).

La RI va de la mano con el SM. Este sindrome esta presente en uno de cada cuatro adultos
y su prevalencia aumenta notablemente en personas que presentan obesidad (Lau et al., 2006).
Para el diagnostico del SM ademas de presentar un perimetro de cintura > 94 en hombres y >
80 en mujeres (en la poblacion europea), deben cumplir 2 de los 4 criterios propuestos por la
Federacion Internacional de Diabetes (glucosa, presion arterial, colesterol HDL y triglicéridos)
los cuales fueron descritos en el apartado 3.6.2 de materiales y métodos.

Los resultados para el SM en la poblacion gallega analizada, revel6 45 (44,1%) de estos
voluntarios presentan SM y por tanto 57 (55,9%) voluntarios no. Segln se avanza en el indice
de masa corporal, van aumentando los voluntarios que presentan SM. En el caso de los
normopeso 5 (20%) cumplieron los criterios para el diagnéstico de sindrome metabdlico,
seguido se encontro que 11 (39,3%) de los participantes con sobrepeso y con diferencia, mas
de la mitad de los participantes obesos (exactamente 29 (57,1%)) relinen las condiciones para
sindrome metabdlico.

Cuando se comparan los resultados en conjunto, se observo que dentro de los voluntarios
que presentaron una resistencia a la insulina significativa (27,5%), un 17,6% presentaron SM
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y un 15,7% presentan valores de sobrecarga oral de glucosa alterada, bien sea para el
diagnostico de prediabetes o diabetes (Tablaa 4.5). Los valores altos de glucosa y la resistencia
a la insulina se propusieron hace méas de 30 afios como factores importantes para el SM.
Estudios clinicos y de poblaciéon aportan correlaciones entre la hiperinsulinemia, la Rl en
personas con SM (Da Silva et al., 2020). Los datos cientificos apoyan que una persona que
presente DMT2 o prediabetes presenta SM si al menos cumple dos de los criterios que estan
establecidos para su diagnostico. Ademas, un sujeto con tolerancia normal a la glucosa puede
presentar SM si presenta resistencia a la insulina definida por el cuartil mas alto del modelo
HOMA.IR (Costa et al., 2003).

Tabla 4.5. Relacién entre resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, insulina basal y sobrecarga
oral a la glucosa.

HOMA.IR nigrajlr)%rl?:o Insulina basal PTOG alterada Valor
n (%) ! Media + DE n (%) p
n (%)
No resitencia 6,6 +2,5 o
52 (51,0%) 15 (14,7%) (3,2- 20 0) 5 (4,9%) <0,0001
Resitencia temprana 12 (11,8%) 9,4+ 8 (7,8%) <0,0001
21 (20,6%) (7,1 - 12 7)
Resistencia significativa 18 (17,6%) 16,8 + 12,7 16 (15,7%) <0,0001
28 (27,5%) (4,7 - 77,1)

HOMA.IR: cuantificacion para la resistencia a la insulina; PTOG: Sobrecarga Oral a la Glucosa. Insulina basal,
expresada en valor medio + desviacion estandar, segunda linea en cursiva valores minimos y maximos
registrados. Para la SOG solo se tendran en cuanta a los voluntarios que presenten diagnostico de prediabetes
o diabetes.

Entre los resutlado se encontrdé un caso inusual de hipoglucemia hiperinsulinémica
(insulina basal de 77,1 pUI/mL y glucosa basal 70 mg/dL). La hipoglucemia
hiperinsulinémica suele presentarse cuando hay insulinoma o cuando existe el sindrome
hipoglucémico pancreético no insulinoma (Torres-Arano et al., 2021). El insulinoma hace
referencia a la presencia de tumores en el pancreas, lo que genera que se produzca niveles
altos de insulina al margen de la cantidad de glucosa que exista en sangre (Apodaca-Torrez
etal., 2006). A pesar de no presentar niveles de la glucosa para el diagnostico de prediabetes,
ni de DMT2, esta persona presentd resistencia a la insulina (14,1 segiin el HOMA.IR) y SM
con valores de perimetro de cintura 113,5 cm, tension arterial sistolica 138 mmHg y
colesterol HDL de 52 mg/dL.

El analisis del perfil glucémico de los 102 participantes nos dejo como resultado el
diagnostico de 29 voluntarios con prediabetes y 6 voluntarios con diagnostico de DMT2 que
desconocian su situacion. Ademas de dar a conocer que 49 individuos presentaron resistencia
temprana y significativa para la insulina y que 45 participantes cumplieron los criterios para
SM. La identificacion de poblacion en riesgo para el desarrollo de DMT2 es fundamental
para emplear estrategias que frenen el aumento de la prevalencia de la patologia.

4.3.2. Perfil lipidico

Junto al perfil glucémico, se realizé el perfil lipidico para cada voluntario. En este apartado
se incluye los pardmetros de colesterol total, colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-
HDL), colesterol de lipoproteinas de baja densidad LDL (c-LDL) y triglicéridos (Tabla 4.6)
descritos en el apartado 3.3.3 de materiales y métodos.
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El perfil lipidico de la poblacion en general ha presentado variaciones en los ultimos afios,
debido a los cambios en el estilo de vida, fundamentalmente por el alto consumo de alimentos
ricos en grasas y azucares y la ausencia de la actividad fisica (Blasco & Ascaso, 2019). Los
sujetos que presenta valores alterados en el perfil lipidico tienen entre 2 0 3 veces mas riesgo
de enfermedades cardiovasculares que las personas que presentan valores de normalidad (Lau
et al., 2006).

La molécula del colesterol es fundamental para la fisioldgia y fisiopatologia humana, ya
que es parte importante para la formacion de hormonas, metabolismo de vitaminas como la D,
desempefia funciones como la absorcidn de calcio, adecuada funcidn cognitiva, regula procesos
celulares que van desde la fluidez y la permeabilidad de la membrana celular (Schade et al.,
2020). En este estudio se observo que el 52,0% (n=53) de la poblacién sometida a estudio,
presento una tendencia hacia los valores mas altos del valor de referencia del colesterol (=200
mg/dL).

Los datos analizados en funcion del IMC expusieron que, tanto los participantes normopeso
como los obesos presentaron valores medios de normalidad (<200mg/dL), aunque muy cerca
del limite (197,2 y 196,5 mg/dL, respectivamente) (Tabla 4.6). En el caso de los voluntarios
con sobrepeso presentaron una media por encima del valor de referencia (212,5 mg/dL). Cabe
mencionar que, en los tres grupos se encontré poblacion con niveles de colesterol dentro del
rango limitrofe (200-240 mg/dL), siendo los obesos los que presentaban mayor poblacion con
dichos niveles (18 (36,7%)).

En el torrente sanguineo el colesterol total se encuentra asociado al c-LDL de tipo
aterogénico y al c-HDL de calidad protectora (NIH, 2022). El c-LDL es uno de los metabolitos
maés estudiados por ser un predictor fiable de enfermedades cardiovasculares y enfermedades
coronarias (Ference et al., 2017). Los resultados indicaron que 87 (85,3%) personas presentaron
valores normales para el c-LDL, mientras que 14 (13,7%) de los voluntarios presentaron valores
por encima de los limites de referencia (<160 mg/dL). Lo que se considera es que dichos
voluntarios pueden presentar algun porcentaje de riesgo cardiovascular. Sin embargo, cuando
se analizaron los datos segun el IMC, los tres grupos obtuvieron valores medios de normalidad.

Tabla 4.6. Perfil lipidico e indices aterogenicos de los sujetos sometidos a estudio

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad

VR (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 27- 29,9 kg/m?) (IMC 2 30 kg/m?) Valor p
(VR) n=25 (24,5%) n= 28 (27,4%) n= 49 (48,0%)

Perfil Lipidico

Colesterol total 197,2 + 32,3 212,5 + 24,1 196,5 + 30,8 0.0837
(<200 mg/dL) (140,0 - 254,0) (181,0 - 272,0) (136,0 - 265,0) ’
c-HDL 62,3 + 14,4 55,1 + 11,5 50,2 + 10,9 0,0004
(30-70 mg/dL) (41,0 - 95,0) (34,0 - 80,0)2b (32,0 - 77,0)°
c-LDL 116,5 + 30,8 134,5 + 23,4 120,7 + 31,5 0,0450
(<160 mg/dL) (70,0 - 176,0)? (104,0 - 187,0)2b (48,0 - 200,0)2
Triglicéridos 87,4+ 53,5 110,9 + 65,5 116,9 + 57,4 0,1250
(<150 mg/dL) (32,0 - 300,0)2 (47,0 - 298,0)2 (38,0 - 319,0)2

VR: Valor de Referencia; IMC: indice de Masa Corporal. Datos representados en primeria linea promedio +
desviacion estandar, segunda linea en paréntesis valores maximos y minimos. El calculo del valor p, se realizo
mediante la prueba Kruskral-Wallis (variables no paramétricas) y test a ANOVA (variables paramétricas) valores
p <0,05 estadisticamente significativo. Medias con el mismo superindice presentan diferencias significativas entre
si. Medias con diferente superindice no presentan diferencias significativas entre si., valor p <0,05 analisis
estadistico de comparativa multiple Tukeys.

El c-HDL es considerado un factor antiaterogénico con capacidad de ser un protector
cardiovascular y antioxidante. Alrededor de la cuarta parte del colesterol sanguineo es
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transportada por el c-HDL, a diferencia de los anteriores, cuando mas elevados sean los niveles
en sangre serd mejor ya que la funcion de este es transportar hasta el higado el colesterol
sobrante y las placas acumuladas en las arterias para ser excretado del organismo (NIH, 2022).

Los resultados indican que existe una relacién inversa entre el c-HDL y el IMC con una
diferencia estadistica de p <0,0001. Los tres grupos presentaron niveles de c-HDL con valores
medios de normalidad, siendo los voluntarios obesos los que presenten los valores méas
disminuidos (50,2 +10,9 mg/dL). En la préctica clinica se ha establecido diferentes valores de
referencia para el c-HDL segun el sexo, para las mujeres >40 mg/dL y para los hombres > 35
mg/dL (Fundacion Espariola del Corazon, 2022). En este estudio los resultados indicaron que
57 de 60 mujeres (95%) presentaron valores por encima del 40 mg/dL con una media de 59,7
+ 11,45 mg/dL; y 39 de 42 hombres (92,8%) presentaron valores por encima de 35 mg/dL con
una media de 49,9 + 11,1 mg/dL. Los voluntarios que no presentaron valores adecuados de c-
HDL, se les recomendo iniciar algun tipo de actividad fisica y cuidar mas la alimentacion para
mejorar sus niveles de colesterol HDL. Presentar valores adecuados para el colesterol total, c-
HDL y c-LDL representa un riesgo bajo de ataque cardiaco. Unos niveles fuera de los valores
de referencia se asocian con el riesgo de ataque cardiaco, ictus, ateroesclerosis, entre otros
(Fundacion Espafiola del Corazén, 2022).

Los triglicéridos junto con la glucosa son fuente de reserva energética para el cuerpo; tras
una ingesta de alimento, los triglicéridos se almacenan en las células grasas del cuerpo
(Ibarretxe & Masana, 2021). Los resultados del presente estudio mostraron que los triglicéridos
aumentan cuando hay una alteracion en el indice de masa corporal, aunque no llegan a superar
el valor de referencia (<150 mg/dL). De forma general, 86 (84,3%) voluntarios presentaron
valores dptimos para los triglicéridos y 17 (16,7%) presentaron valores dentro del rango normal-
alto (150 — 500 mg/dL). Los triglicéridos en el rango normal-alto suele ser el resultado de
factores ambientales secundarios como la dieta, el sobrepeso o la obesidad (Ibarretxe &
Masana, 2021). Diversos estudios sugieren que el aumento de lipidos circulantes en el torrente
sanguineo y su oxidacion son causantes de insensibilidad del receptor de insulina, empeorando
la condicién de resistencia a la insulina (Unger et al., 2014); lo que genera cambios en la
produccién y activacion del complejo proteico de la lipoproteina lipasa, componente
fundamental en la movilizacion y catabolismo de los triglicéridos (Rygiel, 2018).

La dislipemia aterogénica o dislipemia diabética, suele preceder el diagndstico de la
diabetes, sobre todo en aquellos pacientes que presentan factores de riesgo como la obesidad
central y RI (Cuevas & Alonso, 2016). Se trata de una agrupacién anémala de los lipidos y
lipoproteinas plasmaticas que estan interrelacionadas metabdlicamente (Carmena, 2008). Las
caracteristicas principales de dicha dislipemia es presentar niveles altos de triglicéridos y c-
LDL y bajos niveles de c-HDL, a lo que se le denomina “triada lipidica aterogénica” (Carmena
etal., 2004).

En relacion con lo anteriormente expuesto, se realizo el analisis de los valores obtenidos
para el perfil lipidico en funcién del resultado de la prueba PTOG, encontrando que los datos
concuerdan con lo reportado en la literatura (Carmena, 2008; Roa Barrios et al., 2009; Unger
et al., 2014). Los voluntarios con prediabetes y DMT2 presentaron una media de c-LDL y
triglicéridos mayores (127,5 + 31,2 mg/dL y 113,5 + 43,4 mg/dL, respectivamente) en
comparacion con los normoglucémicos y una media de c-HDL menor (51,5 + 10,4 mg/dL) que
los voluntarios normoglucémicos, aunque hay diferencia en los valores medio no existe una
diferencia estadisticamente significativa (valor p>0,05) (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Comparacion entre el perfil lipidico y categoria de glucosa.
Valores de referencia para c-LDL<160 ; c-HDL 30 -70; Triglicéridos: <150 mg/dL. Los valores p se
evaluaron con la prueba t para datos parametricos y prueba t Kolmogorov-Smirnov para no
parametricas. c-LDL Valor p=0,4058; c-HDL Valor p=0,1408; Triglicéridos Valor p=0,5645.

Las enfermermedades cardiovasculares, especialmente la enfermedad coronaria es la principal
causa de mueste entre los pacientes con diagnostico de diabetes. Este mayor riesgo se debe en
parte al mal control metabolico que presenta la patologia y a la presencia de dislipemia. Es por
ello, que el manejo del paciente diabetico debe ser multifactorial. Las guia de la Asociacion
Americana del Corazény la Asociacion Americana de Daiebtes, recomiendan que todo paciente
con diabetes tipo 1 o tipo 2, que comprendan una edad entre 40 a 75 afios, con niveles de c-
LDL superiores a 70 mg/dL debe de recibir como tratamiento estatinas de moderada o alta
intensidad, dependiendo del riesgo (Grundy et al., 2019; ADA, 2022). En cuanto a esta
recomendacion, los volunatrios de la presente tesis doctoral que presentaron valores alterados
para el c-LDL, no se encoentraban en tratamiento de ningun tipo cuando fueron reclutados para
el estudio.

4.3.3. Relacion de indices aterogénicos y resistencia a la insulina

En funcidn de los resultados obtenidos en el perfil lipidico, se realizaron los calculos para
los indices aterogénicos asociados al riesgo cardiovascular (Tabla 4.7).

La resistencia a la insulina se encuentra estrechamente relacionada con la
hipertrigliceridemia y la tasa total de lipidos en sangre después de la ingesta de alimentos
(lipidemia posprandial). La hipertrigliceridemia es una alteracion comin en el estado de
prediabetes, precediendo en el tiempo a la aparicion de la hiperglucemia crénica (Carmena,
2008). No hay una explicacion definitiva para la correlacion entre la hipertrigliceridemia y la
resistencia a la insulina, se saque que los niveles altos de triglicéridos en sangre interfieren en
el metabolismo de la glucosa en los musculos. En este sentido la relacion entre los triglicéridos
y el c-HDL se ha propuesto como una alternativa para estimar la accion de la insulina (Siddiqi
& Mansbach, 2012).

Segun los datos reflejados en la tabla 4.7, los tres grupos de indice de masa corporal
presentaron valores por debajo del valor de referencia (3,5) observando una diferencia
significativa entre los grupos (valor p=0,0026). Los voluntarios con obesidad y sobrepeso
mostraron un promedio mayor de este indice en comparacion que los voluntarios normopeso
(25 + 14 y 2,2 £1,6, respectivamente); sin embargo, en los tres grupos se detectaron
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participantes con este indice aterogénico aumentado obedeciendo al 14,7% (n=15) de la
poblacién total. De los participantes que presentan este indice aterogénico alterado, el 8,8%
(n=9) presentaron rango de resistencia a la insulina significativo y el 11,8% (n=12) presentaron
SM. Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral concuerdan con la bibliografia;
Unger y colaboradores, realizaron un estudio con 525 adultos los cuales fueron divididos en
dos grupos con y sin sindrome metabolico. Los resultados mostraron que el valore medio de la
relacion triglicéridos / c-HDL fue mayor en el grupo con SM en comparacion del grupo que no
lo presentaba (Unger et al., 2014). Al igual que el estudio realizado por Campos Mufiiz y
colaboradores, los cuales evaluaron la capacidad que presenta el indice de triglicéridos /c-HDL
en la prediccion de diabetes. Los resultados obtenidos para el indice fueron significativamente
mayores para los voluntarios que presentaban factores asociado al desarrollo de diabetes en
comparacion al grupo que no los presentaban (Campos Mufiiz et al., 2023).

Tabla 4.7 indices aterogénicos de la poblacion sujeta a estudio

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad
VR (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 27- 29,9 kg/m?) (IMC 2 30 kg/m?) Valor p
(VR) n=25 (24,5%) n= 28 (27,4%) n= 49 (48,0%)
indices Aterogénicos
Ly 1,6 +1,3 2,2+1,6 2,5+1,4
Relacion TG/c-HDL (0.3 - 6,3)? (0.7 - 7,1y2 (0.7 - 6,8) 0,0026
Relacion CT/c-HDL 3,3+0,94 4,0+1,0 4,1+1,0 0,0060
(212 - 5’7)a (276 B 6)4)b (2y5 B 7)1)b
Relacion c-LDL/c-HDL 2,1+0,7 2,5+0,9 2,5+0,9 0,2051
(1,0 - 3,9)2 (1,5 - 4,9)b (0,9 - 5,0)P

VR: Valor de Referencia; CT: Colesterol Total; TG: Triglicéridos; c-HDL: colesterol de la alta densidad; c-LDL:
colesterol de baja densidad. Datos representados en primeria linea promedio + desviacion estandar, segunda
linea en paréntesis valores maximos y minimos. El calculo del valor p, se realizé mediante la prueba Kruskral-
Wallis (variables no paramétricas) y test a ANOVA (variables paramétricas) valores p <0,05 estadisticamente
significativo. Medias con el mismo superindice presentan diferencias significativas entre si. Medias con diferente
superindice no presentan diferencias significativas entre si, valor p <0,05 analisis estadistico de comparativa
multiple Tukeys.

La relacion entre el colesterol total y el c-HDL es conocido también como el indice Castelli
I. Segun la literatura, la evaluacion por encima de 3 en dicho indice confiere un valor predictivo
mayor de evento cardiovascular, por lo tanto, se considera como un buen indicador de resigo
cardiovascular (Ranchal et al., 2022). En los tres grupos de analisis, los valores promedio
superan al valore de referencia, los normopeso con 3,3 + 0,94; los sobrepesos con 4,0 £ 1,0y
los obesos con 4,1 + 1,0 (valor p=0,006). Un 73,5% (n=75) de la poblacion total presentaron
valores alterados para este indice, lo cual es un reflejo de que la poblacién sometida a estudio
presenta un colesterol total alto y un c-HDL bajo, lo que representa un alto riesgo para eventos
cardiovasculares.

Por ultimo, la relacion entre el c-LDL y el c-HDL se considera un indicador de riesgo
cardio vascular inminente; el c-LDL presenta capacidad aterogénica, los niveles altos de este
bloquean la capacidad antioxidante y antiaterogénica que presenta el c-HDL (Du et al., 2020).
El valor de referencia en este indice se establece en <2,5. Los resultados de la poblacién
evidencio que el 56,9% (n=58) presentaron una adecuacién al valor propuesto, mientras que el
42, 1% (n=43) supero el valor de referencia. Cuando los valores se discriminaron segun el
IMC, no se encontraron diferencias significativas (valor p =0,2051). Al igual que en los
anteriores indices, la relacion c-LDL/c-HDL confirma el riesgo cardiovascular incluyendo en
la poblacion aparentemente sana.
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Los resultados obtenidos en los indices aterogénicos en este estudio muestran una relacion
y un aumento significativo (valor p=0,003) entre la media de los valores para los indices
aterogénicos con respecto a los grupos de riego moderado, alto y muy alto segun la escala
FINDRISC, dichos resultado coinciden con otros estudios realizados en poblacion diabética
(Zhu et al., 2015; Andreeva-Gateva et al., 2016). Lo que podrian sugerir los resultados de la
poblacién estudiada, es que los indices aterogenicos dan una plusvalia a la prediccion de
desarrollo de DMT2 si se combina con la escala FINDRISC. Igualmente, los indices
aterogénicos por si solos, cobran un papel relevante, puesto que permiten la deteccion temprana
de aquellas patologias que de manera individual o coexistiendo con otras, predisponen la
aparicion de enfermedades cardiovasculares.

4.4.VARIANTES GENETICAS

De los 102 voluntarios que participaron en las pruebas bioquimicas y mediciones
antropomeétricas, fueron seleccionados un total de 90 voluntarios, ya que reunian caracteristicas
de riesgo tales como presentar obesidad, puntuacion > 12 en la escala FINDRISC y presentar
valores de glucosa en el rango de prediabetes y DMT2. Los participantes que presentaban
sobrepeso y reunian los criterios anteriormente comentados, fueron reclasificados como
poblacién obesa tomando como referencia los resultados de los parametros diferentes al indice
de masa corporal. En cuanto al grupo control o normopeso se mantiene la clasificacion del IMC,
dado que son voluntarios que no presentan valores alterados de glucosa, ni riesgo para el
desarrollo de diabetes segun la escala FINDRISC.

Finalmente, los voluntarios fueron categorizados segun la condicién de normopeso u
obesidad, segun el caso, junto al diagnostico de la prueba de la tolerancia oral a la glucosa
quedando asi tres grupos distribuidos en: normopeso o grupo control normoglucémicos (n=23),
obesos normoglucémicos (n=43) y obesos con glucosa alterada (n=24).

De los 90 participantes, el 56,7% (n=51) eran mujeres y el 43,3% (n=39) eran hombres. La
edad media de los participantes fue 52,8 + 7,4 afios. La poblacion masculina que presentd
obesidad obtuvo un porcentaje promedio de grasa de 30,9% y las mujeres un 38,1%, ambos
porcentajes se corresponde a la clasificacién de obesidad.

A partir de sangre entera se extrajo la muestra de ADN de los voluntarios para ser
analizados de dos formas. Por un lado, se realizo el test de riesgo genético DMT2. Como se
indicd en la seccién 3.3.4 de material y métodos se incluyen 16 polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNP) que han demostrado estar intimamente ligadas con el desarrollo de DMT?2
(Berumen et al., 2019). Los datos genéticos son combinados con datos de origen étnico, edad,
IMC, sexo y antecedentes familiares de disposicion de diabetes y se obtiene finalmente una
puntuacion que indica el riesgo de sufrir diabetes. Uno de los informes tipo se incluye en el
Anexo (VIII). Por otro lado, se realizo la prueba de riesgo para desarrollo de obesidad con los
64 SNPs que se escogieron y que se describieron en el apartado de materiales y métodos.
Mediante el analisis de dichas variables se desarrollé una puntuacién de riesgo genético que
indica la predisposicion al desarrollo de obesidad.

4.4.1. Variantes genéticas y DMT2

En el caso del teste de DMT2, los resultados obtenidos muestran que 3 de los 16 SNPs no
presentaron o presentaron baja frecuencia alélica de riesgo, mientras que 8 de 16 SNPs
presentaron un porcentaje mayor al 50% en las frecuencias alélicas de riesgo. Los porcentajes
de riesgo genético que se obtuvo en promedio para cada grupo analizado fueron, el grupo
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normopeso 41% (riesgo intermedio), el grupo de obesos normoglucémicos 58% (riesgo alto) y
los voluntarios con obesidad y glucosa alterada 67% (riesgo alto).

El gen HNF1A fue el Unico que presento una frecuencia alélica de riesgo del 0%. HNF1A
se asocia a la forma monogénica de la diabetes, es decir con la diabetes de inicio en la madurez
de los jovenes (diabetes MODY) (Yasutaka, 2022). HNF1A, se expresa principalmente en el
higado, intestino, pancreas y rifiones. La funcion que desempefia en el pancreas es la secrecion
de la insulina(Yasutaka, 2022). Es probable que la razon por la que nuestros voluntarios no
presenten esta variante genética es que ninguno de nuestros voluntarios presenta DMT2
monogeénica.

