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I. RESUMEN 

Estudios tanto en modelos animales como en seres humanos han aportado evidencia de que 

la composición de la microbiota intestinal (MI) puede contribuir al desarrollo de trastornos 

metabólicos como la obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2). Se ha propuesto que algunos de los 

cambios descritos en la MI en individuos con DT2 podrían no estar asociados a la diabetes 

como tal, sino al efecto del tratamiento farmacológico. De manera reciente, se reportó  que la 

metformina induce cambios en la MI que pudieran estar relacionados con su efecto 

terapéutico. El objetivo de este estudio fue analizar los cambios en la MI  en respuesta al 

tratamiento con metformina en pacientes con diabetes tipo 2 sin tratamiento previo en 

población de origen maya, y buscar correlaciones entre los cambios en la MI e indicadores de 

control metabólico. El estudio incluyó  41 pacientes con DT2 de recién diagnóstico. En todos 

los pacientes se analizaron parámetros antropométricos, hemoglobina glucosilada, perfil de 

lípidos y microbiota intestinal, antes y 4 meses después de recibir tratamiento con metformina. 

La MI fue analizada por secuenciación de la región V4 del gen ribosomal 16S utilizando el 

programa QIIIMe. El 82.9% de los pacientes tuvieron adecuada adherencia al tratamiento 

(≥70%), y el 44.1% se consideraron no respondedores. Previo al tratamiento, se observó una 

abundancia relativamente alta de Protobacteria (6%), y una abundancia relativa muy baja de 

Akkermansia y Bifidobacterium, así como de E. Coli e Intestinibacter.  Un análisis 

permutacional multivariado reveló que el género del individuo explica el 4.25% de la varianza 

de la microbiota (P=0.045). Las abundancias relativas de Akkermansia y Bifidobacterium 

aumentaron después del tratamiento con metformina, sin embargo las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. De manera interesante, la abundancia de Firmicutes previa al 

tratamiento correlacionó de manera negativa y marginalmente significativa con el cambio en la 

hemoglobina glucosilada después del tratamiento (P=0.08). Estos hallazgos sugieren que la 

MI presente antes de iniciar el tratamiento puede afectar la respuesta a la metformina.  Es 

necesario realizar más estudios para confirmar estos hallazgos y entender mejor el papel de la 

MI en la respuesta a la metformina. 
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II. INTRODUCCIÓN 

La diabetes mellitus representa un grave problema de salud pública a nivel mundial, ya que su 

prevalencia ha incrementado notablemente en las últimas décadas. Por esta razón, es motivo 

de numerosas investigaciones en distintos campos, que buscan entender la etiología de la 

enfermedad y mejorar la atención del paciente. Se conoce que factores genéticos y 

ambientales influyen en el desarrollo de esta patología, y actualmente ha surgido el interés del 

papel que puede tener la microbiota intestinal en esta enfermedad y en trastornos metabólicos 

relacionados. Recientemente se reportó que la metformina induce cambios en la microbiota 

intestinal, que pudieran estar relacionados con su efecto terapéutico. Sin embargo, la relación 

entre el tratamiento con metformina y la microbiota intestinal sigue siendo poco clara, y los 

estudios en humanos son escasos.  

 

III. MARCO TEÓRICO 

3.1 Definición y diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 (DT2) 

La diabetes es un desorden metabólico de múltiples etiologías, caracterizado por 

hiperglucemia crónica con alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas 

y proteínas, relacionado con dos eventos: defectos en la secreción de la insulina, defectos en 

la acción de la insulina o una combinación de ambos (Asociación Latinoamericana de 

Diabetes ALAD, 2013). La Federación Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en 

ingles), define el término diabetes mellitus (DM) como una enfermedad crónica degenerativa 

que se presenta cuando el páncreas no produce suficiente insulina, o bien, la insulina que se 

produce no es utilizada de manera eficiente por el organismo. La insulina es la hormona 

responsable de que  la glucosa circulante pueda ser transportada hacia el interior de las 

células y dotar de energía al organismo (IDF, 2013). 

 La DT2 es un síndrome heterogéneo en el que existe una alteración común que la define: la 

elevación de la glucemia. Para hacer el diagnóstico, debe medirse la glucemia en ayuno 

(glucemia basal) en plasma venoso. Puede hacerse una determinación de glucemia en sangre 

capilar mediante tira reactiva y lectura en reflectómetro, el paciente debe estar en ayunas al 



 
 

 3 

menos 3 horas. Sin embargo, por su variabilidad y menor precisión, se debe confirmar el 

diagnóstico mediante determinaciones en un laboratorio clínico.  

Los criterios diagnósticos propuestos por la Asociación Americana de Diabetes (ADA) en 2014 

y aceptados por el comité asesor de la OMS son los siguientes: 

• Glucemia basal en plasma venoso ≥ 126 mg/dl (7 mmol/l). Debe realizarse una 

segunda determinación en un día diferente para confirmar el diagnóstico. 

• Síntomas típicos de diabetes y glucemia al azar ≥ 200 mg/dl (11,1 mmol/l). No es 

necesaria una segunda determinación. 

• Glucemia plasmática ≥ 200 mg/dl 2 horas después de la prueba de tolerancia oral a la 

glucosa (75 g).  

• Hemoglobina glucosilada ≥ 6.5% siempre y cuando la prueba sea realizada en 

laboratorios con metodología y estandarización avalada por la National 

Glycohemoglobin Standarization Program (NGSP). 

 

3.2 Tipos de Diabetes Mellitus 

Los diferentes tipos de diabetes se clasifican de acuerdo a su etiología y características 

fisiopatológicas. La clasificación de la diabetes  contempla tres grupos: 1) Diabetes tipo I, 2) 

Diabetes tipo 2 y 3) Diabetes gestacional (Harris & Zimmet, 1997).  

a) Diabetes mellitus tipo 1 (DT1). La diabetes tipo 1, también conocida como diabetes 

insulinodependiente, inicia comúnmente desde la infancia y se considera una 

enfermedad inflamatoria crónica causada por la destrucción específica de las células β 

en los islotes del páncreas. Estas células tienen como función principal la secreción de 

insulina hacia el torrente sanguíneo en respuesta al incremento en la glucemia. Es 

mucho menos frecuente que la DT2, con una incidencia mundial calculada entre 1 y 11 

casos por 100,000 habitantes por año. Aunque la predisposición genética es un factor 

muy importante en la etiología de la DT1, no es suficiente para que se presente la 

enfermedad, y se conoce poco sobre los factores ambientales que pueden causar 

autoinmunidad que conllevan a la destrucción de los islotes pancreáticos (Achenbach 

et al., 2005). 
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Durante la etapa previa al inicio de la diabetes tipo I, en el 80% de los individuos se 

detectan anticuerpos contra antígenos citoplasmáticos o membranales de las células β 

pancreáticas como la descarboxilasa del ácido glutámico 65 y 67 (GAD65 y 67), la 

proteína de choque térmico 65 (Hsp-65), y contra la insulina (