Seguido se encuentran las frecuencias alélicas de riesgo mas bajas y fueron para las
variantes SLC16A11y INS-IGF2, (0,05% y 0,02% respectivamente) que en este caso la variante
de riesgo solo se vio expresada en la poblacion obesos normoglucémicos. Se sabe que el alelo
de riesgo (T) de SLC16A11 es comln en personas de ascendencia mexicana y latinoamericana,
aunque se presenta de forma poco comun en otras poblaciones (Williams et al., 2014; Zhao et
al., 2019). Algo similar ocurre con el gen INS-IGF2, el cual su alelo de riesgo (T) se asocia con
el desarrollo de DMT2 en poblacion latina y afroamericana (Mercader et al., 2017). A pesar de
que los que voluntarios seleccionados para este estudio eran de origen étnico europeo, 4 fueron
heterocigotos (GT) para el SNP del gen SLC16A11 incluido en el test de PATIA y solo 1
voluntario fue homocigoto para el alelo de riesgo (TT) del SNP del gen INS-IGF2,

En el caso contrario, se encontraron 8 SNPs con unas frecuencias alélicas de riesgo mayor
al 50%. En el caso del grupo control, las mayores frecuencias del alelo de riesgo son para los
SNPS de los genes ADCY5, KCNQ1, PPARG, CDKN2A/B1, WFS1, SLC30A8, JAZF1 y
HHEX/IDE. En el caso de los obesos normoglucémicos y con glucosa alterada, las variantes
genéticas son casi las mismas. Los SNPs comunes entre ambos grupos fueron KCNQ1, PPARG,
ADCY5, SLC30A8, WFS1, CDKN2A/B1, HHEX/IDE, la variacion se ve en JAZF1 que esta
presente en los obesos normoglucémicos y FTO en los obesos con glucosa alterada (Tabla 4.8).

La variante rs2237897 del gen KCNQL1, lo presentan los tres grupos de voluntarios con
frecuencias alélicas diferentes, siendo los obesos normoglucémicos y los obesos con glucosa
alterada los que presentan las frecuencias alélicas de riesgo mas altas. Cabe mencionar que, los
voluntarios del grupo de obesos con glucosa alterada presentan la méxima frecuencia alélica
para alelo de resigo que se puede obtener (100%). Esto se traduce en que los voluntarios obesos
con glucosa alterada fueron homocigotos para el alelo de riesgo (CC). El gen KCNQ1 codifica
la subunidad formadora de poros de un canal de potasio (K*) dependiente de voltaje que es
esencial para la fase de repolarizacién del potencial de accion en el masculo cardiaco. Ademas,
KCNQL1 se expresa en tejido que incluyen el cerebro, el tejido adiposo y el pancreas, asi como
la linea célula secretora de insulina INS-1 (Kasuga, 2011). El alelo de riesgo de KCNQ1
también se asocia con una alteracién de secrecion de insulina lo que podria explicar por qué
solo los voluntarios con los niveles de glucosa alterada son homocigotos para las variantes de
riesgo.

El receptor gamma activo por el proliferado de peroxisomas (PPARG), regula la
transcripcion de varios genes diana que gobiernan la diferenciacion de adipocitos y el
metabolismo de glucosa y lipidos, asi como la sensibilidad a la insulina y las vias inflamatorias
(Mirza et al., 2019). Diferentes SNPs en el gen PPARG se han asociado con alteraciones del
estado metabolico, incluida la resistencia a la insulina, la obesidad y la DMT2 (Cataldi, 2021).
A pesar de que todos los grupos presentan una frecuencia del alelo de riesgo mayor al 50% para
este SNPs, son los voluntarios obesos con glucosa alterada los que presentan mayor porcentaje
(96%), lo que explicaria los valores de glucosa alterada que presentan estos voluntarios.
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Tabla 4.8 Frecuencia del alelo de riesgo y de no riesgo para cada uno de los genes incluidos en el panel de

PATIA

Gen (rs) Alelo de Alelo de riesgo Alelo no riesgo

riesgo NP ON OG | % NP ON OG %
KCNQT1 - rs2237897 o 091 09 1,00| 9% | 0,09 0,02 0,00 4
PPARG - rs1801282 o 0,80 0,92 0,9 | 8 | 0,20 0,08 0,04| 11
ADCY5 - rs11717195 T 0,9 0,80 0,79 | 8 | 0,04 0,20 0,21 15
CDKN2A/B - rs10811661 T 0,78 0,69 094 | 8 | 0,22 0,31 0,06 | 20
WFS1 - rs4458523 G 0,72 0,71 0,51 | 65 | 0,28 0,29 0,50 | 36
SLC30A8 - rs3802177 G 0,70 0,74 0,63 | 69 | 0,30 0,26 0,38 | 31
HHEX/IDE - rs1111875 o 0,50 0,69 0558| 59 | 0,50 0,31 0,42 | 4
FTO - rs9936385 c 0,35 0,33 056 | 41 | 0,65 0,67 0,44 | 59
JAZF1 - rs849135 G 0,50 0,58 0,48 | 52 | 0,50 0,42 0,52 | 48
KCNJ11 - rs5219 T 0,33 0,30 042 35 | 0,67 0,70 0,58 | 65
TCF7L2 - rs7903146 T 0,30 0,29 038 | 32 | 0,70 0,71 0,63 | 68
IGF2BP2 - rs4402960 T 0,26 0,24 0,31 | 27 | 0,74 0,76 0,69 | 73
CDKAL1 - rs7756992 G 0,41 0,20 0,31 | 31 | 0,5 0,80 0,69 | 69
SLC16A11 - 575493593 T 0,00 0,05 0,00 2 1,00 0,95 1,00 | 98
INS-IGF2 - rs149483638 T 0,00 0,02 0,00 1 1,00 0,98 1,00 | 99
HNF1A - rs483353044 A 0,00 0,00 0,00 O 1,00 1,00 1,00 | 100

rs: secuencia de referencia; NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada;
%: promedio del porcentaje del gen entre los 3 grupos.

De este analisis se puede extraer que el gen KCNQ1 y PPARG, son con diferencia los que
presentan mayor frecuencia en el alelo de riesgo, siendo los voluntarios con obesidad y valores
de glucosa alterado, los que presentan la méxima frecuencia alélica (100%) para el gen
KCQNL1. Del total de participantes analizados en este segmento, el 56,7% (n=51) presentd
riesgo moderado segun el algoritmo del grupo PATIA, entre dichos voluntarios el 15,7%
(n=8) presentaron valores de prediabetes en las pruebas bioquimicas. Mientras que, el 42,2%
(n=38) de los participantes mostraron riesgo alto, donde 26,3% (n=10) presentaron valores
para prediabetes y el 15,8% (n=6) diagnostico de DMT?2 segun las pruebas bioquimicas. Lo
que puede significar que la genética de estos participantes puede estar influyendo en el
desarrollo de la patologia,

4.4.2. Variantes genéticas y obesidad

Los resultados obtenidos en el panel de obesidad muestran que 8 de los 64 SNPs analizados
presentan una frecuencia alélica de riesgo menor al 20%, mientras que 28 de 64 SNPs
presentaran un porcentaje igual o mayor al 50% en las frecuencias alélicas de riesgo. En el resto
de los SNPs, la frecuencia del alelo de riesgo fue menor en la poblacion obesa
(independientemente del nivel de glucosa) que en la poblacion normopeso. Este resultado
aparentemente contradictorio podria explicarse por la deriva genética, asi como por el niUmero
de muestras incluidas en el ensayo.
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El analisis de los resultados indica que la frecuencia alélica de riesgo aumenta de un grupo
a otro (Tabla 4.9), es decir, en el grupo control se encontraron 26 SNPs con una frecuencia
alélica de riesgo igual o mayor al 50%, en el grupo de obesos normoglucémicos se encontraron
27 SNPs, mientras que en los obesos con glucosa alterada se encontraron 33 SNPs. Entre las
frecuencias del alelo de riesgo destaca el SNP del gen APOA5 con un 96%. Este gen traduce
para la apoloproteina V, proteina calve para el metabolismo lipidico. La variante genética
rs2266788 del gen APOAS se ha visto asociada con la alteracion de las funciones de lipidos
LDL y HDL, que conllevan a un estado més aterogenico con un impacto negativo en la salud
cardiovascular (Sotos-Prieto, 2010; Guardiola, 2015).

La frecuencia alélica de riesgo que mayor % presenta entre los voluntarios obesos
normoglucémicos, es la variante rs173539 del gen CETP con un 98%. Dicho gen codifica para
la proteina de transferencia de éster de colesterilo, proteina que participa en el transporte inverso
del colesterol desde la periferia hasta el higado, donde se convertira en acidos biliares y se
excretara. El aumento de la actividad del gen CETP reduce la relacién HDL/colesterol total,
situacion gue se asocia con un mayor riesgo de enfermedad de las arterias coronarias (Suhy et
al., 2015).

Tabla 4.9. Frecuencia del alelo de riesgo y de no riesgo para cada uno de los genes incluidos en el panel

de obesidad
alelo de Alelo de riesgo Alelo no riesgo
Gen +rs 3
riesgo NP ON OG % NP ON 0G %
APOA5;ZPR1 - rs2266788 A 1,00 0,93 0,96 96 0,00 0,07 0,04 4

CETP - rs173539
APOA1 - rs670
GPRC5B - rs12444979
QPCTL - rs2287019
ETV5 - rs9816226
NRXN3 - rs11624704
TMEM18 - rs2867125
TMEM18 - rs6548238
BDNF - rs10767664
SPRY2 - rs534870
MAP2KS5 - rs2241423
LYPLALT - rs4846567
HSD17B4 - rs10478424
CCDC121 - rs3749147
ZNF512;C20rf16 - rs1919128
PLINT - rs2289487
NEGR1 - rs2815752
LY86 - rs1294421
RSPO3 - rs9491696
TBX15 - rs984222
ADAMTS9-AS2 - rs6795735
IRS1 - rs2943650
VEGFA - rs6905288
COBLL1 -rs13389219

0,93 0,98 0,95 96 0,07 0,02 0,05 4
0,87 0,90 0,9 91 0,13 0,10 0,04 9
0,89 0,90 0,86 88 0,11 0,10 0,14 12
0,89 0,87 0,72 83 0,11 0,13 0,28 17
0,74 0,90 0,82 82 0,26 0,10 0,18 18
0,89 0,78 0,74 80 0,11 0,22 0,26 20
0,70 0,84 0,80 78 0,30 0,16 0,20 22
0,70 0,84 0,80 78 0,30 0,16 0,20 22
0,67 0,78 0,84 76 0,33 0,22 0,16 24
0,80 0,76 0,72 76 0,20 0,24 0,28 24
0,67 0,74 0,80 74 0,33 0,26 0,20 26
0,67 0,76 0,78 74 0,33 0,24 0,22 26
0,72 0,81 0,67 74 0,28 0,19 0,33 26
0,72 0,70 0,70 71 0,28 0,30 0,30 29
0,70 0,71 0,70 70 0,30 0,29 0,30 30
0,72 0,65 0,61 66 0,28 0,35 0,39 34
0,70 0,64 0,64 66 0,30 0,36 0,36 34
0,67 0,67 0,46 60 0,33 0,33 0,54 40
0,22 0,74 0,82 59 0,78 0,26 0,18 #
0,59 0,55 0,59 57 0,41 0,45 0,41 43
0,43 0,67 0,59 57 0,57 0,33 0,41 43
0,57 0,61 0,52 56 0,43 0,39 0,48 44
0,59 0,57 0,50 55 0,41 0,43 0,50 45
0,50 0,50 0,65 55 0,50 0,50 0,35 45

o> 4T 0000 > 49> 0>00>>2>00>> 490000
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Gen + s alelo de Alelo de riesgo Alelo no riesgo
riesgo NP ON OG % | NP ON 0G %
GRB14 - rs6717858 T 0,50 0,51 0,64 55 0,50 0,49 0,36 45

ZNRF3-KREMENT1 - rs4823006
GRB14 - rs10195252
GNPDAZ2 - rs10938397
FTO - rs12149832
FTO - rs1558902
FTO - rs9939609
FTO - rs1121980
GCKR - rs780093
FTO - rs17817449
FTO - rs8050136
DNM3 - rs1011731
TNNI3K - rs1514175
FAIM2 - rs7138803
SH2B1 - rs7359397
HOXC13 - rs1443512
LRRN6C - rs10968576
MTIF3 - rs4771122
MC4R - rs12970134
NFE2L3 - rs1055144
MC4R - rs17782313
MAP3k1 - rs11743303
MC4R - rs571312
MC4R - rs6567160
LIPC - rs10468017
ITPR2 - rs718314
TFAP2B - rs987237
LRP1B - rs2890652
SEC16B - rs574367
SEC16B - rs543874
ADRB3 - rs4994
ZNF259 - rs2075290
CLOCK - rs1801260
PRKD1 - rs11847697
NCAM2 - rs11088859

0,54 0,52 0,50 52 | 0,46 0,48 0,50 48
0,46 0,49 0,61 52 | 054 051 0,39 48
0,54 0,45 0,41 47 | 0,46 055 0,59 53
0,36 0,32 0,61 43 | 0,64 0,68 0,39 57
0,35 0,34 0,59 43 | 0,65 0,66 0,41 57
0,35 0,36 0,57 42 | 0,65 0,64 0,43 58
0,35 0,35 0,57 42 | 0,65 0,65 0,43 58
0,39 0,41 0,46 42 | 0,61 059 0,54 58
0,34 0,36 0,55 42 | 0,66 0,64 0,45 58
0,35 0,34 0554 41 | 0,65 0,66 0,46 59
0,46 0,36 0,33 38 | 054 0,64 0,67 62
0,37 0,33 0,36 35 | 0,63 067 0,64 65
0,43 0,27 033 34 | 057 073 0,67 66
0,28 0,38 0,35 34 | 0,72 062 0,65 66
0,41 0,20 0,20 27 | 059 080 080 73
0,28 0,31 0,20 27 | 0,72 069 080 73
0,24 0,31 0,23 26 | 0,76 0,69 0,78 74
0,30 0,26 0,18 25 | 0,70 0,74 0,82 75
0,20 0,22 032 24 | 0,80 0,78 0,68 76
0,23 027 023 24 | 0,77 0,73 0,77 76
0,16 0,22 0,33 23 | 0,84 0,78 0,67 77
0,23 0,28 0,20 23 | 0,77 0,72 0,80 77
0,24 0,26 0,20 23 | 0,76 0,74 0,80 77
0,17 0,23 0,25 22 | 0,83 0,77 0,75 78
0,28 0,20 0,17 22 | 0,72 080 0,83 78
0,15 0,24 024 21 | 0,85 0,76 0,76 79
0,20 0,10 0,18 16 | 0,80 0,90 0,82 84
0,07 0,19 0,17 14 | 093 081 083 86
0,09 0,17 0,13 13 | 091 0,83 0,87 87
0,04 0,06 0,13 8 | 09 094 087 92
0,00 0,09 0,05 5 1,00 0,91 0,95 95
0,04 0,09 000 5 | 09 091 1,00 95
4
2

- o000 -H 0060 0> 00 4>00>494>>0>>049>>>>>04>

0,02 0,05 0,04 0,98 0,95 0,9 96
0,00 0,02 0,02 1,00 0,98 0,98 98

>

rs: secuencia de referencia; NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada;
%: promedio del porcentaje del gen entre los 3 grupos.

Otros SNPs que presentaron un promedio alto en la frecuencia del alelo de riesgo son los
correspondientes a los genes APOAL con un 91%, GPRC5B con un 88%, QPCTL con un 83%,
ETV5 con un 82% y TNEM18 con un 80%. Respecto al gen APOAL, se sabe que es la principal
proteina del colesterol HDL y tiene un importante papel en el metabolismo de los lipidos, una
de las funciones que cumple este gen es ser el principal componente de la via de transporte del
colesterol (De Luis et al., 2019). EIl gen GPRC5B es una proteina fundamental para mantener
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una forma activa de Fyn quinasa en un miocrodominio de lipidos ricos en esfingolipidos. La
cascada de sefializacion de fosforilacion de tirosina mediadas por dicho gen desempefia una
funcién importante en el desarrollo de la obesidad y la resistencia a la insulina a través del
metabolismo dindmico de los esfingolipidos (Hirabayashi & Kim, 2020). Estudios en ratones
ha mostrado que la ausencia de este gen protege de la obesidad inducida por la dieta y resistencia
a la insulina. Lo que demuestra que GPRC5B se conserva funcionalmente en términos de
metabolismo de los lipidos (Kim et al., 2012; Kim et al., 2018).

El gen ETV5 esté relacionado con el factor de transcripcion ET version 5, de expresion en
el hipotalamo cuya funcion eta asociada a la regulacion del metabolismo y equilibrio energético.
Diversos estudios asocian dicho gen con el IMC, especialmente en pacientes es estado de
obesidad (Gutierrez-Aguilar et al., 2015). Lo que podria explicar por qué los voluntarios obesos
del presente estudio son homocigotos para las variantes de riesgo y, por ultimo, el gen TNEM18
codifica para una de las proteinas de membrana 18, posiblemente relacionada con la regulacion
transcripcional del &cido ribonucleico mensajero (ARNm). Diferentes estudios ubican la
actividad de dicho gen en el hipotdlamo y lo asocian con la adipogénesis, apetito y el equilibrio
energético (Speakman, 2013). Respecto al SNP del gen TNEM18, tanto los obesos
normoglucémicos como los obesos con glucosa alterada, presentaron una frecuencia del alelo
de riesgo mayor que los normopeso.

Aunque la variante del gen RSPO3 presento un promedio de frecuencia en el alelo de riesgo
de un 59%, los voluntarios obesos normoglucemicos presentaron un 74% y los obesos con
glucosa alterada un 82%. Este gen se asocia con una mayor relacion cintura-cadera y también
con el promover la distribucién de la grasa en la parte superior del cuerpo al estimular la
proliferacion del tejido adiposo abdominal (Loh et al., 2020). Los voluntarios normopeso
presentaron un perimetro de cintura promedio de 86,8 cm, mientras que los obesos
normoglucémicos 102,7 cm y los obesos con glucosa alterada 105,9 c¢cm, datos que se
correlacionan con la frecuencia alélica de riesgo obtenida.

El gen FTO es conocido por su asociacién a la masa grasa y a la obesidad y diversos
estudios entorno a este gen, han demostrado el ligamento que existe con la obesidad
(Rodriguez-Lépez et al., 2010; Mizuno, 2018; Evans et al., 2022; Yin et al., 2023). Estudios en
poblacién europea han reportado altos porcentajes de frecuencia alélica para los SNPs del gen
FTO (rs1121980, rs12149832, rs1558902, rs17817449, rs8050136, rs9939609) (Wang et al.,
2011; Wen et al., 2012). Especialmente, el SNP rs9939609 se relaciona con sobrepeso grave y
algunas de sus comorbilidades en poblaciones europeas (Rodriguez-Lopez et al., 2010).

Algunos estudios centran las funciones del gen FTO con el control hipotaldmico de la
saciedad, la hiperfagia y la ansiedad que se manifiesta ante la restriccion de comida (Cecil et
al., 2008). Sin embargo, otros estudios mas recientes sugieren que la expresion de dicho gen es
desde el higado y que esta regulado por sefiales metabdlicas, como nutrientes y hormonas,
pudiendo afectar al metabolismo de la glucosa y los lipidos (McMurray et al., 2013; Mizuno,
2018). En el andlisis de los 90 voluntarios que participaron en el presente estudio, y
especialmente la poblacion obesa que presentaba la glucosa alterada, los SNPs del gen FTO
presentd un promedio de 57% en la frecuencia del alelo de riesgo en las variantes del panel de
obesidad. La variable rs9936385 del mismo gen que se analizo en el panel de PATIA, presento
un 56% en la frecuencia del alelo de riesgo en el mismo grupo poblacional. Si se comparan los
datos con los sujetos obesos normoglucémicos, la frecuencia alélica de riesgo es mayor, lo que
podria sugerir que la regulacion del gen FTO en estos voluntarios es hepatica. Seria necesario
un grupo poblacional mas grande de voluntarios obesos con glucosa alterada para comprobarlo.
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4.4.3. Razbn de probabilidad de variables genéticas

La razdn de probabilidad (odds ratio en inglés), es una medida de asociacién que indica la
fortaleza de relacion entre dos variables, en este caso es la relacion que existe entre la patologia
de obesidad y las diferentes variantes genéticas. En el presente trabajo de tesis doctoral solo se
realizo los calculos para las variantes del panel de obesidad, dado que el panel de diabetes fue
desarrollado por el grupo PATIA y cuenta con una patente que no permite obtener los datos del
proceso, tan solo el resultado final del anélisis.

Los célculos de odds ratio se realizaron mediante la distribucion alélica del grupo control
frente al grupo problema, el analisis se hizo con un intervalo de confianza del 95% (Dominguez-
Lara, 2018) (material de complemento Tabla3). En los resultados del grupo control frente a los
obesos normoglucémicos, se encontrd que 38 SNPs presentaron una puntuacion > 1, donde 4
SNPs presentan diferencias significativas (valor p=0,05). Cuando se realizé el anélisis entre el
grupo control y el grupo de obesos con glucosa alterada, se obtuvo que 33 SNPs presentaron
una puntuacién > 1, de los cuales 4 SNPs presentaron diferencias significativas (valor p=0,05).

En el primer caso, la variante genética RSPO3 presentd con diferencia el valor més alto de
odds ratio (10,47, valor p <0,0001), seguidas de otras variantes como SEC12B, ETV5,
HOXC13, CEPT, ADAMTS9-AS2, CLOCK, TMEM18 y PRKD1 (Figura 4.5). En el segundo
caso, las variantes genéticas HOXC13 y RSPO3, son las que presentan con diferencia un mayor
odds ratio, 17,1 y 16,2 respectivamente; ambos con un valor estadistico significativo (valor p
<0,0001), seguido se encontraron variables de genes como ADRB3, APOA1, SEC16B, BDNF,
MAP3K1, todas las variantes de FTO (rs12149832, rs1558902, rs9939609, rs1121980,
rs17817449, rs8050136) (Figura 4.6).

El gen RSPO3 es de alta importancia en la capacidad de almacenamiento de tejido adiposo
periférico(Loh, 2020). Como se comentd anteriormente, numerosos estudios respaldan la
asociacion entre el gen RSPO3 y la relacion cintura-cadera (Burgdorf et al., 2012; Berndt et al.,
2013; Schleinitz et al., 2014; Loh et al., 2020). En este caso los datos del presente analisis se
correlacionan con lo descrito en la literatura, puesto que se manifestd una diferencia
significativa en el perimetro de cintura entre los grupos enfrentados (p = <0.0001). Dicha
variable genética es de utilidad para determinar el riesgo de desarrollar obesidad y demuestra
ser una de las variables que mas peso tiene en el desarrollo de obesidad en la poblacién gallega
incluida en este estudio.

Respecto al gen FTO, el grupo de obesos con glucosa normal de esta poblacion gallega,
presento tres SNPs (rs1121980, rs9939609, rs17817449) con un odd ratio > 1 (valor p > 0,05),
mientras que en el grupo de obesos con glucosa alterada presentaron valores de odds ratio > 1
(valor p < 0,06) para las 6 variables analizadas. FTO es un gen ubicado en el primer intrdn, los
SNPs de dicho gen fueron las primeras variantes comunes descubiertas asociadas con el IMC y
el exceso de peso corporal (Speakman, 2015). Puntualmente, la variante rs9939609 cuando se
encuentra en homocigosis da como resultado un riesgo 16 veces mayor de obesidad y un
promedio de 3,0 kg de sobrepeso, ademas otras variantes como rs17817449, rs3751812 y
rs7202116, se asociaron fuertemente con el sobrepeso y la obesidad (Frayling, 2007).

La interaccion del gen FTO con otros genes como el IRX3 y RPGRIP1L puede producir
alteraciones en el mecanismo regulador de la expresion génica de FTO (Deng et al., 2018). Las
regiones no codificantes del gen FTO estan conectadas funcionalmente con los promotores del
gen IRX3 como un elemento regulador de largo alcance y los alelos de riesgo dentro de la region
reguladora afecta la expresion de este (Smemo et al., 2014). El gen IRX3 codifica para una
homeoproteina que juega un papel importante en la formacion de territorios cerebrales y
desarrollo del hipotalamo anterior. Las neuronas hipotalamicas estan involucradas en la
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regulacion de varios procesos fisioldgicos, como el control homeostatico de la ingesta de
alimentos, el balance de agua y sal, el gasto de energia, la temperatura corporal y la presion
arterial. Los fallos que se pueden presentar en el desarrollo que puedan afectar al hipotdlamo
puede provocar cambios profundos en los fenotipos como por ejemplo la obesidad (Cavadas,

2016; De Aradjo & Velloso, 2020).
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Figura 4.5 Representacion grafica de la racién de probabilidad (odds ratio) de los SNPs entre los
voluntarios normopeso y obesos normoglucémicos. Representado el valor de odds ratio e intervalo de
confianza al 95%
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Figura 4.6 Representacion grafica de la racion de probabilidad (O.R) de los SNPs entre los
voluntarios normopeso y obesos con glucosa alterada. Representado el valor de OR e intervalo de
confianza al 95%
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El gen SEC16B, es codificante para la proteina homologo B del SEC16. proteina implicada
en varios procesos bioldgicos, incluidos el metabolismo de los lipidos, la sefializacion de la
insulina, las homeostasis energéticas y la regulacion de la secrecion de péptidos implicados en
el control del apetito(Boigues & Mach, 2015). En particular los estudios genéticos han
identificado una asociacion entre las variantes en el gen SEC16B y el IMC. La presencia del
alelo de riesgo (G) ha demostrado aumentar el riesgo de obesidad en diferentes poblaciones
étnicas (Fu et al., 2016). En los voluntarios analizados, el SNPs rs574367 presento un odds ratio
de 3,28 (valor p=0,07) en los obesos normoglucémicos y un odds ratio de 3,02 (valor p= 0,20)
en los obesos con glucosa alterada. Los voluntarios que presentaron el alelo homocigoto para
dicha variable (GG), no presentaron diferencias significativas en su IMC) con respecto a los
voluntarios obesos que presentaron el alelo homocig6tico de no riesgo (GG) (valor p >0,05,
por lo tanto, aunque hay un odds ratio > 1, no se podria explicar la relacion de este SNP con el
IMC en estos voluntarios.

Otro gen del que podemos hablar respecto a los resultados obtenidos en nuestro analisis es
del gen TMEM18. Este gen codifica una de las proteinas transmembrana que desempefian un
papel en la regulacion central del apetito y el gasto energético (Larder et al., 2017). La literatura
reporta que hay una interaccién entre los genes TMEM18 y PPARG, puntualmente, TMEM18
activaa PPARG cuando aumenta la actividad del promotor PPARG1 (Landgraf et al., 2020). El
gen PPARG esté involucrado en la resistencia a la insulina, las variantes de riesgo de TMEM18,
pueden generar la desregulacion del gen PPARG lo que podria traducirse en un aumento de
glucosa en sangre (Landgraf et al., 2020). Tanto la variable rs6548238 como la rs2867125 del
gen TMEM18 presentaron un odds ratio > 1 en los voluntarios analizados. A partir del panel de
genes analizado con PATIA, se comprobd que PPARG presenta la mayor frecuencia alélica
homocigota de riesgo en el grupo de obesos con glucosa alterada (96%). Aungue no hay un
coeficiente de interaccion significativo en el grupo de obesos con glucosa alterada, la presencia
de dichas variables con un odds ratio >1, podria correlacionar la interaccion de las variables
genéticas en este grupo de personas con lo descrito anteriormente.

Por otro lado, los resultados arrojan que las variables rs17782313, rs571312 y rs6567160
del gen MCA4R, presentaron un valor de odd ratio de 1,24, 1,32 y 1,13 (valor p >0,05)
respectivamente con los voluntarios obesos normoglucémicos. Algunas variantes de este gen
se asocian con el grado de obesidad extremo monogénico y obesidad poligénica (Khera, 2019).
Los voluntarios de estes estudio se consideran obesos poligénicos, dado que hay diferentes
variables génicas que estan interactuando con el ambiente en el desarrollo de la obesidad,
aunque los valore de odds ratio para este gen no presentan un valor p significativo, se puede
decir que hay una relacion positiva al presentar un odd ratio > 1.

Mediante un tercer analisis se enfrentan la distribucion alélica de los voluntarios obesos
normoglucémicos y obesos con glucosa alterada, con el fin de ver la variacion que pueden
presentar los SNPs dependiendo de los niveles de glucosa. Se encontrd que 24 SNPs presentan
un odd ratio > 1 donde variantes presentaron un valor p <0,05. Entre los genes con mayor
puntacién de odds ratio se encuentran las variantes analizadas del gen FTO, APOA1 y ADRB3
todos con valores que oscila entre 3,3y 2,1.

Llama la atencion que enfrentando a la poblacion obesa normoglucémica frente a la obesa
con glucosa alterada, los SNPS rs12149832 y rs1558902 del gen FTO presenten el mayor valor
de odds ratio 3,35 (valor p=0,00) y 2,74 (valor p=0,01) respectivamente.

Mientras que cuando se enfrenta la poblacion del grupo control versus los obesos con
glucosa alterada, el odds ratio obtenido es menor 2,72 (valor p=0,02) y 2,66 (valor p =0,04)
respectivamente. La diferencia entre los valores de odds ratio podrian sugerir que la variacion
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en los valores es debida a los valores de glucosa, datos que concuerdan con lo comentado
anteriormente en este mismo capitulo, el gen FTO puede presentar una regulacion hepatica
entre nuestros voluntarios con obesidad.

Dentro del analisis de voluntarios obesos normoglucémicos frente a obesos con glucosa
alterada, se encontro variantes con un odds ratios mayor o igual a 1 que no estaba presentes en
los andlisis de los grupos anteriores, es el caso de LRP1B, APOA5;ZPR1, FAIM2 y TNNI13K.
El gen LRP1B codifica para una proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad 1B. Estudios de asociaciones en grandes poblaciones han informado que dicho gen es
un factor de susceptibilidad a la obesidad. El alelo de riesgo en homocigosis (CC) para el SPNs
rs2890652 del gen LRP1B, se ha asociado con un aumento del IMC de 0,09 kg/m? con un valor
p <0.00001 (Lee, 2019). Respecto a los resultados de los voluntarios de este estudio, los
voluntarios que presentaron homocigosis del alelo de riesgo no presentaron diferencias
significativas en el peso con respecto a los voluntarios que presentaban el alelo de no riesgo en
homocigosis (valor p = 0,62).

FAIM2 (molécula inhibidora de la apoptosis de fase 2) o también conocido como NMP35
(proteina de membrana natural 35), es uno de los genes méas populares que esta asociado a la
obesidad (Corella et al., 2016). FAIM2 codifica una proteina antiapoptética, expresada en altas
cantidades en el cerebro que antagoniza la via Fas (Besirli et al., 2012). Varios estudios han
asociado las concentraciones de Fas con hipertension y riesgo cardiovascular (Corella et al.,
2014). Estudios en poblacion asidtica, demuestra una asociacion entre el
polimorfismo rs7138803 de dicho gen y los valores de la tension arterial diastolica (Xi et al.,
2013). Otros estudios relacionan el SNPs rs7138803 con el aumento del IMC de
aproximadamente 0,12 kg/m? (Ledn-Mimila et al., 2013). A pesar de que los voluntarios obesos
con glucosa alterada son los Unicos que presentan asociacion con este gen con su valor de odds
ratio, los valores de la tension arterial diastélica no presentan una diferencia significativa
respecto a los obesos normoglucémicos (valor p= 0,65).

Otro gen que se relaciona con eventos cardiacos y que en este caso presenta una relacion
positiva (odds ratio > 1) en los obesos con glucosa alterada, es el gen TNNI3K, la quinasa que
interactta con la troponina | codificada por este gen se expresa principalmente en el corazén.
Varios estudios asocian niveles altos de TNNI3K con hipertrofia cardiaca (Pham et al., 2021).
A pesar de que los voluntarios obesos con glucosa alterada presentan relacion positiva, los
valores de tension arterial son muy similares a los obesos normoglucémicos y no presentan
diferencias significativas (valor p=0,53).

De los tres analisis anteriores se observa que hay variantes genéticas asociadas al desarrollo
de obesidad que son comunes en las tres situaciones para calcular la relacion de probabilidad.
El diagrama de Venn (figura 4.7) describe los genes que son compartidos o especificos de cada
comparacion. Los genes que estarian fuertemente asociados a la alteracion del IMC son los que
se encuentran en la union de los tres circulos, que representan las condiciones de comparacion,
y corresponden a los SNPs de los genes.
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Figura 4.7 Genes caracteristicos de cada una de las variables analizadas en el panel de
obesidad con relacion de probabilidad 1.
NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada.

4.4.4. Puntuacion de riesgo genético para obesidad y DMT2

Para darle un valor numérico al efecto combinado entre los alelos y el riesgo a la patologia
se desarrollé una puntuacion de riesgo genético (PRG). EI PRG es una herramienta que permite
evaluar la susceptibilidad genética a cualquier rasgo, caracteristica o enfermedad compleja,
sometida a una heredabilidad. La capacidad predictiva de la PRG se recomienda especialmente
en casos de tamafios de muestras variables o relativamente pequefios (Calderén-Garcia et al.,
2023).

En el caso de obesidad se calculd la PRG en base a los SNPs con odds ratio > 1 del grupo
control enfrentado a obesos normoglucémicos (PRGsg) y enfrentado a obesos con glucosa
alterada (PRG33). Mientras que, para la DMT2, el grupo PATIA entrego el porcentaje de riesgo
para cada voluntario analizado. EI calculo se realiz6 mediante su algoritmo patentado en el que
se incluye otras variantes comentadas con anterioridad.

Para el célculo de PRGsg se incluyeron 38 variables bialélicas, cada sujeto puede tener una
PRG minima de 0 y méaxima de 76 alelos de riesgo; para el calculo de PRGaz3 se incluyeron 33
variables bialélicas, en este caso cada individuo puede tener una puntuacion minima de 0 y
méaxima de 66 alelos de riesgo. Para que los datos fueran directamente comparables, se
transformd los valores obtenidos en un % de riego, donde la puntuaciéon minima era 0% y la
méaxima 100%.

86



Resultados y Discusion

PRG38 PRG33
& %k %k k
kkkk
100 100 | |
| | kkk ns
Kkkk ns 1 |
) 80+ 10 | 80+ |
< T I
]
" 60— % 60
L
[aa]
(@]
J 40— 40 l
[
o
* 20- 20
0 ] 1 | 0 1 | 1
NP ON 0G NP ON 0G

Figura 4.8 Grafica de caja de bigotes con las puntuaciones de riesgo genético par obesidad con
la formula de 38 y 33 SNPs.

NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada. Se empleo test Anova

de un factor y test Turkey post hoc para la determinacion de diferencias significativas entre los

grupos. *** p < 0,05, *** p <0,001, ns: diferencias significativas no encontradas.

La distribucién de porcentajes de riesgo para el grupo control, obesos normoglucémicos y
obesos con glucosa alterada por diagrama de caja se muestran en la figura 4.8. Se observa
diferencias significativas (p<0.001) con ambas formulas entre los voluntarios que presentan
obesidad y los controles. En el caso de PRG33 la diferencia significativa fue ligeramente menor
entre el grupo control y los obesos normoglucémicos que para PRGss.

Los resultados del PRG de las 16 SNPs de DMT2 (PRGze) indican que en promedio la
poblacién total analizada presento 50% de riesgo moderado y 48,9% de riesgo alto; solo el 1,1%
de la poblacion presento riesgo bajo. Si se separa la puntuacion por los grupos analizados se
obtiene que los valores van incrementando segin cambia la condicién, es decir los voluntarios
control presentaron un promedio de 41%, los obesos normoglucémicos un 58% y por ultimo
los obesos con glucosa alterada un 67%. Dentro de este Gltimo grupo los porcentajes maximos
que se obtuvieron fueron de 96% y los minimos de 41% (Figura 4.9). Si se hace una comparativa
entre los valores de la PRG de PATIA de los diferentes grupos analizados, se encuentran
diferencias significativas entre los voluntarios (p <0.0001).
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Figura 4.9 Grafica de caja de bigotes con las puntuaciones de riesgo genético para DMT2
con la formula de PATIA.

NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada. Se empleo test

Anova de un factor y test Turkey post hoc para la determinacion de diferencias significativas

entre los grupos. *** p <0,05, **** p < 0,001, ns: diferencias significativas no encontradas.

Una herramienta de gran utilidad para evaluar y comparar la capacidad de distinguir entre
los verdaderos positivos y los negativos de las PRG desarrolladas son las curvas ROC (del
inglés Receiver Operating Charateristic). A partir de los valores positivos (sensibilidad) y los
verdaderos negativos (especificidad) se hace una medicion global del conjunto de todos los
puntos de corte y se calcula cual de ellos alcanza la sensibilidad y la especificidad maés alta
(Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023). Los verdaderos positivos corresponden a los
voluntarios con la patologia de obesidad o diabetes y los verdaderos negativos corresponden a
los voluntarios que se identifican sin enfermedad.

En la curva ROC existe un &rea denominada area bajo la curva (AUC del inglés Area Under
the Curve), la cual tiene la capacidad de diferenciar sujetos sanos versus enfermos. Una prueba
de discriminacién perfecta es la que presenta tanto sensibilidad y especificidad igual a 1.
Valores de AUC > 0,8 significa que es predictivo y tiene utilidad clinica para biomarcadores
en estudio, mientras que los valores de AUC < 0,8 no se consideran con valia predictiva
(Kamarudin et al., 2017).

En el estudio actual se utilizé la curva ROC evaluar la efectividad de los SNPs como
biomarcador de las dos férmulas, PRGss y PRGas; para ello se compard entre diferentes
condiciones, (i) grupo control y obesos normoglucémicos, (ii) grupo control y obesos con
glucosa alterada (Figura 4.10). La curva ROC que compara el PRGsg entre normopeso y obesos
normoglucémicos, valoré6 un AUC de 0,76 con un valor p de 0,0005; este resultado infiere
ausencia de capacidad para discriminar entre normopeso y obesos, puesto que, aunque existe
diferencia estadistica el valor de AUC es < 0,8. Cuando se compararon los valores de PRGas
entre el grupo control y los obesos con glucosa alterada, el calculo de AUC presento un valor
de 0,84 con una significancia estadistica de p <0,0001. Esto significa que puede discriminar
entre normopeso Yy la condicion de obeso con glucosa alterada con un 84% de probabilidad. Al
igual que en el caso anterior, el comportamiento de la curva ROC para la comparacion de la
PRGs3s entre el grupo control frente a obesos normoglucémicos y obesos con glucosa alterada,
presentd una AUC de 0,82 y 0,83 respectivamente con una significancia estadistica (valor p
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<0,0001 y p=0,0001 respectivamente). Lo cual indica que se puede discriminar entre
normopeso Yy las dos condiciones de obesidad en un 82% y 83%.

Dentro de la poblacion espafiola se han realizado estudios para comprobar diferentes PRG
relacionado con la obesidad, a través del estudio realizado por Calderén Garcia y colaboradores,
comprobaron si una PRG desarrollada a partir de 10 variantes genéticas se encontraba asociada
al fenotipo de obesidad en poblacion infantojuvenil. EIl resultado mostro que los voluntarios
que se clasificaron como obesos mediante el IMC, presentaron puntuaciones mas altas de riesgo
poligénicos que los voluntarios no obesos. Se estimo que la PRG a partir de los 10 SNPs podria
ser un instrumento de diagnostico del riesgo de obesidad entre poblaciéon infantojuvenil
espafiola (Calderon-Garcia et al., 2023). Cabe mencionar que, que a pesar de que nuestra
poblacional es adulta, presentaron un odds ratio > 1 en ocho de las diez variables genéticas que
se analizan en el anterior estudio, lo que puede tenerse en cuenta para la evaluacién de la
condicion nutricional con un enfoque preventivo desde una corta edad.

Las PRG que se obtuvieron en el presente trabajo, presentan un mayor AUC cuando se

enfrenta la poblacion normopeso a obesos con glucosa alterada, esto se podria relacionar con la
interaccion de los genes de obesidad y el metabolismo de la glucosa. Para dar entender esta
relacion, antes hay que conocer la genémica nutricional y sus dos caras, la nutrigenémica (busca
la explicacion del efecto directo de los nutrientes sobre la expresion génica) y la nutrigenética
(busca comprender como las variantes genéticas predisponen el metabolismo de los nutrientes
ingeridos) (Gémez Ayala, 2007).
El estudio realizado en el Instituto de investigacion Biomédica de Malaga, mediante la
nutrigendmica, ha relacionado el consumo hidratos de carbono y lipidos con la transcripcion de
genes implicados en diferentes rutas metabdlicas, entre las que se encuentra las principales, la
de glucosa y lipidos. La regulacion de genes responsables del metabolismo de esos nutrientes
influye de forma indirecta en el riesgo a desarrollar obesidad o diabetes (Bravo-Ruiz et al.,
2021).

Estos resultados permiten concluir que PRGsz es la formula mas adecuada que se puede
utilizar como herramienta genética para evaluar la predisposicion individual a obesidad de la
poblacion gallega entre 40 a 70 afios.
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Figura 4.10 Curva ROC elaborada con las puntuaciones de riesgo genético para obesidad.
NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada. A) PRGss
comparacion entre NP vs ON (valor p 0,0005); B) PRG3s comparacion entre NP vs OG (valor p
<0,0001); C) PRG33 comparacion entre NP vs ON (valor p <0,000); D) PRG3; comparacion entre
NP vs OG (valor p 0,0001).

Para analizar la sensibilidad y especificidad del PRG1s de diabetes, se enfrento los valores
del grupo control con los valores obtenidos para los dos grupos restantes. La comparacién
entre el grupo control y los voluntarios obesos normoglucémicos valoré un AUC de 0,81 con
un valor p de < 0,001, mientras que el AUC de normopeso versus obesos con glucosa alterada
fue de 0,88 con un valor p de <0,0001 (Figura 4.11). Estos resultados representan que se puede
discriminar entre normopeso y la condicion de obeso u obeso con glucosa alterada en un 81%
y 88% de probabilidad utilizando como biomarcadores los 16 SNPs asociados a las diabetes.
La PRGys, estd basado en un amplio estudio poblacional realizado con la prueba Diabetes
Prevent, en el que esta demostrado que dichas variantes genéticas son un buen biomarcador

predictor de DMT?2.
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Figura 4.11. Curva ROC elaborada con las puntuaciones riesgo genético para diabetes.
NP: normopeso; ON: obeso normoglucémico; OG: obeso con glucosa alterada. A) PRGy
comparacion entre NPy ON (valor p <0,001). B) PRG1, comparacion entre NP y OG (valor p <0,0001).

4.4.5. Asociacion del riesgo genético con parametros clinicos

Los parametros bioquimicos y la composicién corporal se relacionaron con las
puntuaciones de riesgo proveniente de los 38 y 33 SNPS asociados con mayor fuerza a la
obesidad entre nuestros participantes. EI 74% de los voluntarios de la muestra presentaron
exceso ponderal segun el IMC (25,5% (n=23) sobrepeso y 48,9% (n=44) obesidad). El 75,6%
de los voluntarios presentaban un porcentaje de grasa corporal elevado y el 70,0% mostraron
obesidad abdominal seguln los criterios del ICT. Como se observa en la tabla 4.10, las medidas
antropomeétricas presentan diferencias significativas entre los diferentes grupos analizados.

Tabla 4.10. Indicadores antropométricos y valores de glucemia basal en ayuno

Variable NP ON 0G Valor p
n= 23 (25,5%) n= 43 (47,8%) n=24 (26,7%)

IMC 23,4+£1,52 31,4+3,3b 32,5+4,2° <0,0001

ICT 55,5+7,22 61,3+6,6° 62,2 +49P° 0,0007

%GC 25,4+£5,82 38,2+8,1° 38,5+7,2° <0,0001

PC 86,8 + 8,02 102,7 £ 10,6 © 105,9 + 8,4° <0,0001

IMC: indice de masa corporal; ICT: indice cintra/talla; %GC: porcentaje de grasa corporal; PC: perimetro de
cintura; NP: normopeso; ON: obesos normoglucémicos; OG: obesos con glucosa alterada. Medias con el mismo
superindice presentan diferencias significativas entre si. Medias con diferente superindice no presentan
diferencias significativas entre si. Valor p <0,05 analisis estadistico de comparativa mdltiple Tukey 's.

Mediante un diagrama de dispersién se comprobd la relacion directa entre el porcentaje de
riesgo genético obtenido para DMT2 y obesidad y los valores de parametros clinicos como el
IMC, el porcentaje de grasa y la indice cintura/talla de cada voluntario, con el fin de ver la
correlacion que existe entre las variables. Basandonos en los resultados que se obtuvieron en el
analisis de las diferentes SNPs, relacionar la puntuacion de riesgo con los valores clinicos,
podria dar explicacion sobre el origen de la obesidad en dichos voluntarios.
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Segun los resultados de los gréficos de dispersion, ninguno de los valores de coeficientes
de correlacion (r), presentan una relacion lineal entre las puntuaciones de riesgo genético y los
valores antropométricos. En el caso del IMC, aungue no hay relacion lineal significativa, hay
una tendencia en los resultados. La figura 4.12 (A), muestra una predisposicion entre la
puntuacion obtenida en los grupos y la obesidad. Es decir, la mayor parte de voluntarios
normopeso se ubican en la parte baja del lado izquierdo de la grafica, zona donde se ubica las
puntuaciones mas bajas para las formulas desarrolladas. Mientras que una buena parte de los
obesos se ubican en la parte superior del grafico a la derecha, misma zona de la grafica que se
relaciona con un mayor porcentaje de riesgo genético. Cabe mencionar que la gréafica para la
PRGasg, presenta un patron mas claro con lo anteriormente comentado, mientras que la grafica
para la PRGss3, muestra los valores méas dispersos.
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Figura 4.12 Relacion entre puntuacion de riesgo genético de obesidad y parametros clinicos. En (A)
relacion de las dos formulas desarrolladas para obesidad con el indice de masa corporal (IMC); (B)
relacion de las dos formulas desarrolladas para obesidad con la indice cintura /talla (ICT). La linea
punteada en azul indica el limite maximo de referencia para cada variable clinica. La franja gris indica el
rango que presenta dependencia fuerte entre las variables con un 95% de confianza teniendo en cuenta
la recta de tendencia (linea roja).

Como se comento en el apartado 4.2 de resultados, los voluntarios se pueden diferenciar
segun su cantidad de grasa en funcion de varios parametros (%GC, ICT, entre otros). La Figura
4.12 (B) muestra la relacion ICT y las variables genéticas, los resultados a dicha grafica
exponen que hay una distribucion diferente que la grafica anterior. En este caso no hay una
tendencia sobre los resultados, el valor de r muestra una relacion muy debil y estadisticamente
no hay relacién entre estas dos variables.
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En el caso de la relacion entre la grasa corporal y las puntuaciones obtenidas (Figura 4.13), el
patron se repite, el valor r muestra una relacion muy débil entre las variables, aunque el valor p
es significativo (<0,05). La distribucion de las muestras es homogénea para las dos
puntuaciones de riesgo, aunque la PRGgzs presento datos mas cercanos a la linea de tendencia.

r=0,1019
Valor p= 0,0022

PRG,,
PRG,,

r=0,1407
Valor p= 0,0003

% Grasa Corporal % Grasa Corporal

Figura 4.13 Relacion entre puntuacion de riesgo genético de obesidad y porcentaje de grasas
corporal. La linea punteada en azul indica el limite maximo de referencia para cada variable clinica.
La franja gris indica el rango que presenta dependencia fuerte entre las variables con un 95% de
confianza teniendo en cuenta la recta de tendencia (linea roja).

Este andlisis no nos brindd ninguna relacién clara entre los parametros antropométricos y las
variables genéticas, aunque se puede ver una tendencia en los datos en cuanto a la relacion del
IMC y la genética. El estado de sobrepeso u obesidad en los voluntarios en este caso no solo se
puede atribuir a la disposicion genética, sino a la combinacion de esta con multiples factores.

4.5. ANALISIS NUTRICIONAL DE LOS PARTICIPANTES

De los 397 voluntarios con la que inicio la presente tesis doctoral, 108 (27,2%) accedieron
y cubrieron correctamente el registro nutricional de 72 horas. Siendo 67 (62%) mujeres y 41
(38%) hombres, con una edad media de 51,0 * 8,0 afios.

Entre los diferentes procedimientos disponibles para calcular el consumo de alimentos en
una poblacion, la encuesta basada en el recuerdo de 72 horas es el método éptimo y a menudo
utilizado en estudios transversales con un propdsito descriptivo, como es el caso de esta tesis
(Ortega et al., 2015). Tras la extraccion de la informacion nutricional utilizando el software
abierto “calculadora de dietas™ disponible en la pagina web del centro de Investigacion en
Endocrinologia y Nutricion Clinica (IENVA) basada en alimentos espafioles (IENVA, 2018),
se encontrd que la ingesta media de kilocalorias para la poblacion en general fue de 2344,0 +
556,9 kcal/dia.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) reconcomiendo una ingesta
promedio de 2000 kcal/dia para mujeres y 2500 kcal/dia para hombres (EFSA, 2019). Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que las mujeres presentaron un promedio por
encima de las recomendaciones (2247,0 + 537,3 kcal/dia), mientras que la ingesta promedio de
la poblacion masculina se adecua a las recomendaciones (2502,6 + 558,3 kcal/dia).
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Los resultados para el anlisis de los macronutrientes obtenidos en la poblacion sujetan a
estudios mostraron que (Tabla 4.11), la ingesta media de proteina fue de 16,6 + 3,5%, lo que en
gramos equivale a un valor medio de 97, 4 + 15.71 ¢, valor que supera el aporte dietético
recomendado de 0,8 g/kg/dia que para una persona de unos 70 kg supondria una ingesta de unos
56 g de proteina. Segun el Informe sobre la Alimentacion en Espafia 2020, en los hogares
espanoles el consumo de carne ha aumentado un 10,5%, alcanzando los 2305,25 millones de
kilogramos (kg). EI consumo medio por personay afio durante el 2020 en Espafria fue de 48,86
kg lo que supone un aumento de 4,62 kg respecto al afio 2019 (Ministerio de Agricultura, 2021).

En otros paises de la Union Europea también es habitual una ingesta proteica superior a la
adecuada (0,8 g /kg de peso/dia), que oscila entre 67 y 114 g/dia en hombres y entre 59 y 102
g/dia en mujeres (EFSA, 2017). En otros estudios con patron de consumo de dieta occidental
también se obtuvieron resultados similares. Asi, en un estudio llevado a cabo en el afio 2018,
en Buenos Aires, Argentina (Garcia et al., 2018) donde evaluaron la ingesta alimentaria de 142
personas adultas con media de edad de 52 afios se obtuvo una ingesta media diaria de 97 + 44
g de proteina, 252 + 117 g de carbohidratos (45% valor caldrico total (VCT)) y 97 £ 53 g de
lipidos (lo que supone un 39% VCT). Ademas, la ingesta de fibra fue insuficiente (17 g de
media). Méas del 50% de la poblacion no cumplié con las recomendaciones y ademas dicha
inadecuacion fue independiente del IMC. Resultados que concuerdan con los mostrados en esta
tesis doctoral.

De forma habitual, los consumidores han relacionado una ingesta elevada de proteinas con
la reduccion del peso corporal y la adiposidad (Dong et al., 2013). Sin embargo, estas
observaciones deben ser bien contrastadas, ya que los efectos mencionados también pueden
deberse a la consiguiente modificacién de la ingesta de otros macronutrientes como las grasas
(Dong et al., 2013).

En el lado contrario a la alta ingesta de proteinas, se encuentra el bajo consumo de hidratos
de carbono. En el 2010, la Comision Técnica de Productos Dietéticos, Nutricionales y Alergias
de la EFSA propuso un intervalo de 45 — 60% como referencia para la ingesta de carbohidratos
en la Comunidad Europea (Agostoni et al., 2010). En el caso de la poblacion espafiola la
Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria (SENC), recomienda un aporte de entre el 50 —
55 % del VCT (SENC, 2011). La poblacién total evaluada presentd un consumo medio de 38,9
+ 7,8% de carbohidratos totales; se observé que el 88,1% (n= 96) estaban por debajo del rango
minimo y que solo el 10,1% (n= 11) se adecuaban al intervalo recomendado y aunque la dieta
atlantica se identifica con el consumo abundante de hidratos de carbono complejos y fibra
alimentaria, los resultados indican que no se esta llevando a cabo. (Tabla 4.11).

Los hidratos de carbono se pueden encontrar en 5 tipo de alimentos: leche y productos
lacteos, cereales, legumbres, frutas y verduras (Martinez-Puga & Lendoiro, 2005) y su funcion
principal es proporcionar energia al organismo; el cuerpo humano minimo necesita de 100 —
150 g/dia de este macronutriente para garantizar el suministro de glucosa a los 6rganos
glucodependientes y evitar la cetosis. Cuando el aporte exdgeno es insuficiente, la glucosa se
obtiene mediante la gluconeogénesis a partir de proteinas, lo que a su vez reduce la movilizacion
de grasa produciendo cuerpos cetonicos, que serian utilizados por el cerebro, pero solo tras
haber pasado unos dias en ayuno (Martinez-Puga & Lendoiro, 2005). Desde el punto de vista
nutricional, los carbohidratos pueden dividirse en dos categorias. Por un lado, los hidratos de
carbono glucémicos, que se consideran hidratos de carbono digeridos que son absorbidos por
el intestino delgado humano. Por otro lado, la fibra alimentaria, que son hidratos de carbono no
digeribles que pasan al intestino grueso (Martinez-Puga & Lendoiro, 2005).
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Tabla 4.11 Calidad de la dieta de los participantes: adecuacion a los objetivos nutricionales para la
poblacién espafiola (n=108). Perfil calérico, perfil lipidico y otros.

Adecuacion a los ON
Perfil calérico Nu?zi?;:,;s;s* Media + DE Déficit Adecuacion Exceso
Lipidos (% VCT) 30-35 % 41,8 £ 8,0 7 (6,4%) 15 (13,9%) 86 (79,6%)
HC (% VCT) 50 -55 % 38,9+7,8 96 (88,1%) 11 (10,1%) 1 (0,9%)
Fibra (g/1000 kcal) >14 11,7 £7,7 91 (84,3%) 15 (13,9%) 2 (1,9%)
Az(car (% VCT) 6-10 %** 18,1 +7,4 13 (12,0%) 95 (88,0%)
Perfil Lipidico
AGS (% VCT) <7-8 12,0 £ 3,2 13 (0,0%) 95 (88%)
MUFA (% VCT) 20 20,8 £ 16,1 36 (33,3%) 45 (41,7%) 27 (25%)
PUFA (% VCT) 5 5,9 £3,6 39 (38,0%) 23 (21,2%) 62 (57,4%)
Colesterol (mg) <300 347,0 + 138,6 0 (0,0%) 46 (42,6%) 62 (57,4%)
Otros
Agua (mL) 2000 2063,3 £ 627,9 49 (45,4%) 59 (54,6%) 0 (0,0%)
Frutas y vegetales 5 porciones 1,8+1,5 102 (94,4%) 5 (4,6%) 1 (0,9%)
Alcohol (g) < 12 Eg’é MUIeTes | 10,84 + 44,43 103 (95,4%) 6 (5,5%)

ON: objetivos nutricionales, VCT: valor caldrico total, HC: hidratos de carbono; AGS: acidos grasos
saturados; MUFAS: acidos grasos monoinsaturados; PUFAS; acidos grasos poliinsaturados; UBE: unidad de
bebida estandar. Resultados expresados con media + desviacion estandar. La adecuacion de la dieta se
expresa como el nimero de individuos que cumplen los objetivos nutricionales. Expresado como n (%).
*Objetivos nutricionales para poblacion espaiiola segun la Sociedad Espafola de Nutricion comunitaria
(SENC,2011). **objetivos nutricionales segiin OMS y SENC (OMS,2015; SENC, 2011).

En el caso de la fibra dietética, los valores de adecuacién son muy parecidos al de los
carbohidratos. EI 84,3% (n=91) de los voluntarios presentaron un consumo por debajo del limite
de la Comunidad Europea y solo el 13,9% (n=15) se adecuaron a la ingesta de fibra. La fibra
dietética tiene funciones como retrasar el vaciado gastrico y mantener la sensacién de saciedad,
lo que puede ayudar al control del peso corporal (Barber et al., 2020). También se asocia a una
reduccion del pico postprandial de glucosa e insulina, lo que constituye un punto de interés para
las personas con diabetes de tipo 2 o para los sujetos con intolerancia a la glucosa (Reynolds et
al., 2020).

Como era de esperar, los resultados de los voluntarios en normopeso, dentro de este
estudio, tuvieron un mayor porcentaje de adecuacion (23,1%; n=9) que los de los voluntarios
con sobrepeso u obesidad (13,3% Yy 10,3%, respectivamente) (Tabla 4.12). Este resultado podria
favorecer a los participantes normopeso desde el punto de vista de que una mayor ingesta de
fibra puede favorecer una reduccién del apetito, lo que a su vez puede ayudar a la persona a
ingerir menos alimentos en las siguientes comidas, equilibrando asi la ingesta energética diaria
(SEEDO, 2000). Otros estudios realizados en poblacion espafiola como el ANIBES,
presentaron valores similares a los del presente trabajo, obteniendo de media una ingesta de
fibra de 12,7 + 5,6 g/dia (Partearroyo et al., 2019).

Llama la atencion que dentro de las personas que cumplen con el objetivo nutricional de
ingesta de fibra, 5 personas (4 mujeres y 1 hombre) presentaron una ingesta superior a 50
g/dia. Una ingesta elevada de fibra puede reducir la biodisponibilidad de minerales (hierro,
calcio, magnesio y zinc) debido a que los fitatos, un componente presente en la fibra, pueden
formar compuestos insolubles con estos minerales y afectar a su absorcion a nivel
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gastrointestinal (Alvarez Escudero & Sanchez Gonzalez, 2006). El consumo elevado de fibra
también esta relacionado con problemas gastrointestinales, ya que la fibra puede llegar intacta
al colon donde es fermentada por la MI del colon, produciendo gases que pueden ir
acomparfiados de molestias con distension abdominal (Alvarez Escudero & Sanchez Gonzélez.,
2006).

En cuanto al consumo de azucar, el 88,0% (n=95) de la poblacién de gallega estudiada,
presento niveles de consumo por encima del 10% (ingesta maxima recomendada) y solo el 12%
de la poblacion (n=13) se adecuaron a las recomendaciones (Tabla 4.11). Teniendo en cuanta
que los tres grupos de IMC presentaron promedio por encima del rango maximo establecido,
se podria pensar que los participantes que presentaron obesidad, por su condicidn, serian los
mayores consumidores de azucar, el caso es que los normopeso junto con los participantes
sobrepeso fueron los que mayor promedio en el consumo de azucar obtuvieron (20 + 8,9 %,
18,5 = 7,2%, respectivamente) en comparacion con los obesos (15,8 + 5,1%) (Tabla 4.12). Una
alta ingesta de azUcar puede aumentar las concentraciones séricas de triglicéridos, colesterol
sérico; y una ingesta entre >20 y 25% de la ingesta total puede afectar negativamente a la
respuesta de la glucosa e insulina (Ruiz et al., 2016). Los resultados obtenidos muestran que,
dentro de los participantes normopeso el 28,2% (n=11) presentaban un consumo de azUcar entre
el 20y 25% vy el 12,8% (n=5) estaba por encima de dicho rango.

Por su parte la OMS recomienda reducir el consumo a < 10% de la ingesta total de energia
para nifios y adultos (OMS, 2015). La SENC, haciéndose eco de las conclusiones de otros
grupos de trabajo, sugiere no superar el consumo de azlcar, que presenta el 6% de la energia
total diaria (Aranceta & Serra Majem, 2011). Mediante una revision cientifica centrada en
estudios representativos a nivel nacional realizados en 13 paises de la Comunidad Europea, se
comprobd que la ingesta de azlcar de los sujetos de este trabajo (103,7 g / 30,4%) se aproximaba
a las ingestas comunicadas para la poblacion irlandesa (108 g / 23%) (Azais-Braesco et al.,
2017).

En cuanto al consumo de lipidos totales (Tabla 4.11), el 79,6% (n= 86) de la poblacion
encuestada superaba la ingesta maxima recomendad, y s6lo el 13.9% (n=15) estaban dentro de
la ingesta recomendada para este macronutriente. Tanto la OMS como la EFSA proponen una
ingesta de grasas totales ente el 20 y el 35% de la energia diaria (EFSA, 2019). Las grasas es
unos de las macronutrientes de la dieta que presenta un mayor interés, debido a sus
caracteristicas nutricionales especificas, ya que su aporte a la dieta es méas del doble de las
calorias por gramo (9 kcal/g) que el de los hidratos de carbono o las proteinas (Aranceta &
Serra Majem, 2011). Una ingesta adecuada de grasas totales proporciona el aporte de acidos
grasos esenciales y energia para facilitar la absorcion de vitaminas liposolubles (Carrillo
Fernandez et al., 2011).

Una creencia popular es que el colesterol de la dieta es la causa del aumento de los niveles
de colesterol en sangre. Ahora se sabe que no es asi, aunque si se consume en exceso, el
colesterol dietético puede tener una influencia perjudicial en la salud humana (Weggemans et
al., 2002). Cabe mencionar que el consumo excesivo de alimentos ricos en grasas, acompafiado
de un estilo de vida sedentario, afecta al peso corporal y a la salud. De hecho, la ingesta total
de lipidos esta relacionada directamente con el IMC vy el perfil lipidico; por lo tanto, reducir el
consumo, sobre todo en las personas que presentan un exceso de peso corporal, influye en la
pérdida de peso y en los niveles de colesterol total y c-LDL (Brouns, 2018).

Respecto al consumo de agua, el 54,6% (n=59) de los voluntarios presentaron una
adecuacion al consumo de agua, mientras que el 45,5% (n=49) presentaron una inadecuacion.
Por su parte la EFSA propone un consumo diario de 2000 mL para mujeres y 2500 mL para
hombres, mientras que la OMS establece una ingesta diaria de agua para ambos sexos de 2000
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mL (EFSA, 2017). Es importante tener en cuenta que estas son recomendaciones generales y
que las necesidades de agua individuales pueden variar en funcién de factores como edad, sexo,
nivel de actividad fisica, climatologia y el estado de salud en general. Aunque el agua es el
componente mas abundante de nuestro cuerpo y es un nutriente esencial para la vida,
nutricionalmente recibe una escasa atencion en las recomendaciones y guias de consumo
existiendo inconvenientes para establecer las cifras optimas. Una correcta hidratacion
contribuye a la eliminacion de desechos a través de la orina, sudor y heces; mantiene una
temperatura corporal adecuada, lubrica y amortigua las articulaciones y protege los tejidos
sensibles (Armstrong & Johnson, 2018).

El resultado para la ingesta de frutas y verduras no concuerda con el declarado por los
voluntarios al realizar el test FINDRISC. En este caso, el 94,4% (n=102) de los participantes
presentaron una ingesta de frutas y verduras menor a las 5 porciones diarias recomendadas. El
promedio total de consumo de frutas y verduras en la poblacién gallega estudiada fue 1,8
unidades. Las diferencias de respuestas a la misma pregunta entre las dos encuestas realizadas
puede ser un indicio que los participantes presentan “deseabilidad social”, término acufiado
desde la psicologia, que hace referencia a la necesidad de los individuos que se someten a un
experimento de quedar bien con el experimentador (Aumann Aso et al., 2017). La mayor parte
de las personas tienden a retocar la realidad cuando se trata de encuestas nutricionales, por el
temor de ser juzgado al no estar siguiendo las recomendaciones adecuadamente. Esto también
significa que si las conocen.

La Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria, recomienda una ingesta diaria de 3 piezas
de frutas y 2 o mas de verduras, adaptandose a la tradicional afirmacién de 5 raciones diarias.
En 2018, a traves del informe de situacidn de frutas y hortalizas proporcionado por la Fundacion
Espafiola de la Nutricidn, se constat6 una ingesta diaria de 1,5 piezas de frutas y 1,3 piezas de
verduras entre la poblacion espafiola (Arroyo et al., 2018). Se estima que la ingesta insuficiente
de frutas y verduras es la causa de alrededor del 14% de las muertes por cancer gastrointestinal
en todo el mundo, del 11% de las muertes por cardiopatias isquémicas y del 90% de las muertes
por accidentes cardiovasculares (Afshin et al., 2019). La investigacion cientifica, en los tltimos
afios se ha centrado en el papel protector de las frutas y verduras debido a su potencial fuente
antioxidante y su alto contenido en vitaminas C, E y B-carotenos y otros carotenoides, asi como
en fitoquimicos (Afshin et al., 2019).

Solo el 5,5% de la poblacion encuestada presenté un consumo excesivo para el alcohol (3
hombres y 3 mujeres). EI Ministerio de Sanidad de Espafia establece el limite de consumo de
bajo resigo en 20 g/dia (2 unidades de bebida estandar [UBE]) para hombres y 10 g/dia (1 UBE)
para mujeres (Ministerio de Sanidad, 2020a). Los datos de consumo de alcohol separados por
sexo rebelan que las mujeres presentaron un consumo medio de 3,3 + 9,8 g y los hombres un
4,6 + 6,6 g (Material complementario Tabla 4). Espafia, culturalmente es un pais que consume
habitualmente bebidas alcohdlicas, debido a su produccion y al arraigo cultural y social que
presenta entre la poblacion. Segiin la monografia “Alcohol 2021: consumo y consecuencias”,
en 2019/2020 en Esparia el 63,0% de la poblacion entre 15 y 64 afios consumi6 alcohol minimo
1 vez al mes. En cuanto al consumo diario de alcohol, se registrd un incremento de 1,4 puntos
porcentuales con respecto a 2017 (Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones
[OEDA], 2021).

El alcohol fisiologicamente presenta un comportamiento hormético, que resulta en un
aumento o disminucion del riesgo cardiovascular segun la cantidad consumida, la frecuencia 'y
el tipo de bebidas alcohdlicas consumidas (Chiva-blanch & Badimon, 2019). Gran parte de la
bibliografia relacionan el consumo de alcohol con la carga global de las enfermedades
cardiovasculares (Marmot & Brunner, 1991; OMS, 2018; Rehm et al., 2017).
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En términos generales, la poblacion estudiada presenta una dieta semejante al patron de
dieta occidental, alejandose del patron propio de la region en la que se desarrolla el estudio
(dieta Atléntica) o incluso lejos del patrén de dieta mediterraneo. El alto consumo de alimentos
ricos en grasas Yy azucares reinaron por completo mientras el que bajo consumo de hidratos de
carbono incluyendo fibra brillaron por su ausencia. Dentro de estas inadecuaciones, los
voluntarios normopeso fueron los que mejor se ajustaron a los objetivos nutricionales, en
comparacion con el grupo con sobrepeso y obesidad.

Los resultados de la encuesta nutricional separados en funcion del IMC que presentaba el
participante se presentan en la tabla 4.12. Se observd un consumo medio similar entre los
sujetos normopeso, sobrepeso y obesidad para los pardmetros de macronutrientes investigados.
En cuanto a la proteina, los voluntarios en normopeso son los que mejor adecuacion presentaron
para este macronutriente (46,2%; n=18), seguido de los obesos (33,3%; n=13). Referente a los
hidratos de carbono, se observa que vuelven a ser los voluntarios normopeso los que mayor
adecuacion presentan a este macronutriente (12,8%; n=5), seguido por los voluntarios
categorizados con obesidad (10,3%; n=4) y por ultimo, pero no menos importante, el consumo
de grasas fue muy similar entre los tres grupos de IMC, no habiendo diferencias significativas
(valor p = 0,287). Detallando las distintas fracciones lipidicas, se observé que, para las grasas
saturadas, polisaturas y colesterol, mas del 50% de la poblacién total presento un exceso de
ingesta. Sin embargo, en caso de las grasas monoinsaturadas alrededor del 42% de los
voluntarios presentd una ingesta adecuada.

Los datos no presentaron diferencias significativas, salvo en la ingesta de acidos grasos
poliinsaturados (valor p <0,001). Sin embargo, al comparar las frecuencias de adecuacion a la
ingesta, se observo ligeramente un mejor cumplimiento de las directrices nutricionales por parte
de los sujetos normopeso con respecto a los sujetos que presentaban sobrepeso y obesidad. Esto
es un indicador que la ganancia de peso en los voluntarios sometidos a estudio, esta influenciado
por la combinacién del alto consumo cal6ricos y poca actividad fisica.
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Tabla 4.12 Ingesta de macronutrientes y adecuacion a las directrices nutricionales y porcentajes de sujetos segun si indice de masa corporal.

NP
(IMC 18,0-24,9 KG/M?)
n = 39 (36,1%)

sP
(IMC 27- 29,9 KG/MZ)
n = 30 (27,8%)

OB
(IMC = 30 KG/M2)
n = 39 (36,1%)

Perfil Calérico nu?rl:f:?::;()lsés* Media + DE nA(I%) Media + DE nA(I%) Media + DE nA(I%) Valor p
Lipidos (% VCT) 30-35% 40,6+ 6,3 6 (15,4%) 43,6 + 8,4 4 (13,3%) 41,6 + 8,9 5(12,8%) 0,287
HC (% vCT) 50 -55 % 40,6 + 6,9 5(12,8%) 37,2+7,0 1(3,3%) 38,5+9,0 4(10,3%) 0,194
Fibra (g/1000 kcal) >14 12,9+ 8,6 9 (23,1%) 12,1+£9,6 4 (13,3%) 10,1 + 4,4 4 (10,3%) 0,614
Azlcar (% VCT) 6 - 10%** 20,0+ 8,9 1(2,6%) 18,5+7,2 5 (16,7%) 15,8 £ 5,1 7 (17,9%) 0,050

Perfil Lipidico
AGS (% VCT) <7-8 11,8+2,8 3 (7,7%) 12,1+2,8 2 (6,7%) 12,0 + 3,7 8 (20,5%) 0,911
MUFA (% VCT) 20 20,3 £5,7 15 (38,5%) 19,3+9,2 12 (4,0%) 22,7 £25,9 18 (4,2%) 0,599
PUFA (% VCT) 5 5,8 +2,1 11 (28,2%) 6,5+5,3 6 (20,0%) 5,6 +3,2 7 (17,9%) | <0,0001
Colesterol (mg) < 300 mg 340,3 + 137,7 19 (48,7%) 340,5 +132,3 11 (36,7%) 353,5+ 149,3 13 (33,3%) 0,926

NP: normopeso; SP: sobrepeso; OB: obeso; Al: adecuacion a la ingesta; VCT: valor caldrico total; HC: hidratos de carbono; AGS: acidos grasos saturados;
MUFAS: acidos grasos monoinsaturados; PUFAS; acidos grasos poliinsaturados; UBE: unidad de bebida estandar. Resultados expresados con media + desviacion
estandar. La adecuacion de la dieta se expresa como el numero de individuos que cumplen los objetivos nutricionales. Expresado como n (%). Las diferencias
en las variables continuas se examinaron mediante ANOVA para las variables paramétricas y mediante Kruskal-Wallis para las variables no paramétricas. La
significacion estadistica se establecido en un valor p <0,05. *Objetivos nutricionales para poblacion espafiola segln la Sociedad Espafola de Nutricion
comunitaria (SENC,2011). **objetivos nutricionales segiin OMS y SENC (OMS,2015; SENC, 2011).



Laura I. Sinisterra Loaiza

En cuanto al andlisis de la ingesta de micronutrientes, se utilizaron las ingestas dietéticas
recomendadas de referencia (IDR) para la poblacién espafiola (FESNAD, 2010) (Tabla 4.13)
asi como niveles maximos de ingesta admisibles de esos micronutrientes establecidos por la
EFSA (EFSA, 2009) y se presenta los resultados en conjunto en funcion del IMC (Tabla 4.14).
Aungue no se mostraran los resultados en funcién del sexo, quedan a disposicion en el material
complementario (Tabla 5).

Tabla 4.13. Ingesta recomendad de referencia (IDR) y niveles maximos de ingesta admisible para
micronutrientes segun el sexo.

Hombres Mujeres
Vitaminas IDR Nivel maximo IDR Nivel maximo
Tiamina o vitamina By (mg) 1,2 - 1 -
Riboflavina o Vitamina B, (mg) 1,6 - 1,3 -
Niacina o vitamina B3 (mg) 17 35 14 35
Vitamina B (Hg) 1,5 25 1,2 25
Vitamina B1z (pg) 2 - 2 -
Vitamina C (mg) 60 - 60 -
Vitamina A (ug) 700 3000 600 3000
Vitamina D (pg) 5 100 5 100
Vitamina E (mg) 15 300 15 300
Acido Félico (ug) 300 1000 300 1000
Minerales
Calcio (mg) 900 2500 1000 2500
Magnesio (mg) 350 - 300 -
Potasio (mg) 3100 - 3100
Fosforo (mg) 700 - 700
Hierro (mg) 9 - 15 -
yodo (pg) 150 600 150 600
Cinc (mg) 9,5 25 7 25
Sodio (mg) 1300 - 1300 -

IDR: ingesta recomendada de referencia; Parametros para la IDR segiin FESNAD, 2010; Niveles maximo
de ingesta admisible segun EFSA, 2009

Referente a los resultados, se observo que los tres grupos cumplen casi en su totalidad las
IDR para la vitamina Bi», la vitamina C y el fésforo. Respecto a la vitamina B12 y fosforo, son
micronutrientes que se encuentran fundamentalmente en productos de origen animal, el
cumplimento de la ingesta recomendada puede atribuirse al elevado consumo de carnes y
pescado en la dieta de la region de Galicia, donde se realizd el presente trabajo. Ademas, el
fosforo se encuentra en muchos alimentos ultraprocesados, que abundan en una dieta
occidental. Respecto a la vitamina C es una vitamina presente en una gran cantidad de alimentos
y normalmente en las dietas se superan las IDR.

Respecto aquellos micronutrientes en los que no se alcanzan las IDR y para los que se
observa una baja adecuacidon por parte de los voluntarios, caben destacar, la vitamina E, el acido
folico y el calcio. En Espafia, el informe ANIBES (Partearroyo et al., 2019), encontré que el
78% de los hombres y el 82% de las mujeres no cumplen con una ingesta adecuada de vitamina
E, resultados que coinciden con los encontrados en el presente trabajo, ya que el 80,5% de los
hombres y el 95,5% de las mujeres no alcanzaron la ingesta minima de vitamina E. En cuanto
al acido fdlico, es un micronutriente presente en frutas y verduras, también en legumbres y otros
alimentos como los frutos secos. Los voluntarios del presente trabajo registraron una
inadecuacion para el consumo de frutas y verduras por lo que la baja adecuacion podria ser
debida al bajo consumo de estos alimentos.



sultado

Tabla 4.14. Ingesta de micronutrientes y adecuacion a las directrices nutricionales y porcentajes de sujetos con normopeso, sobrepeso u obesidad.

NP
(IMC 18,0-24,9 kg/m?)
n = 39 (36,1%)

SP
(IMC 27- 29,9 kg/m?)
n = 30 (27,8%)

OB
(IMC = 30 kg/m?)
n = 39 (36,1%)

Media £ DE n‘:‘('%) Media £ DE n‘(\!/)) Media £ DE n?:A») Valor p
Vitaminas
Tiamina o vitamina By (mg) 1,6 +0,7 34 (87,2%) 1,5+0,9 24 (80,0%) 1,7+0,7 34 (87,2%) 0,707
Riboflabina o Vitamina B, (mg) 1,9+0,5 33 (84,6%) 1,8+0,6 21 (70,0%) 1,8+0,5 37 (94,9%) 0,718
Niacina o vitamina B3 (mg) 34,4 + 12,9 24 (61,5%) 31,6 +9,8 24 (80,0%) 35,5+12,8 23 (59,0%) 0,403
Vitamina Be (1g) 2,2+0,9 36 (89,7%) 2,1+0,9 29 (96,7%) 2,0:0,8 34 (87,2%) 0,679
Vitamina Biz (ug) 6,5+ 5,6 39 (100%) 5,5+ 3,2 30 (100%) 6,0 + 3,1 39 (100%) 0,619
Vitamina C (mg) 165,7+ 65,4 39 (100%) 163,2 + 77,3 27 (90,0%) 148,9 + 92,9 35 (89,7%) 0,611
Vitamina A (ug) 830,8 + 572,1 23 (59,0%) 749,1 + 518,2 7 (56,7%) 715,8 + 398,1 20 (51,3%) 0,583
Vitamina D (pg) 4,31+45 5 (33,3%) 3,7+3,6 8 (26,7%) 3,8+7,0 7 (17,9%) 0,888
Vitamina E (mg) 6,5 + 4,1 3(7,7%) 9,0 +12,0 5 (16,7%) 7,2+7,3 3(7,7%) 0,418
Acido Félico (ug) 272,5+ 82,4 10 (25,6%) 285,3 + 130,2 9 (30,0%) 262,3 + 106,6 12 (30,8%) 0,672
Minerales

Calcio (mg) 756,6 + 320,2 9 (23,1%) 720,2 + 366,7 (20 0%) 853,5 + 374,5 4 (35,9%) 0,262
Magnesio (mg) 337,4+ 95,3 1(53,8%) 324,6 + 137,5 4 (46,7%) 339,4 + 102,7 1(53,8%) <0,0001
Potasio (mg) 3575,0 + 1055,0 7 (69,2%) 3445,8 + 1227,9 0 (66,7%) 3541,4 + 1003,6 5 (64,1%) 0,8690
Fosforo (mg) 1454,1 + 426,0 7 (94,9%) 1519,5 + 581,7 9 (96,7%) 1585,4 + 428,9 8 (97,4%) 0,478
Hierro (mg) 16,2 + 5,8 22 (56,4%) 16,0+ 9,2 7 (50,0%) 17,0 £ 5,5 0 (76,9%) 0,777
yodo (ug) 285,4 + 168,2 6 (66,7%) 247,3 £ 199,6 7 (56,7%) 273,0 + 179,7 3 (59,0%) 0,607
Cinc (mg) 13,6 + 15,3 2 (82,1%) 26,7 + 89,6 1 (70,0%) 12,7 + 3,2 7 (94,9%) 0,429
Sodio (mg) 3952,9 + 1055,0 1 (2,6%) 3643,8 + 1227,9 2 (6,7%) 4236,8 + 1613,9 3(7,7%) 0,268

NP: normopeso; SP: sobrepeso; OB: obesidad; Al: adecuacion a la ingesta. Resultados expresados con media + desviacion estandar. Resultados expresados
con media + desviacion estandar. Las diferencias en las variables continuas se examinaron mediante T-student para las variables paramétricas y mediante
Wilcoxon rank-sum para las variables no paramétricas. La significacion estadistica se establecio en un valor p <0,05.
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Hay vitaminas y minerales que tienen funciones importantes en el metabolismo energético
y luchan contra la oxidacion e inflamacion en el cuerpo humano, como el cinc, el retinol, la
vitamina By, la vitamina C, la vitamina D y Vitamina E. Un consumo inadecuado de estos
micronutrientes puede aumentar la acumulacion de grasa en un individuo y contribuir al
desarrollo de la obesidad. Incluso se ha observado que puede aumentar el riesgo de obesidad,
diabetes o enfermedades cardiovasculares (Mohapatra et al., 2020). Existen investigaciones que
postulan que la absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion de nutrientes puede estar
alterada en individuos con exceso de peso corporal y adiposidad, debido a la menor
biodisponibilidad de dichos nutrientes (Mohapatra et al., 2020).

El sodio (Na) y el cloruro estan presentes en la mayoria de los alimentos de forma natural
en cantidades bajas, y se afiaden durante el procesado, normalmente en forma de cloruro sodico
(sal de mesa), en cantidades variables. Este mineral es vital para el cuerpo humano. Pero en
Europa, su consumo es excesivo y puede contribuir a aumentar la presion arterial, ya que es
uno de los principales factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares (He et al., 2013).
En Espafa, la IDR establecida por el Federacion Espafiola de Sociedades de Nutricion,
Alimentacion y Dietética (FESNAD) es de 1300 mg/dia. La EFSA considera que, un consumo
inferior a 5 g/dia (equivalente a 2000 mg de Na) representa una ingesta saludable de sal para la
poblacion general (AESAN, 2019).

En 2010, la ingesta media aproximada de sodio en todo el mundo fue de 3950 mg/dia
(Mozaffarian et al., 2014). Los resultados del estudio cientifico ANIBES en poblacion espafiola
muestran que el consumo diario fue de 1846 + 686 mg/dia en mujeres y de 2219 + 876 mg/dia
en hombres (Ruiz et al., 2016). Los resultados del presente trabajo revelan un consumo de sodio
que estd muy por encima de la IDR, similar al consumo medio mundial mencionado
anteriormente. Tanto en las mujeres como en los varones de la poblacién gallega encuestada,
el consumo medio triplica la IDR (3855,0 + 1300,3 mg/dia y 4156,8 + 1779,4 mg/dia
respectivamente).

El conocimiento de los patrones dietéticos de la poblacion es fundamental para entender el
impacto potencial sobre su salud y para crear estrategias que prevengan el aumento de las tasas
de sobrepeso, obesidad y su relacién con la diabetes.

4.6. ANALISIS DE MICROBIOTA INTESTINAL

De entre los voluntarios que participaron en el registro nutricional fueron seleccionados
aquellos voluntarios que cumplian los siguientes criterios de inclusion para realizar el analisis
de la MI:

e Presentar una puntuacion >12 en la escala FINDRISC.

e No estar bajo tratamiento farmacoldgico para cualquier tipo de patologia, ni haber
consumido antibioticos, antidepresivos, anfetaminas, alfa-adrenérgicos, neurolépticos

e No haber consumido antimicrobianos, ni suplementos probidticos o prebi6ticos en los
ultimos 3 meses

e Enel caso de las mujeres no estar en estado de embarazo o bajo sospecha.

De entre los 108 voluntarios que completaron el registro nutricional, fueron excluidos 14
participantes debido a que no cumplian con los criterios de inclusion y 15 participantes por no
entregar muestra fecal. Por lo tanto, para el analisis de microbiota intestinal se procesaron 79
muestras obtenidas de los voluntarios.
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4.6.1. Andlisis en funcién de la alteracion de la glucosa.

Tal y como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos, se Ilevaron a cabo diferentes
aproximaciones para el analisis de las muestras. Asi, en el primer analisis los individuos se
clasificaron por los resultados obtenidos en la PTOG. Es decir, normopeso y obesos con glucosa
normal, obesos con glucosa alterada (en ayunas y post-carga) y obesos con diabetes, los
resultados fueron los siguientes.

Los resultados de o- y B- diversidad no mostraron diferencias significativas entre los
grupos. En lo que se refiere a la abundancia relativa a nivel de filo, los analisis mostraron que,
para todos los individuos, Firmicutes y Bacteroidetes fueron los filos mas predominantes
seguidos de Proteobacteria y Actinobacteria. Esto resultados se corresponden con los datos
encontrados en la literatura en estudios de microbiota intestinal de individuos de paises
occidentales (Bisanz et al., 2019). De manera particular, en los individuos con DMT2 se
observo una disminucion de la abundancia de Firmicutes y Actinobacteria y un aumento de
Bacteroidetes y Proteobacteria. Estudios llevados a cabo previamente han relacionado los
niveles alterados de glucosa y el desarrollo de DMT2 con un aumento de Bacteroidetes.
(Muhoz-Garach et al., 2016).

A nivel de género, se observo un aumento de la abundancia relativa en los individuos con
obesidad y glucosa alterada para géneros como Dorea, Fusicatenibacter, Ruminococcus
gauvreauii group, Barnesella, Eubacterium hallii group y Blautia, encontrando diferencias
significativas para todos ellos excepto para Blautia (Figura 4.14). En el caso de
Fusicatenibacter, los datos acerca del mismo son limitados y contradictorios. Por un lado,
algunos estudios indican su asociacion con la enfermedad inflamatoria intestinal, el cancer
colorrectal y otros trastornos metabdlicos (Aguillar-Valle et al., 2018), mientas que otros
estudios mostraron como Fusicatenibacter disminuia significativamente en las personas con
SM en comparacion con las personas sanas (Li et al., 2022). En cuanto a los resultados
obtenidos en la presente tesis doctoral, Fusicatenibacter presenta mayor abundancia en los
voluntarios prediabéticos en comparacion con los otros dos grupos, con lo que su aumento
estaria relacionado con la aparicion de diabetes.

En el caso de Dorea, Aunque se sabe relativamente poco sobre el papel que desempefia en
la MI (Dahl et al., 2020), algunos estudios han sugerido que Dorea puede estar asociada a la
obesidad y los niveles alterados de glucosa, debido a que se encuentra una mayor abundancia
de esta bacteria en poblacién que presenta DMT2, en comparacion a las personas que no lo
presentan (Zhang et al., 2013a). Los resultados mostrados en la presente tesis mostraron una
abundancia relativa menor de Dorea en individuos con DTM2 en comparacion con los
individuos sanos, mientras que, los individuos con prediabetes presentaron una abundancia
relativa mayor. Es decir, Dorea aumenta en la condicion de prediabetes, pero disminuye cuando
la patologia esta ya instaurada.

Blautia como género también se ha visto relacionada en la patrologia de la diabetes,
diferentes estudios indican que la abundancia de esta bacteria disminuye en el ecosistema
intestinal provocando inflamacidn sistematica y resistencia e la insulina(Benitez-Péez et al.,
2020). Mediante ensayos en humanos, se ha evidencia una disminucion significativa de Blautia
en poblacion que presentaba tanto diabetes tipo 1 como tipo 2. Ademas de mostrar correlaciones
negativas con la hemoglobina glicosilada y los niveles de glucosa plasmatica (Inoue et al., 2017,
Murri et al., 2013). Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral coinciden con la
literatura existente, puesto que, a pesar de no encontrarse diferencias significativas entre los
grupos, Blautia disminuye en los voluntarios con DMT2.
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El género Barnesiella pertenece a la familia Porphyromonadaceae, dentro del filo
Bacteroidetes. Es una de las 30 unidades taxonomicas operativas identificadas en pacientes con
diabetes (Gradisteanu Pircalabioru et al., 2022). Estudios realizados en poblacion de Mongolia,
han descrito que esta bacteria es uno de los 20 biomarcadores relacionados con la DMT2 (Li et
al., 2021). En cuanto a los resultados obtenidos, se observa que este género de bacteria se
encuentra disminuido en la poblacion con DMT2 mientras que se encuentra en mayor
abundancia en las personas valores de glucosa normal.
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Figura 4.14. Diferencia de abundancia de bacterias entre voluntarios control, prediabetes
y diabetes tipo 2. Pre-DTM2: Prediabetes; DTM2: diabetes tipo 2. Se empleo la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias significativas entre los grupos
valor p < 0,05. ns: no diferencia significativa

Abundancia Relativa

A nivel especies, el enfoque DEseq halla 6 especies en las que existen diferencias de
abundancias entre los voluntarios en estado de normoglucemia, prediabetes y DMT2. Al
realizar una comparacion estadistica de la misma se han encontrado 2 especies con valores
significativos. Estas son Blautia faecis y Parasutterella excrementihominis.

Aunque de este estudio se podrian extraer algunas bacterias indicadoras de prediabetes
como Blautia, Dorea, Fusicatenibacter, Eubacterium halii group y Ruminococcis gauvreauii
group, teniendo en cuenta Unicamente la condicion de glucosa alterada y no el IMC, se llevé a
cabo un segundo analisis donde si se tuvo en cuenta el IMC, incluyendo a los individuos con
diabetes en el grupo individuos con glucosa alterada. Ademas, puesto que el grupo de
individuos con DMT2 era muy reducido en comparacién con los demas (n=6) y que Unicamente
2 individuos presentaron unos valores muy alejados del umbral de diagnéstico de diabetes, se
procedio a clasificarlos en el mismo grupo que los individuos con prediabetes.

4.6.2. Analisis en funcion del IMC y alteracién de glucosa.

En este analisis se dividi6 a los voluntarios teniendo en cuenta el IMC y la alteracion de
glucosa, quedando los grupos de la siguiente manera: normopeso-glucosa normal, obesos -
glucosa normal, obesos glucosa alterada.

El analisis de a-diversidad, mostré diferencias significativas (valor p=0,048) entre el
microbiota de los individuos normopeso normoglucémicos y de los participantes con obesidad
y glucosa alterada (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Analisis de a-diversidad (indice de Shannon) en funcién del indice de

masa corporal y el estado de glucosa de los participantes. NP-GN: normopeso glucosa
normal; OB-GA: obesos con glucosa alterada; OB-GN: obesos con glucosa normal.

El analisis de frecuencia de abundancia relativa mostrd que los individuos normopeso-
normoglucémicos presentaron una menor abundancia de Bacteroidetes pero mayor cantidad de
Proteobacteria y Actinobacteria. La comparacién entre los individuos obesos con glucosa
alterada y los obesos normoglucémicos, mostr6 como los primeros presentaron una mayor
abundancia de Bacteroidetes, tal y como se puede observar en la Figura 4.16.

Figura 4.16. Abundancia relativa de bacterias entre los grupos de estudio en

Abundancia Relativa

1.00

0.75

0.50

FILO

0.25 Proteobacteria
Actinobacteriota
Bacteroidota
Firmicutes

0.00

DMT2 Glucosa PreDMT2
Normal

funcion del IMC y estado de la glucosa. DMT2: diabetes tipo 2; PreDMT2: prediabetes.
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Los estudios sobre la relacion entre el aumento de Bacteroidetes y los valores de glucosa
alterada son limitados y contradictorios, puesto que algunos estudios han encontrado que el
aumento de la proporcion de Bacteroidetes en la Ml se asocia con una mejora en el control de
la glucemia y en la sensibilidad a la insulina en pacientes con DMT2. Otros estudios han
encontrado una correlacion positiva entre la proporcién aumentada de Bacteroidetes y los
niveles de glucosa en sangre elevados y resistencia a la insulina en sujetos con obesidad (Wang
et al., 2012; Karlsson et al., 2013; Zhang et al., 2013). En el andlisis aqui mostrado, el filo
Bacteroidetes aument6 ligeramente en los individuos con obesidad y glucosa normal en
comparacion con los normopeso y aumenté en los individuos con obesidad y glucosa alterada
en relacion con los otros dos grupos de estudio.

Tal y como se indica el apartado 3 de Material y Métodos, DEseq no encontrd ningun
género significativo. Cuando se hizo el analisis individual, sin embargo, se encontraron 6
géneros con diferencias estadisticamente significativas entre grupos. Esos 6 géneros son,
Eubacteria ventriosum group, Ruminococcus gnavus group, Christensenellaceae R-7 group,
Haemphilus, Lachnospira y Roseburia (figura 4.17). Los resultados indicaron que en la
poblacion normopeso, los géneros de Lachnospira y Christensenellacear son los que
presentaron una mayor abundancia seguidos de Roseburia, mientras que solo el género
Ruminococcus gnavus group se encontré en mayor cantidad en los voluntarios obesos con
glucosa alterada.
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Figura 4.17. Diferencia de abundancia de bacterias a nivel de género segun el indice de
masa corporal y estado de glucosa de los participantes. IMC: indice de masa corporal; NP-
GN: normopeso con glucosa normal; OB-GA: obeso con glucosa alterada; OB-GN: obesos con
glucosa normal. Se empleo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de
diferencias significativas entre los grupos.

Los géneros Lachnospira y Roseburia, pertenecen a la familia Lachnospiraceae, mientras
que Christensenellaceae R-7 group pertenece a la familia Christensenellaceae, ambas familias
del filo Firmicutes y ambas juegan un papel importante en la salud del huésped. Algunos
estudios sugieren que unos niveles mas altos de Lachnospiraceae pueden estar asociados a una
mejor salud metabolica y a un menor riesgo de obesidad y DMT2 (Vacca et al., 2020). Mientras
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que una abundancia relativa de Christensenellaceae se relaciona inversamente con el IMC y un
menor riesgo de obesidad y trastornos metabdlicos (Waters & Ley, 2019).

Lachnospira y Roseburia, son dos géneros bacterianos que se caracterizan por la
degradacidn de fibra dietética produciendo propionato, acetato y lactato (Jalanka et al., 2019).
La abundancia relativa cambia segun el individuo, aunque se suele encontrar en promedio cerca
del 2,0%, en un estado de eubiosis en el hospedador (Louis & Flint, 2009). EI género
Lachonspira es productor de acidos grasos de cadena corta y se ha descrito que una disminucién
en la abundancia de este género se acompafia de un aumento de peso en adultos en situacién de
sobrepeso y un aumento en los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (Stanislawski
et al., 2017). Ademaés, Lachonspira, ha mostrado una asociacion negativa con los niveles de
glucosa en ayunas en modelos de ratas diabéticas (Li et al., 2020). Los resultados aqui
presentados coinciden con estos estudios previos ya que ambos géneros bacterianos se ven
disminuidos en individuos con obesidad y glucosa normal, asi como en obesidad y glucosa
alterada.

Cuando existe una dieta rica en carbohidratos no digeribles, se produce un aumento del
género Roseburia (Tomova et al., 2019). Algunos estudios como el de Nie y colaboradores
(2021), indican que especies como Roseburia intestinalis previenen la inflamacion intestinal y
mantiene la homeostasis energética mediante la produccion de metabolitos (Nie et al., 2021).
Otros articulos cientificos indican que la presencia de Roseburia se asocia al envejecimiento
saludable en un amplio estudio poblacional (Ghosh et al., 2022). En funcion de lo anteriormente
comentado, los participantes normopeso ‘“‘aparentemente sanos”’ presentan valores
significativos para la relacion con géneros de Lachnospira (valor p = 0,0086) y Roseburia (valor
p = 0,04), lo que indica que podria ser un posible biomarcador de salud intestinal en la
poblacién sujeta a investigacion.

En cuanto a los voluntarios con niveles de glucosa alterada, estos presentaron claramente
un aumento significativo (valor p =0,0078 del género Ruminococcus gnavus group, (Crost et
al., 2023). Aunque R. gnavus group hace parte de la Ml sana, se puede encontrar alterada en
enfermedades intestinales y no intestinales. En el caso de enfermedades metabdlicas, dicha
bacterias se asocia al aumento en el porcentaje de grasa corporal, resistencia a la insulina y
agrava el metabolismo de la glucosa (Pedersen et al., 2016; Crost et al., 2023).

En cuanto al andlisis a nivel de especie, se identifican 5 especies que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. 3 especies pertenecientes al género Roseburia:
Roseburia hominis, Roseburia intestinalis y Roseburia inulinivorans, 1 del género
Lachnospira: Lachnospira pectinoschiza y 1 del género Alistipes: Alistipes inops (figura 4.18).
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Figura 4.18. Diferencias de abundancia a nivel de especie segun el indice de masa corporal y
estado de glucosa de los participantes. IMC: indice de masa corporal; NP: normopeso; OB-GA:
obeso con glucosa alterada; OB-GN: obesos con glucosa normal. Se empleo la prueba estadistica
de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias significativas entre los grupos.

Tanto las 3 especies de Roseburia como la de Lachnospira se encontraron asociadas a los
individuos con normopeso y glucosa normal. Es decir, a la ausencia de patologia. Ademas,
estas especies estuvieron mas disminuidas en los individuos con obesidad y glucosa alterada
que en los individuos con obesidad y glucosa normal. Esto indica que tanto la condicion de
obesidad como la de glucosa alterada podrian estar causando una disminucidn de estas especies
bacterianas. Estos resultados coinciden con estudios previos donde su mayor abundancia esta
asociada con estados saludables (Vacca et al., 2020; Nie et al., 2021).

Este analisis no nos brind6 ninguna bacteria potencialmente indicadora de alteracion de
glucosa, sino aquellas claramente indicadoras de estado de salud. Esto es debido a que en este
analisis se separaron los individuos con normopeso y obesidad con glucosa normal, mientras
que en el primer andlisis se analizaron conjuntamente y del que realmente salieron bacterias
asociadas a la alteracion de glucosa.

4.6.3. Analisis en funcién del IMC y sindrome metabolico.

Ademas de los resultados mostrados en los dos apartados anteriores, se plantea un tercer a
analisis debido a que los resultados bioquimicos y antropométricos, reportaron que un 29% de
los individuos se encontraban en sindrome metabdlico. Incluidos 2 individuos clasificados
como normopeso Y glucosa normal. Cuando se tiene en cuenta el IMC y la condicion de SM,
no se observa ninguna diferencia significativa en la a-diversidad entre los grupos sujeto de
estudio (Figura 4.19).
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Figura 4.19 Abundancia de a-diversidad (indice de Shannon) en funcién del indice de masa
corporal y condiciéon de sindrome metabélico de los participantes. NP-GN: normopeso
glucosa normal; OB-GA: obesos con glucosa alterada; OB-GN: obesos con glucosa normal

Cuando el analisis se hace en funcion del IMC y la condicién de SM, se puede observar
como aquellos voluntarios clasificados con SM presentaron una menor abundancia del filo
Bacteroidetes y un aumento de Firmicutes (Figura 4.20)
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Figura 4.20. Abundancia relativa de bacterias entre los grupos de estudio segun el IMC
y condiciéon de SM. DMT2: diabetes tipo 2; PreDMT2: prediabetes.

Los filos Firmicutes y Bacteroidetes han sido un foco de atencién dentro de la comunidad
cientifica por la relacion que presenta en patologias metabdlicas como la obesidad y la DMT2
(Fontané et al., 2018; Singer-Englar et al., 2019; Magne et al., 2020; Stojanov et al., 2020). Las
bacterias que forman parte del filo Firmicutes son mayoritariamente Gram positivas y los
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Bacteroidetes estan formados por bacteria mayoritariamente Gram negativas. Dentro de estos
filos se encuentran bacterias que participan en la fermentacion de polisacaridos no digeribles,
produciendo acidos grasos de cadena corta (Glibetic, 2022). En el caso de los Firmicutes estos
se asocian a obesidad, mientras que Bacteroidetes, se asocia a diversos trastornos metabolicos,
como es la obesidad y la DMT2 (Singer-Englar et al., 2019). Cuando la proporcion
Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) es > 1, se puede utilizar como biomarcador de obesidad. se ha
sefialado que las personas con esa relacion presentan un 23% maés de probabilidades de tener
sobrepeso que aquellas con una relacion F/B < 1 (Koliada et al., 2017; Pinart et al., 2022).

Los resultados obtenidos de este estudio concuerdan con investigaciones en las que se
observd una variacion de F/B entre grupos poblacionales con alteraciones metabolicas (Koliada
et al., 2017). Un estudio realizado por Ley y colaboradores (2006), expuso que la proporcion
de Bacteroidetes con respecto a Firmicutes, era significativamente menor en las personas obesas
que en las delgadas (Ley et al., 2006). Este hallazgo se repitié en estudios posteriores, en los
que también se observd que una relacion baja entre Bacteroidetes / Firmicutes y ademés se
asocio con obesidad y la resistencia a la insulina (Zhang et al., 2009; Larsen et al., 2010).

La MI se ha implicado en la etiopatogenia de multiples enfermedades que van desde las
neuronales hasta las intestinales. Sin embargo, descifrar el papel exacto que desempefian en las
enfermedades metabolicas es todo un reto para la ciencia, debido a que los factores de la dieta
y el estilo de vida son los que modulan directamente la M1y al mismo tiempo son los impulsores
centrales del dismetabolismo. Si bien es conceptualmente intuitivo que el microbioma intestinal
y el metabolismo del huésped estan interrelacionados, encontrar la causa y el efecto sigue
siendo todo un desafio (Dabke et al., 2019). Diferentes investigaciones exponen que los
individuos con SM presentan una composicion de la Ml alterada en comparacion con los
individuos sanos, con una menor abundancia de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium
y Akkermansia y una mayor abundancia de bacterias perjudiciales (Festi et al., 2014).

Dichos resultados encontrados en la poblacién con SM de la presente tesis doctoral
coinciden con lo descrito en la literatura, puesto que se sugiere que la proporcion baja de
Bacteroridetes y alta de Firmicutes es un factor de riesgo para la obesidad y el SM (Zhong et
al., 2020). Esta alteracion en la composicion de la MI se cree que puede influir en el
metabolismo de la energia y la inflamacion sistematica, lo que a su vez puede contribuir al
desarrollo de la obesidad y el SM (Chéavez-Carbajal et al., 2019).

Como bien se sabe el SM se asocia a un riesgo aumentado de DMT2, autores como Wu y
colaboradores (2010), han informado que la MI de los pacientes con DMT2 también presenta
una menor abundancia de Bacteroidetes en comparacion con los individuos no diabéticos. En
el estudio se analizaron 345 muestras de heces, donde se incluian 197 individuos con DMT2 y
148 controles no diabéticos. Los resultados expusieron que la proporcion de Bacteroidetes
respecto a Firmicutes estaba significativamente disminuida en los individuos con DMT2. (Wu
et al., 2010). Este hallazgo fue apoyado por otros estudios, los cuales encontraron que la
abundancia de Bacteroidetes se correlacioné negativamente con los niveles de glucosa en
sangre en ayunas y la resistencia a la insulina en individuos con DMT2 (Wang et al., 2012).

Ademas, se ha reportado que la relacion F/B se encuentra directamente asociado a un
patron de dieta occidental, caracterizado por un alto consumo de alimentos procesados y ultra
procesados con niveles bajos de nutrientes como grasas polinsaturadas n-3, vitaminas A, B,
C, E y minerales como calcio, cinc; ademas de los niveles altos de sodio, azlcar y acidos grasos
trans (Hildebrandt et al., 2009). Los resultados obtenidos en el analisis nutricional (aparatado
4.5), coinciden con un patron de dieta occidentalizado, por lo tanto, los resultados de alteracion
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de la relacion F/B tienen explicacion, ademas del estado de obesidad, la nutricion influye sobre
ello.

Las proteobacterias y las Actinobacterias son dos filos de bacterias que suelen encontrarse
en la MI humana de poblaciones sanas (Rinninella et al., 2019). Las proteobacterias son un
grupo diverso de bacterias gramnegativas que incluyen muchos patdégenos importantes como
Escherichia coli y Salmonella, asi como bacterias comensales beneficiosas como
Bifidobacterium y Akkermansia. Las Actinobacteias son bacterias grampositivas conocidas por
producir diversos compuestos bioldgicamente activos, e incluyen géneros como
Bifidobacterium y Corynebacterium. Mediante estudios cientificos se ha demostrado que, la
abundancia relativa de Proteobacterias y Actinobacterias en la M| puede variar mucho de un
individuo a otro, pero en general estan presentes en niveles relativamente bajos en comparacion
con otros filos dominantes como Firmicutes y Bacteroidetes (Qin et al., 2010; Lozupone et al.,
2012; David et al., 2013). Los niveles altos de Proteobacterias se han asociado con diversas
enfermedades como la enfermedad inflamatoria intestinal y el cancer colorrectal, mientras que
los niveles mas altos de Actinobacterias se han asociado con una mejor salud metabdlica y un
menor riesgo de obesidad y DMT2 (Shin et al., 2014).

En lo que respecta al andlisis a nivel de género, se han encontrado en este estudio, 10
géneros que presentan valores estadisticos significativos entre grupos, destacando Eubacterium
eligens group, Ruminococcus, Blautia y Lachnospira, seguido de Eubacterium ventriosum
group, Bilophila, Dorea, Erysipelotrichaceae, Haemophilus, y Tyzzerella. Cabe mencionar que,
dentro del grupo de voluntarios con obesidad, pero sin sindrome metaboélico, E. eligens fue la
bateria mas abundante. Mientras que, en contraposicion Blautia fue mas abundante en
individuos obesos con SM (figura 4.21).

Blautia es una bacteria Gram positiva que pertenece a la familia Lachospiraceae,
desempefia un papel fundamental en la fermentacién de carbohidratos y otros sustratos lo que
les permite producir &cidos grasos de cadenas corta como el &cido acético, el acido propionico
y el &cido butirico, los cuales son importantes para el epitelio intestinal (Liu et al., 2021). Cabe
mencionar que, con base en analisis fenotipicos y filogenéticos, algunas especies de los
géneros Clostridium y Ruminococcus han sido reclasificadas como Blautia, (Liu et al., 2008).

Hay indicios que sugieren que la abundancia del género Blautia aumenta en las personas
con SM, aunque los mecanismos exactos que subyacen a dicha asociacion no se conocen del
todo, las investigaciones sugieren que la mayor abundancia de este género puede contribuir a
la disfuncion metabolica a través de diversas vias, como la inflamacién y la alteracién de la
barrera intestinal (Liu et al., 2021).

Estudios en los que se ha analizado el microbioma intestinal de 85 personas con SM y 58
controles sanos mediante secuenciacion del ARNr 16S indican que la abundancia de Blautia
aumentaba significativamente en los individuos con SM en comparacion con los controles
sanos (Dao et al., 2016). Otros estudios han encontrado una correlacion positiva entre la
abundancia de Blautia y la gravedad del SM en individuos con enfermedad del higado graso no
alcohdlico (NAFLD), una afeccion estrechamente vinculada al SM. Dicho estudio también
descubrio que el tratamiento con probioticos provocaba una disminucion de la abundancia de
Blautia y una mejora de la NAFLD (Wang et al., 2016). Este estudio examiné el microbioma
intestinal de individuos obesos antes y después de una intervencion dietética, y descubrio que
la abundancia de Blautia aumentaba significativamente en los individuos obesos en
comparacion con los controles sanos antes de la intervencion. Ademas, se observo que la
abundancia de Blautia disminuia tras la intervencion dietética y se correlacionaba
positivamente con la pérdida de peso y la mejora de los parametros metabolicos (Wang et al.,
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2016). Estos resultados sugieren que la Blautia puede estar implicada en la patogénesis de la
obesidad y la disfuncién metabolica, y que su disminucion podria ser un posible mecanismo
para la mejora de la salud metabdlica.
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Figura 4.21 Diferencias de abundancia de bacterias a nivel de género entre voluntarios segun
su indice de masa corporal y sindrome metabélico. SM: sindrome metabélico; NP-GN: normopeso
con glucosa normal; OB-No-SM: obeso sin sindrome metabolico; OB-SM: obesos con sindrome

metabdlico. Se empleo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias
significativas entre los grupos.

Otro género que se ve en mayor proporcion en los obesos con SM en comparacion a los
voluntarios que no lo presentan es Ruminococcus. Como se ha comentado con anterioridad,
dicha bacteria se asocia al aumento en el porcentaje de grasas corporal, resistencia a la insulina
y agrava el metabolismo de la glucosa. Estudios publicados exponen que Ruminococcus es uno
de los géneros bacterianos asociado significativamente con la resistencia a la insulina en
individuos obesos (Saulnier et al., 2011).

Al igual que Blautia y Ruminococcus, el género Erysipelotrichaceae UCG-003 se ve en
mayor abundancia en los voluntarios que presentan SM. El primer estudio que indicé que las
especies pertenecientes al género Erysipelotrichaceae UCG-003 eran mas abundantes en
animales obesos inducidos por dieta fue el llevado a cabo por Turnbaugh y colaboradores
(Turnbaugh et al., 2008). Estudios posteriores han confirmado la asociacion entre género y el
perfil lipidico del del huésped. Por ejemplo, se ha observado un aumento
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de Erysipelotrichaceae en ratones con una dieta alta en grasas o patrén dietético occidental.
Ademas, se ha demostrado que la abundancia de Erysipelotrichaceae se asocia positivamente
con los cambios en la grasa del higado en mujeres sometidas a dietas en las que se manipularon
los niveles de colina (Kaakoush, 2015). La presencia de este género de bacterias en los
voluntarios de la presente tesis doctoral podria estan influencia por el alto consumo de grasas
presente en la dieta con patrén occidental que presentaron dichos voluntarios.

En el caso contrario se encuentra el género Eubacterium eligens group, el cual esta presente
en mayor abundancia en el grupo control. E. eligens group, es una bacteria productora de
butirato que participa en el metabolismo de la fibra alimentaria y otros carbohidratos complejos.
Es una bacteria estudiada por sus propiedades antiinflamatorias y sus posibles efectos
terapéuticos en afecciones como la enfermedad inflamatoria intestinal y la obesidad (Salonen
et al., 2014). Datos cientificos han demostrado que E. eligens group esta presente en mayor
abundancia en la MI de individuos delgados en comparacion con los obesos, lo que sugiere un
papel potencial en la regulacion del peso (Kaakoush, 2015; Glibetic, 2022).

Cuando se tiene en cuanta los factores de IMC y la condicién de SM, se identifican 7
especies de bacterias con valores estadisticos significativos, Blautia faecis, Blautia
massiliensis, Dorea formicigenerans, Lachnospira pectinoschiza, Parabacteroides merdae,
Roseburia intestinalis y Roseburia inulinivorans. (Figura 4.22). Las especies que se
encontraron en mayor abundancia en los voluntarios obesos con SM fueron D. formicigenerans,
B. faecis y B. massiliensis, mientras que P. merdae presento una mayor abundancia con
diferencia en los voluntarios obesos sin la condicion de sindrome metabdlico.
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Figura 4.22. Diferencias de abundancia de bacterias a nivel de especies entre voluntarios segin su
indice de masa corporal y sindrome metabélico. SM: sindrome metabdlico; NP-GN: normopeso con
glucosa normal; OB-No-SM: obeso sin sindrome metabolico; OB-SM: obesos con sindrome metabdlico. Se
empleo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias significativas entre
los grupos.

Abundancia Relativa

L. pectinoschiza es una bacteria Gram negativa capaz de degradar pectina, fibra soluble
presente en frutas y verduras. Datos cientificos sugieren que esta bacteria puede desempefiar un
papel importante en la produccion de acidos grasos de cadena corta, los cuales son beneficiosos
para la salud del colon. Aunque se sabe muy poco sobre el papel especifico de esta bacteria en
el conjunto de la MI humana, un estudio realizado por Wang y colaboradores (2019),
encontraron que esta bacteria presentaba valores significativamente bajos en individuos con
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SM en comparacion con individuos sanos (Wang et al., 2019), resultados que coinciden con los
obtenidos en el presente estudio

R. inulinivorans es conocida por su capacidad para producir butirato, acidos grasos de
cadena corta que desempefia un papel importante en el mantenimiento de la salud intestinal
(Nie et al., 2021). R. inulinivorans es particularmente habil en la fermentacion de la inulina, un
tipo de fibra dietética que se encuentra en una variedad de alimentos de origen vegetal como
las cebollas, el ajo y las alcachofas. La bibliografia cientifica expone que la abundancia de esta
bacteria en la MI puede verse influida por la dieta, en particular por los alimentos ricos es
inulina (Louis et al., 2007).

Estudios publicados ponen en manifiesto una mayor abundancia de R. inulinivorans se
asocia con una mejora del metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina en personas
con sobrepeso u obsesas que presentan una dieta rica en fibra, generando productor de
fermentacion como el butirato, un &cido graso de cadena corta que ha demostrado tener
beneficios antiinflamatorios y metabolicos (Salonen et al., 2014). Lo que sugieren que la R.
inulinivorans puede desempefiar un papel importante en la promocién de la salud intestinal
general y el bienestar metabolico. Tal y como se puede observar en la figura 4.22, los individuos
en normopeso mostraron una mayor abundancia de esta especie bacteriana en comparacion con
los individuos con obesidad (con y sin sindrome metabdlico).

R. hominins. Al igual que las demas especies del género Roseburia, participa en la
degradacion y fermentacion de fibra dietética, produciendo butirato y otros acidos grasos de
cadena corta, que tiene consecuencias fisiologicas en gran medida favorables para el huésped,
que van desde la proteccién contra tumores, hasta la homeostasis de la glucosa y los lipidos
(Russell et al., 2013). En la presente tesis doctoral, los voluntarios normopeso son los que
presentan una mayor abundancia R. inulinivorans y R. hominins, seguido por los voluntarios
obesos con valores de glucosa normales. Resultados que pueden indicar que en dichos grupos
poblacionales hay una mayor produccion de butirato.

D. formicigenerans, forma parte de la familia de Lachospiraceae, esté involucrada en la
fermentacion de carbohidratos complejos para la produccion de butirato y propionato (NIH,
2021). Mediante un estudio transversal entre voluntarios con sobrepeso u obesidad frente a la
delgados, D. formicigenerans se asocid positivamente con el peso corporal, presentando una
mayor abundancia en los voluntarios que se encontraban en sobrepeso u obesidad (Companys
et al., 2021). En el presente trabajo esta especie bacteriana se encuentra mas abundante en
individuos con normopeso y en obesos con SM con lo que no estaria relacionada directamente
con el peso corporal, sino que habria que hacer estudios complementarios sobre otros factores
influyentes.

Finalmente, a vista de los resultados y la bibliografia existente, es indudable que el género
Blautia esté asociada a los individuos con obesidad y SM, mientras que las especies del género
Roseburia estarian asociadas a un estado saludables al igual que el género Lachnospira. sin
embargo, Parabacteroides merdade estria asociado a la obesidad en ausencia de SM.

4.7. CUANTIFICACION RELATIVA DEL MICOBIOMA INTESTITNAL

Mas alla de bacterias, virus y arqueas, la MI es un ecosistema complejo y diverso que alberga
también microrganismos pertenecientes al reino de los hongos.

En la presente tesis doctoral se realiz6 una cuantificacion por PCR cuantitativa a tiempo
real (apartado 3.7 Material y Métodos) relativa del micobioma intestinal de los 79 voluntarios
que cumplieron los criterios de inclusién y donaron sus muestras fecales para el analisis. Los
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79 voluntarios, tal y como se cuenta en el apartado correspondiente de Materiales y métodos
(3.7) fueron agrupados en 3 grupos. El primero, el grupo control o normopeso (n=23). Seguido
de los voluntarios con obesidad que presentaron valores de glucosa normales (n=35) y por
ultimo los participantes obesos que presentaron valores de glucosa alterada (n=21).

Los resultados se expresaron como ACt, tomando en cuenta los normopesos como grupo
control. En las siguientes figuras (4.23 y 4.24) se pueden observar los resultados para los Ct
obtenidos para cada conjunto de muestras y los ACt. El andlisis estadistico no mostro
diferencias significativas entre el grupo normopeso, obesos con valores de glucosa normal y
obesos con glucosa alterada, indicando que no existirian diferencias en la abundancia del
micobioma, coincidiendo con los resultados de a-diversidad bacterianay que es necesario llevar
a cabo estudios mas especificos de secuenciacion o de cuantificacion de PCR de grupos de
hongos més concretos para evaluar posibles diferencias. En un primer estudio exploratorio
Ilevado a cabo con 3 muestras de voluntarios, un normopeso, un obeso con glucosa normal y
uno con glucosa alterada por secuenciacion Minlon (Oxford, Nanopore Technologies) se
observo un aumento de la abundancia de Candida spp. en el individuo con obesidad y glucosa
alterada.
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Figura 4.23. Diagrama de cajas para la relacion entre el valor de la glucosa en sangre y
cuantificacion relativa por PCR. NP: normopeso; ON: obesos normoglucémicos; OG: obesos
con glucosa alterada. Se empleo test Anova de un factor y test Turkey post hoc para la
determinacion de diferencias significativas entre los grupos. ns: diferencias significativas
no encontradas.
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Figura 4.24. Diagrama de cajas para la relacion entre obesos normoglucémicos y obesos
con glucosa alteraday la relacion de exposicion. ON: obesos normoglucémicos; OG: obesos
con glucosa alterada. Se empleo test t para medidas paramétricas para la determinacion
de diferencias significativas entre los grupos. ns: diferencias significativas no encontradas.
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5. CONCLUSIONS

Taking into account the importance of preventing chronic diseases that are increasing at an
alarming rate in Western Europe, such as type 2 diabetes mellitus (T2DM) and obesity, a
multifactorial evaluation study was carried out on the adult population of the Autonomous
Community of Galicia, with the aim of studying risk factors and finding new predictive
biomarkers. The most noteworthy conclusions are:

From the evaluation of the FINDRISC Scale it is concluded that:

- The FINDRISC score in 397 volunteers showed a direct relationship with Body Mass Index.
In addition, it was observed that a higher score in this test coincided with a higher diagnosis for
pre-diabetes and diabetes according to biochemical tests, which validates the usefulness of this
test as an initial screening to inform on the risk of developing T2DM in the Galician population.

- A score of 12 points instead of 13 as set by FINDRSIC was proposed to mark moderate risk.
Biochemical analysis supported this change, given that five volunteers with 12 points were
diagnosed with values for pre-diabetes. Therefore, it was demonstrated that the FINDRSC scale
in the Galician population could be useful as an indicator of moderate risk with a score of 12
points.

From the evaluation of the Anthropometric and Biochemical analyses it is concluded that:

- The anthropometric analysis of 102 volunteers provides evidence that BMI alone is not a good
classifier of the obese population. According to this parameter, 48% of the population under
study was obese, while the measurement of body fat percentage indicated that 52.0% of the
population had measurements corresponding to the category of obesity and finally, the
waist/height ratio showed that 88.2% of the population was obese. Therefore, the use of other
anthropometric measures to categorise obesity should be reinforced in the health system.

- Analysis of the glycaemic profile revealed that 22.5% of the volunteers had pre-diabetes and
5.8% already had T2DM, but were NOT yet diagnosed, so it would be a good indicator of risk
if it were not that it cannot be used routinely, as there are many individuals who do not tolerate
this test. When the results of plasma glucose, Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) and Hb1AC
glycosylated haemoglobin analysis were evaluated, it became clear that the diagnosis of T2DM
should be made in conjunction or at least in combination with 2 of these tests, since when used
individually each of them reveals diagnostic flaws.

- In relation to the lipid profile, it was found that 16.7% of the participants had a normal-high
range for the triglyceride parameter; similarly, the levels of total cholesterol and c-LDL in
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52.0% and 13.7%, respectively, exceeded the limit considered as "bordeline” high. All this
indicates that the Galician population is at the same level of risk of suffering from these chronic
diseases as the rest of the western European population. Regarding HDL-C, the results indicated
that there is an inverse relationship with BMI. However, HDL-C was found to be within the
proposed upper limits in 55.8% of women and 38.2% of men who participated in the study.
These results may be due to the fact that the diet and/or physical exercise of some Galicians
still retains a certain level of protection.

From the evaluation of the Genetic study it is concluded that:

- Regarding the population with obesity in normoglycaemic condition, 38 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the 64 investigated showed a positive relationship with these
conditions, with the rs9491696 variant of the RSPO3 gene showing the strongest relationship
(odd ratio 10.47).

- Regarding the obese population with altered glucose, 33 SNPs out of 64 showed a positive
relationship with these conditions, being the variants rs1443512 of the HOXC13 gene and
rs9491696 of the RSPO3 gene the ones with the strongest relationship (odd ratio 17.14 and
16.20, respectively). According to the results and taking into account that no genetic analyses
of this nature have been published in Galicia, the rs1443512 variants of the HOXC13 gene and
rs9491696 of the RSPO3 gene can be proposed as possible biomarkers of obesity with altered
glucose for this population.

- Taking into account the results of the SNPs that were positively related to obesity and
normoglycaemia or impaired glucose, two proposals were developed to generate a risk score.
The formula that brought together the odd ratios of the 33 SNPs related to obesity and impaired
glucose values showed an area under the curve of 0.83 on the Receiver Operating Characteristic
(ROC) curve, values that are statistically significant in clinical utility for biomarkers.
Therefore, a risk score for the development of obesity in the Galician population can be
generated for the first time.

- When studying the association of obesity-related genes with anthropometric indices (e.g. BMI,
waist/hip circumference, % body fat) no clear relationship was found, although a trend can be
seen in the data regarding the relationship of BMI and genetics. The overweight or obese status
of the volunteers in this case is not only attributable to genetic disposition, but to the
combination of this with multiple factors.

- Of the 16 genetic variants analysed involved in T2DM, the SNP rs2237897 of the KCNQ1
gene and the SNP rs1801282 of PPARG are by far the ones with the highest frequency in the
risk allele, being the volunteers with obesity and altered glucose values those with the highest
allele frequency (100%) for the KCQN1 gene. Therefore, these two SNPs could be possible
biomarkers for T2DM in the Galician population.

- 56.7% of the volunteers showed moderate risk according to the PATIA group algorithm,
among which 15.7% showed values for pre-diabetes in the biochemical tests. Meanwhile,
42.2% of the participants were at high risk, of which 26.3% showed values for pre-diabetes and
15.8% were diagnosed with T2DM according to biochemical tests. This may mean that the
genetics of these participants may be influencing the development of the pathology.
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From the evaluation of the Nutritional register it is concluded that:

- With regard to the nutritional analysis, it is concluded that practically all adult Galician
participants do not comply with the recommendations for the Spanish population, moving away
from the Atlantic and/or Mediterranean Diet models. There is evidence of a high consumption
of protein, fat and low in carbohydrates, low in fibre and with an excessive intake of simple
sugars, which contributes to the fact that the current rates of overweight and obesity in the
Autonomous Community of Galicia are among the highest in Spain.

- Lipid profile data showed an excessive intake of saturated fatty acids and a low intake of
polyunsaturated and monounsaturated fatty acids. These results were, moreover, independent
of BMI, with the exception of polyunsaturated fatty acids for which significant differences were
found, with greater adequacy in normal-weight individuals. From the nutritional analysis,
therefore, overweight and obesity cannot be justified as the sole condition of overweight and
obese individuals.

- With regard to micronutrients, Galicians showed full compliance with the RDIs for vitamin
B12, vitamin C and phosphorus. For the rest of the micronutrients, the Galician population
showed a low adequacy, not reaching the RDI, especially for vitamin E and folic acid. For Na,
an intake 3 times higher than the RDI was observed, which indicates the need to promote
nutritional education of the Galician adult population.

From the evaluation of the gut microbiota study, the following conclusions were drawn:

- Of 14 genera identified with significant differences in abundance, Blautia, Dorea,
Fusicatenibacter, Eubacterium halii group and Ruminococcus gauvreauii group showed higher
abundance among prediabetes volunteers regardless of BMI.

- Six bacterial genera were identified with significant differences in abundance related to BMI
and glucose status. The Lachnospira, Roseburia, Christensenellaceae R-7 group and
Eubacterium ventriosum group showed higher abundance among individuals with BMI
corresponding to normal weight. In obese individuals with and without impaired glucose these
groups were found to be decreased regardless of glucose level. Among the 6 genera,
Ruminococcus gnavus group was found to be increased in obese individuals with normal
glucose.

- With respect to the analysis carried out taking into account BMI and metabolic syndrome
condition, the genus Blautia stood out among the 10 genera identified with significant
differences in abundance, presenting a significant increase among the population that met these
conditions. Meanwhile, the species Parabacteroides merdae showed an association with
obesity in the absence of metabolic syndrome.

- Analysis of the relative quantification of the intestinal mycobiome in the 79 volunteers
revealed no statistically significant differences between the normopese, obese with normal
glucose values and obese with altered glucose values, indicating that there would be no
differences in mycobiome abundance, coinciding with the results of a-bacterial diversity. Based
on these results, more specific sequencing or quantification studies of specific fungal groups
are needed to assess differences in mycobiome abundance.
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7. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tabla 1. Variantes genéticas relacionadas con el desarrollo de diabetes analizadas por el grupo PATIA

Alelo de

Posicion

Gen (rs) riesgo  cromosoma Funciéon Ref.
(Mahajan et al.,
Asociado al metabolismo de lipidos en el 2014; Mercader
SLC16A11 - 170131 higado; a la acumulacion de lipidos & Florez, 2017;
(rs75493593) pi3. ?ntra'celulares; y a la resistencia a la SIGMAType &
insutina. Consortium,
2014)
(Berumen et al.,
INS-IGF2 Varlgnte ”protectora, _ promueve la 2019b;
(rs149483638) T 11p15.5 pfohferaaon y supervivencia de las Mercader &
células beta ercace
Florez, 2017)
Regulacion en los genes para metabolismo
HNF1A A 12024.31 de la glucosa y lipidos, alteracion génica (Bjerkhaug et al.,
(rs483353044) qes causante del inicio de diabetes tipo MODY 2003)
3
Interviene en el trasporte celular y en la
WFS1 G 4016.1 hemostasis del calcio a nivel del reticulo  (Mahajan et al.,
(rs4458523) p1o- endoplasmatico. Wolframina regula los 2014)
niveles de glucosa en sangre.
Familia transportadores de soluto 30
miembro 8. Transportador de salida de
SLC30A8 Zinc implicado en la acumulacion de
(rs3802177) G 8q24.11 vesiculas intracelulares. Relacionado con (Aka et al., 2021)
procesos de maduracion y
almacenamiento de insulina.
Receptor gamma activado por
PPARG C 3025.2 proliferador de peroxisomas. Implicado en (Abmad et al.,
(rs1801282) P& la diferenciacion de adipocitos vy 2015)
homeostasis de la glucosa.
Factor de crecimiento similar a la insulina
IGF2BP2 2, proteina de union al ARN mensajero. .
(rs4402960) T 3q27.2 Implicado en la susceptibilidad a la (Jia et al., 2011)
diabetes.
Proteina asociada a la subunidad
CDKAL1 G 6022.3 reguladora CDK5 1 similar a 1. Funcion no (Asghar et al.,
(rs7756992) pez. conocida; relacionada con la 2023)
susceptibilidad a la DMT2.
Adenilato ciclasa 5. Polimorfismos de un
ADCY5 T 3021 1 solo nucleodtido asociado con la DMT2; (Dupuis et al.,
(rs11717195) act relacionado con niveles altos de glucosa 2010)

en ayunas.
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Gen (rs) A.Ielo = sl Funciéon Ref.
riesgo  cromosoma
Papel en el metabolismo de los lipidos al
suprimir la lipogénesis aumentar la
JAZF1 G 7015.1 lipolisis y disminuir la acumulacion de (Yuasa et al.,
(rs849135) P> lipidos en el tejido adiposo. Funcion en la 2015)
homeostasis de la glucosa y sensibilidad a
la insulina.
Hemobox expresado (Vliet-
HHEX/IDE C 10q23.33 hgmatopoyehcamente. In,wpl1cac1on Ostaptchouk et
(rs1111875) directa en el desarrollo de células del al., 2008)
pancreas. ”
Miembro 11 de la subfamilia J del canal de
KCNJ11 rectificacion interna de potasio. Receptor  (Bankura et al.,
T 11p15.1 encargado de controlar la secrecion de la  2022b; Rastegari
(rs5219) insulina. Su mutacion esta relacionad con et al., 2015)
la hiperinsulinemia.
Miembro 1 de la subfamilia Q de canales
dependientes de voltaje de potasio.
KeNQ1 C 11p15.4  Relacionado con la sensibilidad vy (Afshardoost et
(rs2237897) - . . . al., 2019)
secrecion de insulina. Relacionado con el
metabolismo de la glucosa en sangre.
Factor de transcripcion 7 similar a 2.
Asociado a la propagacion de células beta.
TCF7L2 T 10g25.2  Regulador del metabolismo de la glucosa (Bankura et al.,
(rs7903146) . N . 2022b)
hepatica. Asociacion directa con el
desarrollo de DMT2
Dioxigenasa dependiente de alfa- (Shabana et al
FTO (rs9936385) C 16q12.2  cetoglutarato. Regulador de la masa grasa 2018) v
adipogénesis y hemeostasis energética.
Inhibidor de cinasa dependiente de ciclina
CDKN2A/B T 9p21.3 2B. relacionado con la regeneracion de (Yun et al., 2012)
(rs10811661)

células beta.

rs: secuencia de referencia
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Tabla 2. Polimorfismo de nucleétido unico asociados a obesidad. Rasgos a los que este asociado, nUmero
de sujetos estudiados y valor p de asociacion a la obesidad.

Alelo b osicion CWAS
Gen (rs) 'de cromosoma Rasgo Sujetos ERpv=Te Referencia
riesgo (n)
ADAMTS9-AS2 C 3p14,1 IMC, RCC 77162 2,47 x (Heid et al.,
rs6795735) 107 2010)
(
ADRB3 (rs4994) G 8p11,23
APOA1 (rs670) C 11923,3
APOA5; ZPR1 A 11923,3 TG, CC 22161 2,2x10° (Kraja et al.,
(rs2266788) 16 2011)
BDNF (rs10767664) A 11p14,1 IMC 204158 2,67 x (Speliotes et
10 al., 2010)
ccbDCc121 G 2p23,3 TG, CC 22161 1,4x10° (Kraja et al.,
(rs3749147) 2011)
CETP (rs173539) C 16q13 HDL>, CC 22161 1,0 x 100 (Kraja et al.,
16 2011)
CLOCK (rs1801260) G 4q12
COBLL1 C 2q24,3 RCC 9880 2,68 x (Berndt et
(rs13389219) 10¢ al., 2013b)
DNM3 (rs1011731) G 1q24,3 IMC', RCC? 77094 1,72 x (Heid et al.,
1010 2010)
ETV5 (rs9816226) T 3q27,2 IMC 196221 1,69 x (Speliotes et
1018 al., 2010)
FAIM2 (rs7138803) A 12q13,12 IMC 200064 1,63 x (Speliotes et
107 al., 2010)
FTO (rs1121980) A 16q12,2 IMC 16876 3,6 x 108 (Loos &
Bouchard,
2008)
FTO (rs12149832) A 16q12,2 IMC 62245 4,80 x (Okada et
1022 al., 2012)
FTO (rs1558902) A 16q12,2 IMC, RCC 192344  2,3x10°  (Speliotes et
m al., 2010)
FTO (rs17817449) G 16q12,2 IMC 65406 4,60 x (Wen, et al.,
107 2012)
FTO (rs8050136) A 16q12,2 IMC 72003 1,1 x10°

47




GWAS

U Posicion
Gen (rs) .de cromosoma Rasgo Sujetos e el Referencia
riesgo
(n)
FTO (rs9939609) A 16q12,2 cc 159848 5,4x 10 (Kilpeldinen
43 et al., 2011)
GCKR (rs780093) T 2p23,3 TG4, CC3 22161 1,9 x 10
12
GNPDA2 G 4p12 IMC 197008 1,6 x 10
(rs10938397) 2
GPRC5B C 16p12,3 IMC 239715 3,27 x (Kraja et al.,
(rs12444979) 10°¢ 2011)
GRB14 T 2q24,3 IMC, RCC 77119 3,23 x (Speliotes et
(rs10195252) 10710 al., 2010)
GRB14 (rs6717858) T 2q24,3 IMC, RCC 73137 2,78 x (Speliotes et
1013 al., 2010)
HOXC13 C 12q13,13 IMC, RCC 77165 3,33 x (Heid et al.,
(rs1443512) 108 2010)
HSD17B4 A 5q23,1 IMC, RCC 73137 1,02 x (Randall et
(rs10478424) 10 al., 2013)
IRS1 (rs2943650) T 2q36,3 % Grasa 76150 3,80 x (Heid et al.,
10 2010)
ITPR2 (rs718314) G 12p11,23 IMC, RCC 77167 2,41 x (Randall et
108 al., 2013)
LIPC (rs10468017) T 15qg21,3 HDL, CC 22161 5,5x 108  (Kilpeldinen
et al., 2011)
LRP1B (rs2890652) C 2q22,2 IMC 209068 9,27 x (Heid et al.,
10 2010)
LRRN6C G 9p21,1 IMC 216916 2,65 x (Kraja et al.,
(rs10968576) 103 2011)
LY86 (rs1294421) G 6p25,1 IMC, RCC 77154 6,31 x (Speliotes et
10° al., 2010)
LYPLAL1 G 1g41 IMC, RCC 77167 2,37 x (Speliotes et
(rs4846567) 1012 al., 2010)
MAP2K5 G 15q23 IMC 227950 2,76 x (Heid et al.,
(rs2241423) 1018 2010)
MAP3k1 G 5q11,2 IMC, RCC 73137 2,27 x (Heid et al.,
(rs11743303) 106 2010)
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GWAS

U Posicion
Gen (rs) .de cromosoma Rasgo Sujetos e el Referencia
riesgo
(n)
MC4R (rs12970134) A 18q21,32 IMC 2684 4,6 x 10®  (Speliotes et
al., 2010)
MC4R (rs17782313) C 18q21,32 IMC 110567 1,10 x (Randall et
1020 al., 2013)
MC4R (rs571312) A 18q21,32 IMC 203600 2,22 x (Chambers
1040 et al., 2008)
MC4R (rs6567160) C 18q21,32 IMC 65406 2,76 x (Berndt et
1015 al., 2013b)
MTIF3 (rs4771122) G 13q12,2 IMC 198577 9,48 x (Speliotes et
10710 al., 2010)
NCAM2 A 21q21,1 cc 1060 3,75 % (Wen, et al.,
(rs11088859) 108 2012)
NEGR1 (rs2815752) A 1p31,1 IMC 198380 2,95 x (Speliotes et
1020 al., 2010)
NFE2L3 T 7p15,2 IMC, RCC 77145 1,49 x (K. Wang et
(rs1055144) 108 al., 2011b)
NRXN3 A 14q24,3 RCC 1060 2,67 x (Speliotes et
(rs11624704) 107 al., 2010)
PLIN1 (rs2289487) T 15q26,1 (Heid et al.,
2010)
PRKD1 T 14q12 IMC 241667 2,23 x (K. Wang et
(rs11847697) 1010 al., 2011b)
QPCTL (rs2287019) C 19q13,32 IMC 194564 7,56 x
10-15
RSPO3 (rs9491696) G 6q22,33 IMC, RCC 77164 2,10 x (Speliotes et
1014 al., 2010)
SH2B1 (rs7359397) T 16p11,2 IMC 204309 9,54 x (Speliotes et
1020 al., 2010)
SPRY2 (rs534870) A 13q31,1 % Grasa 70831 3,2x10%  (Kilpelainen
et al., 2011)
TBX15 (rs984222) G 1p12 IMC, RCC 77167 3,81 x (Heid et al.,
1014 2010)
TFAP2B (rs987237) G 6p12,3 cc 195776 1,24 x (Speliotes et
101 al., 2010)
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GWAS

G A(Ijelo Posicion R Ref .
en (rs) . e cromosoma asgo Sujetos ERpv=Te eferencia
riesgo (n)
TMEM18 C 2p25,3 IMC 197806 3,71 x (Speliotes et
(rs2867125) 1046 al., 2010)
TMEM18 C 2p25,3 IMC 114643 3,20 x (Willer et
(rs6548238) 1026 al., 2009)
TNNI3K (rs1514175) A 1p31,1 IMC 227900 2,51 x (Speliotes et
1013 al., 2010)
VEGFA (rs6905288) A 6p21,1 IMC, RCC 77129 4,72 x (Heid et al.,
1010 2010)
ZNF259 C 11923,3 TG, CC 22161 1,1 x (Kraja et al.,
(rs2075290) 10716 2011)
ZNF512; C20rf16 A 2p23,3 TG, CC 22161 2,0 x10° (Kraja et al.,
(rs1919128) 2011)
ZNRF3-KREMEN1 A 22q12,1 IMC, RCC 77086 2,41 x (Heid et al.,
(rs4823006) 1073 2010)

rs: secuencia de referencia; IMC: Indice de Masa Corporal; RCC: Relacion Cintura Cadera; CC: Circunferencia
Cintura; TG: Trigliceridos.
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Tabla 3. Calculo de OR y valor p entre poblacion Normopeso y Obesa - Normal y poblacion Normopeso y Obesa con glucosa alterada.

Gen (rs) b L
O.R. p valor 95% ClI O.R. p valor 95% CI
ADAMTS9-AS2 (rs6795735) 2,69 0,01** 1,3-5,6 1,85 0,21 0,8 - 4,2
ADRB3 (rs4994) 1,36 >0,9999 0,3-7,0 3,30 0,27 0,8-16,6
APOA1 (rs670) 1,28 0,77 0,4-3,8 3,30 0,27 0,8-16,6
APOAS5; ZPR1 (rs2266788) 0,00 0,09 0,0-1,3 0,00 0,49 0,0-2,1
BDNF (rs10767664) 1,71 0,21 0,8-3,7 2,56 0,09 0,9-6,5
CCDC121 (rs3749147) 0,93 >0,9999 0,4-2,0 0,90 >0,9999 0,4-2,1
CETP (rs173539) 2,86 0,35 0,6 - 16,5 1,47 >0,9999 0,3-8,5
CLOCK (rs1801260) 2,26 0,49 0,5-10,9 0,00 0,49 0,0 - 2,1
COBLL1 (rs13389219) 1,00 >0,9999 0,5-2,1 1,88 0,21 0,8-4,4
DNM3 (rs1011731) 0,67 0,35 0,3-1,3 0,58 0,29 0,2-1,3
ETV5 (rs9816226) 3,02 0,03* 1,2-7,4 1,59 0,45 0,5-4,5
FAIM2 (rs7138803) 0,49 0,08 0,2-1,0 0,63 0,39 0,3-1-4
FTO (rs8050136) 1,00 >0,9999 0,5-2,2 2,44 0,06 1,1-5,8
FTO (rs1121980) 0,81 0,69 0,4-1,8 2,72 0,02* 1,2 - 6,1
FTO (rs1558902) 0,97 >0,9999 0,5-2,1 2,66 0,04* 1,2-6,4
FTO (rs9939609) 1,09 0,85 0,5-2,3 2,32 0,09 1,0-5,2
FTO (rs12149832) 0,95 >0,9999 0,5 - 2,1 2,23 0,09 1,0-5,3
FTO (rs17817449) 1,04 >0,9999 0,5-2,3 2,44 0,06 1,1-5,8
GCKR (rs780093) 1,09 0,85 0,5-2,3 1,33 0,53 0,6 - 3,1
GNPDA2 (rs10938397) 0,70 0,36 0,4-1,5 0,58 0,21 0,2-1,2
GPRC5B (rs12444979) 1,22 0,76 0,4-3,7 0,77 0,75 0,2-2,7
GRB14 (rs10195252) 1,14 0,86 0,5-2,3 1,89 0,15 0,8-4,4
GRB14 (rs6717858) 1,05 >0,99 0,5- 2,1 1,75 0,28 0,7 - 4,2
HOXC13 (rs1443512) 2,90 0,01* 1,3-6,3 17,14 <0,0001*** 7,5 - 39,1
HSD17B4 (rs10478424) 1,72 0,27 0,7 - 3,9 0,81 0,82 0,3 - 2,1
IRS1 (rs2943650) 1,19 0,71 0,6 -2,4 0,92 >0,99 0,4-2,1
ITPR2 (rs718314) 0,06 <0,0001*** 0,0-0,2 0,05 <0,0001*** 0,0-0,2
LIPC (rs10468017) 1,43 0,50 0,6 - 3,5 1,58 0,44 0,6 - 4,6
LRP1B (rs2890652) 0,48 0,18 0,2-1,3 0,91 >0,99 0,3-2,6
LRRN6C (rs10968576) 1,16 0,84 0,5-2,6 0,65 0,47 0,2-1,7
LY86 (rs1294421) 1,00 >0,99 0,5 - 2,1 0,41 0,06 0,2-0,9
LYPLAL1 (rs4846567) 1,60 0,34 0,6 - 4,1 1,80 0,30 0,7 - 4,9
MAP2K5 (rs2241423) 1,55 0,31 0,7-3,5 1,88 0,24 0,7 - 4,7
MAP3k1 (rs11743303) 1,49 0,49 0,6 - 3,8 2,56 0,09 0,9-6,5
MC4R (rs571312) 0,85 0,68 0,4-1,9 0,53 0,32 0,2-1,4




Gen (rs) b L
O.R. p valor 95% ClI O.R. p valor 95% CI

MC4R (rs6567160) 1,24 0,68 0,5-2,9 1,00 >0,99 0,4-2,5
MC4R (rs12970134) 1,32 0,67 0,6 - 3,1 0,83 0,80 0,3-2,1
MC4R (rs17782313) 1,13 0,84 0,5-2,5 0,77 0,80 0,3-2,2
MTIF3 (rs4771122) 1,43 0,42 0,6 - 3,1 0,92 >0,99 0,3-2,4
NCAM2 (rs11088859) Infinito >0,99 0,2 - Infinito Infinito >0,99 0,1 - Infinito
NEGR1 (rs2815752) 0,74 0,56 0,3-1,6 0,73 0,65 0,3-1,9
NFE2L3 (rs1055144) 1,17 0,83 0,5-2,7 1,92 0,23 0,7 - 4,8
NRXN3 (rs11624704) 0,43 0,16 0,2-1,1 0,35 0,11 0,1-1,0
PLIN1 (rs2289487) 0,75 0,56 0,3-1,6 0,63 0,37 0,3-1,5
PRKD1 (rs11847697) 2,15 0,66 0,3-26,9 1,96 >0,99 0.2 - 28,9
QPCTL (rs2287019) 0,83 >0,99 0,3-2,4 0,31 0,06 0,1-1,0
RSPO3 (rs9491696) 10,47 <0,0001*** 4,5-249 16,20 <0,0001*** 5,4 - 40,9
SEC16B (rs543874) 2,10 0,29 0,6 - 6,1 1,58 0,74 0,4-5,2
SEC16B (rs574367) 3,28 0,07 0,9 - 11,0 3,02 0,20 0,8-11,0
SH2B1 (rs7359397) 1,54 0,33 0,7 - 3,4 1,35 0,65 0,5 - 3,1
SPRY2 (rs534870) 0,75 0,66 0,3-1,7 0,62 0,46 0,2-1,6
TBX15 (rs984222) 0,85 0,71 0,4-1,8 1,00 >0,99 0,4-2,3
TFAP2B (rs987237) 1,80 0,27 0,7 - 4,5 1,75 0,43 0,6 - 4,5
TMEM18 (rs2867125) 2,25 0,07 0,9-5,4 1,80 0,34 0,7 - 4,5
TMEM18 (rs6548238) 2,25 0,07 0,9-5,4 1,80 0,34 0,7 -4,5
TNNI3K (rs1514175) 0,82 0,70 0,4-1,8 0,97 >0,99 0,4-2,3
VEGFA (rs6905288) 0,93 >0,99 0,5-2,0 0,70 0,53 0,3-1,6
ZNF259 (rs2075290) Infinito 0,05 1,2 - Infinito Infinito 0,24 0,5 - Infinito
ZNF512; C20rf16 (rs1919128) 1,07 >0,99 0,5-2,3 1,00 >0,99 0,4-2,3
ZNRF 3-KREMEN1 (rs4823006) 0,92 0,86 0,5-1,9 0,84 0,83 0,4-1,8




Tabla 4. Adecuacion a los objetivos nutricionales de la poblacion espaiola. Perfil calérico, perfil lipidico y otros en funcion del sexo.

MUJERES HOMBRES
(n=67) (n=41)
Perfil Calorico Ot?jc'etivos Media + DE Al Media + DE Al Valor p
nutricionales* n (%) n (%)
Proteina (% VCT) 10-15% 16,6 + 3,5 28 (41,8%) 16,7 £ 3,5 14 (34,1%) | 0,317
Lipidos (% VCT) 30-35% 41,8 +8,0 10 (14,9%) 42,1+7,9 5 (12,2%) 0,360
HC (% VCT) 50 -55 % 38,9+7,8 7 (10,4%) 38,7+3,8 3(7,3%) 0,197
Fibra (g/1000 kcal) >14 1,777 12 (17,9%) 1,5+7,7 5 (12,2%) 0,137
Az(icar (% VCT) 6 - 10%** 17,9+ 5,9 6 (8,9%) 18,3 9,5 7 (17.1%) 0.621
Perfil Lipidico
AGS (% VCT) <7-8 11.32 £+ 2.4 9 (13.43%) 13.06 + 3.9 4(9.8%) 0.005
MUFA (% VCT) 20 20.8 + 16.1 26 (38.8%) 20.9 + 16.3 19 (46.3%) 0.635
PUFA (% VCT) 5 6.3+4.3 12 (17.6%) 5.2+1.5 12 (29.3%) | 0.121
Colesterol (mg) < 300 mg 347.0 + 138.6 31 (28,7%) 350,2 £ 137,213 (12,0%) 0.074

VCT: valor calorico total; Al: adecuacion a la ingesta; HC: hidratos de carbono; AGS: acidos grasos saturados; MUFAS: acidos grasos monoinsaturados;
PUFAS; acidos grasos poliinsaturados. Resultados expresados con media + desviacion estandar. La adecuacion de la dieta se expresa como el nimero de
individuos que cumplen los objetivos nutricionales. Expresado como n (%). Las diferencias en las variables continuas se examinaron mediante ANOVA para
las variables paramétricas y mediante Kruskal-Wallis para las variables no paramétricas. La significacion estadistica se establecio en un valor p <0,05.
*Objetivos nutricionales para poblacion espafola segin la Sociedad Espanola de Nutricion comunitaria (SENC,2011). **objetivos nutricionales segin OMS y
SENC (OMS,2015; SENC, 2011).



Tabla 5. Adecuacion a los objetivos nutricionales de la poblacion espainola. Micronutrientes (vitaminas y minerales) en funcion del sexo.

MUJERES (n=67)

HOMBRES (n=41)

IDR I Media + DE n?‘lx,) IDR AL Media + DE n?*lx,) Valor p
Maximo Maximo
Vitaminas
Tiamina o vitamina B1(mg) 1 1.4+0.4 8 (86.6%) 1.2 1.87+1.0 4 (80.1%) 0.003
Riboflavina o vitamina B, (mg) 1.3 1.7 +0.4 7 (80.6%) 1.6 2.03+0.6 4 (82,9%) 0.001
Niacina o vitamina B3(mg) 14 35 31.6 £ 10.2 48 (71.6%) 17 35 37.98 + 13.9 3 (56,1%) 0.007
Vitamina B¢ (pg) 1.2 25 1.9+0.6 1 (91.0%) 1.5 25 2.41 +1.1 8 (92,7%) 0.003
Acido Félico (pg) 300 1000 262.0 + 87.5 0 (29.8%) 300 1000 289.4 + 129.1 1 (26.8%) 0.192
Vitamina B12 (pg) 2 5.7 +£4.6 67 (100%) 2 6.62 +3.3 41 (100%) 0.228
Vitamina C (mg) 60 158.5 £ 79.0 2 (92.5%) 60 159.7 + 80.4 39 (95.1%) 0.940
Vitamina A (pg) 600 3000 711.3 £+ 432.9 38 (56.7%) 700 3000 856.8 + 583.3 2 (53.7%) 0.141
Vitamina D (pg) 5 100 4.0x5.4 21 (31.3%) 5 100 3.9+5.3 9 (22.0%) 0.950
Vitamina E (mg) 15 300 5.9+3.5 3 (4.5%) 15 300 10.0 £ 12.0 8 (19.5%) 0.009
Minerales

Calcio (mg) 1000 2500 756.7 + 321.2 3 (19.4%) 900 2500 822.0 + 404.6 6 (39.0%) 0.356
Magnesio (mg) 300 318.3 + 88.9 7 (55.2%) 350 361.2 + 135.0 9 (46.3%) 0.772
Potasio (mg) 3100 3423.8 + 849.6 43 (64.2%) 3100 3695.5 + 1236.5 9 (70.7%) 0.179
Fosforo (mg) 700 1436.7 + 3810 5 (97.0%) 700 1655 + 575.2 9 (95.1%) 0.019
Hierro (mg) 15 15.1 + 4.8 28 (4.7%) 9 18.6 + 8.8 41 (100%) 0.008
Yodo (pg) 150 600 259.5 + 158.9 43 (64.2%) 150 600 288.0 + 211.8 23 (56.1%) 0.427
Cinc(mg) 7 25 10.9 £+ 3.3 62 (92.5%) 9.5 25 26.6 +77.3 28 (68.3%) 0.098
Sodio (mg) 1300 3855.0 + 1300.3 4 (6.0%) 1300 4156.8 + 1779.4 2 (4.9%) 0.312

IDR: ingesta recomendada de referencia; Al: adecuacion a la ingesta. Resultados expresados con media + desviacion estandar. Resultados expresados con

media +

desviacion estandar. Las diferencias en las variables continuas se examinaron mediante T-student para las variables paramétricas y mediante

Wilcoxon rank-sum para las variables no paramétricas. La significacion estadistica se establecio en un valor p <0,05. Parametros para la IDR segin FESNAD,
2010; Niveles maximo de ingesta admisible segiin EFSA, 2009



ANEXOS

ANEXO I: Declaracion de Conflicto de Interés

La doctoranda DECLARA:

No tener ningun conflicto de interés en relacién con la tesis doctoral

Parametros para la IDR segin FESNAD, 2010; Niveles maximo de ingesta admisible segin EFSA, 2009
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ANEXO I1: Aprobacion Comité Etico

Secretaria Xeral Técnica

I XUNTA DE GALICIA Comité de Etica de la Investigacidn slicis
:i: CONMSELLERIA DE SANIDADE santiago Lugs j

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Ana Estany Gestal, Secretaria del Comité de Etica de a Investigacidén de Santiago-Lugn,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunidn del dia 17 de septiembre de 2019 la modificacion del estudio:

Titulo: Obesidad y diabetes en |beroamérica: factores de riesgo y nuevos biomarcadores
patégenos y predictivos

Versidn medificacion: Medificacion Protocolo v Documentos de conssntimiento informado
versién 2 de 12/07/2019

Promotor/a: Alberto Cepeda Sdez

Investigadora: Alberto Cepeda Sdez

Codigo de Registro: 2018/270

¥ que este Comité acepta de conformidad con sus procedimientos normalizados de trabajo v
tomando en cuenta los requisitos éticos, metodoldgicos y legales exigibles a los estudios de

investigacion con seres humanos, sus muestras o registros, que dicha modificacion sea incorporada al
estudio de investigacion mencionado.

% Xacobeo 2021
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Ml Secrtaria Xeeal Téonica

M XUNTA DE GALICIA I
E%: COMSELLERIA DE SANIDWDE ja I c I B

¥ HACE COMSTAR QUE:

1- El Comité Termitorial de Ftica de la Investizacion de Santiago-Lugo cumple tanto en su composicicn
como en sus PNTS los requisitos legales vigentes.

2 - La composicién actual del Comité Territorial de Frica de la Investizacidn de Santiago-Lugo es:

Presidamnte
Juan Manuel Vamuez Lago. Médico especialista en Madicing Preventiva y Salud Piblica. Area de
Gestion Integrada de Santiago.

Vicepresidenta
pilar Riodriguez Ledo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. Area de Gestidn
Integrada de Lugo.

Secretaria
Ana Estany Gestal. Licendada en Farmacia. Fundacion Instituto de Investigacion Sanitaria de
Santiago de Compostela.

Secretario Suplente
Lorenzo Armenteros del 0lmo. Meédico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. Area de
Gestion Integrada de Lugo.

Vocales

Maria José aAlfaro Aguila-Real. Paciente experta. Lugo

Francisco Campos Pérez. Bidlogo. Fundacion Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de
Compaostela.

Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencidn Primaria. frea de Gestidn Integrada de
Santiago.

Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestion Integrada de Lugo.

Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gesticn
Integrada de Lugo.

Guillermo José Prada Ramallal Médico especialista en Farmacologia Clinica. drea de Gestion
Integrada de Santiago. Fundacion Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de Compostela.
Jesiis Prego Dominguez. Enfermero. Area de Gestién Integrada de Santiago.

Maria Mercedes Rodicio Garcia. Médico espacialista en Pediatria. Area de Gestion Integrada de
Luga. i

carlos Rodriguez Moreno. Meédico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestion Integrada
de Santiago.

sandra vidal mMartinez. Enfermera. Area de Gestidn Integrada de santiago.

Para que conste donde proceda, y a peticion de quien proceda, en Santiago de Compostela,

ESTANY Imsees
GESTAL ===

La Secretaria del Comité Territoriaiga Eti B alnyestigacion de Santiago Lugo,
46906853 TR T
I I:\.:xw.l'-li“-r-l

% Xacobeo 2021
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ANEXO III: Hoja de Informacién al participante adulto en un estudio de investigacion

TITULO: OBESIDAD Y DIABETES EN IBEROAMERICA: FACTORES DE RIESGO Y
NUEVOS BIOMARCADORES PATOGENICOS Y PREDICTIVOS.

INVESTIGADOR: Alberto Cepeda Saez
CENTRO: Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de Alimentos (LHICA).

El objetivo del presente documento es aportarle la suficiente informacién sobre un estudio de
investigacion de tipo experimental (ensayo clinico) en el cual se le invita a participar de manera
voluntaria. Este estudio se realizara en el Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de Alimentos
(LHICA) de la Facultad de Veterinaria de Lugo, de la Universidad de Santiago de Compostela.

En el caso de estar interesado en participar debe leer previamente esta “HOJA DE INFORMACION AL
PARTICIPANTE” (HIP), aclarar cualquier duda que tenga preguntando al investigador y asegurarse de
que comprende todos los detalles de este estudio. Incluso, si lo considera necesario, puede llevar este
ejemplar, consultarlo con otras personas, y tomar el tiempo necesario para decidir si participa 0 no. Si
esta de acuerdo en participar, debera de firmar el documento “CONSENTIMIENTO INFORMADO” (Cl).

Se le recuerda que su participacién en este estudio es completamente voluntaria y si en caso de
participar decide cambiar de opinién, puede revocar el consentimiento en cualquier momento sin la
obligacién de dar explicaciones y sin que ello repercuta en sus cuidados médicos.

¢, Cuél es el propésito del estudio?

La intencion de este proyecto es identificar nuevos marcadores bioldgicos para la prediccion y
diagndstico de la diabetes tipo 2 (DM2), mediante herramientas de tratamiento masivo de datos (big
data), en paises Iberoamericanos.

¢Por qué me ofrecen participar a mi?

Para llevar a cabo este estudio, se necesita obtener datos y muestras de la poblacion Iberoamericana
en general y se considera que usted cumple con estos requisitos si tiene:

- nacionalidad espafiola

- edad entre 45-70 afios

- hombres/mujeres

Sin embargo, la seleccion de personas invitadas a participar depende de unos criterios descritos en el
protocolo de investigacion, si se encuentra dentro de las siguientes situaciones de exclusiéon debe de
abstenerse de participar en este ensayo:

e Pacientes que consuman medicacién que afecte a la termorregulacion corporal (antitérmicos,
etc) y también aquéllos que estén consumiendo alfa-adrenérgicos, anfetaminas,
anticolinérgicos, antihistaminicos, benzodiacepinas, betabloqueantes, calcio antagonistas,
cocaina, neurolépticos, fenotiacinas y antidepresivos triciclicos,

Edad menor de 45 afios 0 mayor de 75 afios,

Mujeres embarazadas.

Personas con discapacidad mental.

So6lo _en la primera parte del estudio (Epidemioldgica: encuestas iniciales, PTOG):
diagnosticados con diabetes (cualquier tipo), pues se trata de identificar aquellos pacientes con
probabilidad de presentar esta enfermedad.

Para las siguientes actividades si se necesitaran sujetos diagnosticados con DM2 y/o obesidad.

Todas las mediciones y extracciones gque se realicen en el marco de este estudio son especificas para
participar en el mismo y no serén utilizadas para ningun otro fin sin el consentimiento del participante.

¢En qué consiste mi participacién?
Mi participacion, hasta donde yo lo permita, consistira en:

-Realizaré encuestas (Findrisk, socioeconémica y antecedentes familiares),
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- Consentiré en que tomen mis datos de peso, talla, medida de la cintura, tensién arterial,

- Haré la Prueba de la Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG),

- Realizaré encuestas nutricionales relacionadas con mi alimentacion,

- Permitiré que se tomen muestras mias, siguiendo las indicaciones del investigador, por ejemplo:
*acudiré en ayunas para que el personal cualificado tome muestras sanguineas,

*yo proporcionaré las muestras de heces y orina cuando me lo indiquen, en los anaclines que
me facilitaran,

*yo proporcionare muestras de pelo, aproximadamente cerca de 100 pelos que seran recogidos
de diferentes zonas de la cabeza.

* acudiré los dias indicados para que el personal investigador me tome muestras de saliva y de
la cara interior de la mejilla con torundas estériles.
Mi participacion de forma secuencial y hasta donde yo lo permita, sera todo el tiempo que dure el
estudio (aproximadamente 3 afios) o mas si el estudio se amplia.

El promotor o investigador puede decidir finalizar el ensayo antes de lo previsto o interrumpir mi
participacion por motivos de seguridad, o por mi incumplimiento de los procedimientos de estudio.
El proceso de toma de muestras sera realizado por personal sanitario cualificado y por los
investigadores que realizan esta funcion de manera habitual.
Las muestras obtenidas seran analizadas de manera confidencial en el Laboratorio de Higiene,
Inspeccion y Control de Alimentos (LHICA) de la Universidad de Santiago de Compostela y, cuando
sea el caso, en laboratorios externos autorizados para la realizacién de cada tipo de analisis indicado
en el estudio:
- Las muestras de sangre y orina se utilizaran para obtener datos bioquimicos generales,
hormonas y parametros de inflamacion especificos,
- Las muestras de heces se utilizaran para el analisis de la microbiota intestinal,
- Las muestras de cabello seran utilizadas para medir la cantidad de la hormona cortisol presente
en la persona,
- Las muestras de la boca se utilizaran para evaluar mi riesgo genético de desarrollar diabetes
tipo 2 segun el test DIABETESprevent (PATIA) y el riesgo genético de desarrollar obesidad en
el LHICA.

¢ Qué riesgos o inconvenientes tienen estas pruebas?

No existe evidencia de efectos negativos en personas sanas ni en aquéllas que no hayan sido
mencionadas en los criterios de exclusién del protocolo presentado en el marco de este documento.
No obstante, debe tenerse en cuenta que al realizarse una toma de muestra sanguinea en ayunas o
durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa, se pueden presentar efectos secundarios pasajeros
como la sensacion de mareo.

¢, Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que usted pueda obtener beneficio directo por participar en el estudio. El Unico beneficio
buscado, en general, es descubrir nuevos marcadores predictivos de la DT2 en la poblacién
Iberoamericana con la esperanza de que en el futuro tenga aplicacién para promover una alimentacion
mas adecuada y un mejor estado de salud.

¢ Qué alternativas a esta intervencion existen?

Existe la alternativa de que usted no participe en el estudio, ya que tal y como se especifico
anteriormente, la participacion es totalmente voluntaria. En caso de prefiera usted no participar en el
estudio, su salud no se vera perjudicada.

¢,Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?

Si usted lo desea, le facilitaremos un resumen de los resultados del estudio cuando finalicen.
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También podra recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen a usted si asi lo solicita. Estos
resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion clara, por lo que, si quiere disponer
de ellos deberian ser comentados con su médico o con el promotor del estudio.

¢, Se publicaréan los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio podran ser publicados en publicaciones cientificas para su difusion y/o
darse a conocer en foros cientificos, pero en ningln caso se transmitira ningun dato que pueda llevar
a la identificacion de los participantes.

¢ COmo se protegera la confidencialidad de mis datos?

El tratamiento, comunicacién y cesion de sus datos se hara conforme a lo dispuesto por la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal. En todo momento, usted
podra acceder a sus datos, corregirlos o cancelarlos.

Solo el equipo investigador, los monitores del estudio en representacion del promotor, y las autoridades
sanitarias, que tienen deber de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos
en el estudio. Se podra trasmitir a terceros informacién que no pueda ser identificada. En el caso de
que alguna informacion sea transmitida a otros paises, se realizar4 con un nivel de proteccion de los
datos equivalente, como minimo, a lo exigido por la normativa de nuestro pais.

¢ Qué ocurrird con las muestras obtenidas?

Los datos y analisis de las muestras que son tan necesarias para llevar a cabo este estudio pueden ser
de mucha utilidad para mejorar la salud de las personas. Sus datos/muestras seran recogidos y
conservados del siguiente modo:

- Seudonimizados (cifrados con “clave secreta”): la seudonimizacion es el tratamiento de datos
personales de manera tal que no pueden atribuirse a un/a interesado/a sin que se use informacion
adicional (en este caso la clave secreta). Esta informacion estara a cargo del Investigador Principal de
este estudio y so6lo pueden acceder a ella los miembros del equipo investigador y las autoridades
sanitarias en el ejercicio de sus funciones, ya que tienen el deber de guardar la confidencialidad.

El responsable de la custodia de las muestras es el promotor del ensayo, el profesor Dr. Don Alberto
Cepeda Séez, y serdn almacenadas en el Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de Alimentos
(LHICA) de la Facultad de Veterinaria de Lugo. Parte de los analisis seran realizados en laboratorios
externos autorizados, por lo que eventualmente estas muestras estaran en dichos laboratorios, en todos
los casos las muestras irdn codificadas de forma que en ningn momento en ellos se pueda conocer la
identidad del sujeto de estudio.

Respecto a las muestras biol6gicas: las muestras biolégicas perecederas (sangre, orina) se destruiran
al finalizar este estudio segiin normas de la USC. Sdélo se solicita consentimiento del participante para
la conservacion futura en congelacion y codificadas, de las siguientes muestras: extractos conteniendo
ADN-bacteriano procedente de heces y extractos de ADN procedente de la saliva, para posibles futuros
estudios.

La normativa que regula el tratamiento de datos/muestras de personas, le otorga al participante el
derecho a acceder a éstos, oponerse, corregirlos, cancelarlos, limitar su tratamiento, restringir o solicitar
la supresién de los mismos. Para ejercer estos derechos puede el participante dirigirse al Investigador
Principal de este estudio en el correo electrénico: alberto.cepeda@usc.es y/o tfno 982-822484.

En el caso de que alguna de esta informacion se transmita a terceros y/o a otros paises, se realizara
codificada y con un nivel de proteccién de datos equivalente, como minimo, al establecido por la
normativa espafiola y europea.

Al finalizar el estudio, o el plazo legal establecido, los datos/muestras recogidos seran eliminados o
guardados seudonimizados (codificados) para su uso en futuras investigaciones, segun lo que cada
participante escoja en la hoja de Consentimiento Informado (C.1.).
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¢Qué ocurrira si hay alguna consecuencia negativa de la participacion?

No se espera que este estudio pueda tener ninguna consecuencia negativa para usted.

¢Existen intereses econémicos en este estudio?

No existe interés econdmico si no meramente cientifico. El investigador no recibird retribucion
especifica por la dedicacion al estudio. Usted no sera retribuido por participar. Es posible que de los
resultados del estudio se deriven productos comerciales o patentes: en este caso, usted no participara
de los beneficios econémicos originados.

Muchas gracias por su colaboracion.

version: ver 1 Data 22/06/2018
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ANEXO IV:_Documento de Consentimiento Informado para la participaciéon en un
estudio de investigacion

TITULO: Obesidad y Diabetes en Iberoamérica: factores de riesgo y nuevos
biomarcadores patogénicos y predictivos.

Yo,

Lei la "HOJA DE INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE" (HIP) del estudio antes
mencionado, pude conversar con el equipo investigador y realizar todas las preguntas
necesarias para comprender las condiciones de participacion en este estudio y considero que
recibi suficiente informacién,

|:| Comprendo que mi participacién es voluntaria y que puedo retirarme del estudio en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto afecte a mi atencion médica,

|:| Acepto el uso de mis datos/muestras en las condiciones detalladas en la "HOJA DE
INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE".

[ ] Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Respecto a la conservacion y utilizacién futura de los datos y/o muestras, detalladas enla "HOJA DE
INFORMACION AL PARTICIPANTE",

I:I NO accedo a que mis datos y/o muestras sean conservados una vez finalizado el presente
estudio.

I:I Si accedo a que mis datos y/o muestras sean conservados una vez finalizado el presente
estudio, siempre y cuando sea imposible identificarlos por ningn medio, incluso para los
investigadores.

I:I Si accedo a que mis datos y/o muestras sean conservados para usos posteriores en lineas de
investigacién relacionadas con la presente bajo las condiciones de codificacion mencionadas
en la HIP.

En lo referente a los resultados de las pruebas llevadas a cabo en el presente estudio,

I:I DESEO conocer los resultados de mis pruebas.

[ ] NO DESEO conocer los resultados de mis pruebas.

El/la participante, El/la investigador/a,
Fecha: Fecha:
Fdo.: Fdo.: Alberto Cepeda Séaez

Version: ver.1 Data: 22/06/18

Deberan firmarse dous modelos, un sera entregado ao participante e outro sera conservado polo responsable do estudo de investigacion
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ANEXO V: Test FINDRISC

LHICA

Urupo du erenligacis

CYTED I’ﬁ‘ L

M2 codigo Paciente:

Test FINDRISC

[Senala la respuesta adecuada con una X}
1. :i0wé edad tiene?: anos.

Menos de 40 afios = 0 puntes
Entre 40 y 49 afios - 1 punto
Entre 50 y 59 afios = 2 puntos
&0 afos o mas = 3 puntos

2. Sewo
Mujer = 1 punto
Hombre = 0 puntos
3. :Cual es tu peso?: kg.
4. iy sualtura?: m.

IMC= Peso [ altura® (kg/m”)
Menos de 25kg/m’- 0 puntos
Entre 25 — 30 kg/m® 1 punto
Mas de 30 kg/m®-> 3 puntos

5. Perimetro de la cintura por debajo de las costillas { normalmente a nivel del ombligo):

Hombres Mujeres
Menos de 94 cm = 0 puntos Menos de 80 om —* 0 puntos
Entre 94 — 102 cm —* 3 puntos Emtre 80y 88 cm = 3 puntos
Mas de 102 = 4 puntos Mas de 88 cm 2 4 puntos

6. :Realiza habitualmente al menos 30 minutos de actividad fisica, en el trabajo y/o en el tiempo libre?:

5i =0 punto No = 2 puntos

7. :Con qué frecuencia come verduras o frutas?:

Todes los dias = 0 puntos
Mo todos los dizs = 1 punto

8. :Toma en la actualidad o ha tomado alguna vez medicacion para controlar la hipertensidn de forma
regular?
5i = 2 punto No = 0 puntos

9. :le ha detectado alguna vez valores de glucosa altos (por ejemplo en un control médico, durante una
enfermedad, durante el embarazo?
5i = 5 puntos No = 0 puntos

10. :5e le ha diagnosticado diabetes ([tipo 1 o 2] a alguno de sus familiares directos u otros parientes?

No — 0 puntos
51 = abuelos, tios o primos hermanos =+ 3 puntos
5i— Padres, hermanos o hijos = 5 puntos
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ANEXO VI: Informe de Antropometria

InBody —

Nombre 35SMGR (355MGR) Estatora 182,00m Fecha 201811122
Edad 47,0Edad Sexo  Hombee Hora  14:24:19
Composicion Corporal
I D o
g n as 10 1% 10 &5 10 5 - valuacion
Pwso ———-‘l 107,2 W| bt o
MME ™ B 8 0 10 120 10 1@ 15 MA~383
Wana Muscolar Esquesdlica e m— 42,7 kg ! _AAhg 48k
40 @0 0 100 180 200 20 WU 400 s
Masa Grasa Corporal s ——— 325 kg 88~175 4 Tronco
o
ACT 548 kg MLG 747 kg | :an g
g Corporal Total (41,0~50) o Liben oo Grasa (63,2 ~ 66,3) §' z
Aogig 10 kg
Normal Normal
Niagnostico de Obesidad Grasa Segmental
W | velorss | VelorNomal | poore s s
8 MC = Evaisacidn
1 & m)
s s Masa Cort ™) 324 18,5~ 25,0 (Estaturo,m)*
S Grasaky 36A% 2%
= PGC= X100 25k 23kg
303 10,0~ 20,0
Poroentage ce Orase % Pesokg Alto Tr Alto
neo Circunferencis de g &: ; §
Vo 0,98 0,80 ~ 090 REC = Clattura,.cm g i
Caders em 9
MB BA% 383%
Metabstismo (keal) 1985 2141 ~ 2535 ELLCR 40kg
Dozt Alto Allo
* Grasa sagmental éstimado.
Impedancia
z B0 B TR PR PM(Q}

20z : 2687 2878 201 2423 2823
1000 @ 2373 2806 170 21156 203

* Utilice sus resultados como referencia cuando consulte a su médico o entrenador personal.



ANEXO VII: INFORME ANALISIS BIOQUIMICOS (BIOMIG)

BIOMIG

Registro - 2012/2018 00358983 Nombre © --, 222WSR

Habitacién Doctor

Origen - POLUSA DNI

Empresa X Compafila : FACULTAD DE VETERINARIA / POLUSA
Comentario

Andlisis Resultado Unid. Val. Ref.
BIOQUIMICA SUERO

Glucosa * 125 mg/dL [ €5 - 110 1
Creatinina 0,91 mag/dL [ - 1,3 1
Colesterol total 187 mag/dL [ - 200 1
Trigliceridos 130 mg/dL [ < 200 1
HDL - Colesterol 43 mag/dL [ 30 - 70 1
LDL- Colesterol 118 mag/dL [ - 160 1
LABORATORIO EXTERNO (REFERENCE LABORATORY)

Insulina basal 13,6 puUl/mL [ 3 - 25 I
BIOQUIMICA ESPECIAL

HEMOGLOBINA GLICOSILADA

Hemoglobina glicosilada (NGSP) 11,0 %

Hemoglaobina glicosilada (IFCC) 97 mmol/mol

Diabetes = 6 > 6,5% (48 mmol/mol)
Riesgo incrementado para diabetes 5,7 - 6,4% (39 - 47 mmol/mol)

Lugo, martes, 1 de diciembre de 2020

VALIDADO POR DIRECTOR MEDICO
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ANEXO VIII: INFORME ANALISIS GENETICA (PATIA)

DIABETESpredict’

LA GENETICA AL SERVICIO DE LA PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2

Informe de resultados

Piginai1ce 4
Fecha edicién: 28/08/2020 Clave: 350ALAES
Test: Genotipado Iniciales: 3S0ALAES
Fecha nacimiento N/A
Antecedentes familiares DT2: Si
IMC (Indice Masa Corporal): 30,19 kg/m*

RESULTADO

RIESGO GENETICO DE DIABETES TIPO 2

89%
v

oA
,,jrb Servicio atencion post-test
Si lo desea puede solicitar una consulta llamando al 943 324 673
a en el email: consulta@patiadiabetes.com

patia”

Patia Europe S.L Paseo Mikeletegi 69. 20009. San Sebastian. Spain.
contacto@patiadiabetescom  Tel +34 943324673  www.patiadiabetes.com
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DIABETESpredict’

LA GENETICA AL SERVICIO DE LA PREVENCION DE LA DIABETES TIPO 2

Informe de resultados

Pigina 2ce 4
Fecha edicién: 28/08/2020 Clave: 350ALAES
Test: Genotipado Iniciales: 350ALAES
Fecha nacimiento NA
Antecedentes familiares DT2: Si
IMC (Indice Masa Corporal): 30,19 kg/m*

|
|
|
|
|

o0

PRODUCCION
LR ALTERADA
Suc3oe DE INSULINA

ne O

1 SURRITES pradice SENSIBILIDAD

PPARG - REDUCIDA
o :

50 han cowCracs oo muumummmm INS-ICF2, “Sl.m PPAGC ; atos colmOITamos 30 430080 @ wt INTOMANMD &N o Me%90 20 cosammoliar
SEDIRI TiP0 2. ASCONAIMGER, 50 N SNSCIASO wid C0pNa 00 am-mmdwmmumm2mmm S.C30M8,
HHDUIDE, KONQ2, TOF7L2, COKN2A/B, SLC1EALL.

Marogologia: 1€ vananss gandnees (pobmorfiamon) foeon SAerades = v 00 une MAOHOgE 03 814 Trecaon TegMan CoenAmrays. ESta 1€ VORSEDS DOND relovance o
o RSaTOAC 0F DADCEES GO0 2 ¥ 3¢ A%GAT 3 Ul MODMIND 60 3l /900 Pandico ae DT

ESL3 D000 10 0io2a0STics Qi20aras GO0 2. La Sanknes upo 2 050 K B 08 00" U0 MEGCD. EST0S resullades cor & 90408 N0 BnTicaT §ua <m0 0 tu famike mnga o
V7= @ DOIETOlr CiS0GTRS 100 1. EAN MeuT200 05031 3¢ vAIRI00 03 COTAIE €0 O NAIONal MIGCO DOracnal y famdisr, 101 MC3E0101 0C OrA=OS 4401 y 003 DASDS
(STCm 00 MIONEDND, F38 DFLCNA N0 DIOIVES 00CONGS (SMPS:GDI. L8 GASGEDS L 2 5350 30 TERA0S DO ol MEGCO. EN1a HrQoa 10 DepR S A2900 57 QU0 LSTDD 0 3¢
famiia peota ooasmoliar (e SennacodR

REFERENCIAS

Nature 2014, 506(7486):97-101.

JAMA 2014, 311(22):2305-2314.
— . Nat Ganat. 2014, 46{2):234-244

Nat Ganat. 2012, 44(9):981-990.
AT, ! PLOS Genet. 2015, 11(12):01005696,
» Disbates 2014, 63(6):2158-2171,
— o N Engf ) Mec 2010,

LB.T. Jurmie Meliasa Marin Medina 363(240):2329-235
DGP 5744533

patia”

Patia Europe S L Paseo Mikeletegi 69. 20009. San Sebastian. Spain,
contacto@patiadiabetes.com  Tel «34 943324673  www patiadiabetes.com



ANEXO IX: PLANTILLA ENCUESTA NUTRICIONAL 72 HORAS
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UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

La diabetes y la obesidad son dos enfermedades crénicas
estrechamente relacionadas cuya prevalencia esta
aumentando rapidamente en todo el mundo. Esta investigacion
aborda el estudio en poblacion gallega de los factores de
riesgo de estas patologias, desde diferentes perspectivas
mediante una evaluacion sanitaria multifactorial (bioquimica,
antropomeétrica, genética y microbiota intestinal), ya que es
fundamental determinar qué parametros tienen caracter
predictivo para la identificacion precoz de los individuos que
presentan un mayor riesgo de padecer estas afecciones,
siendo un punto clave para aplicar de forma temprana
estrategias de prevencion que puedan retrasar la aparicion de
dichas patologias.
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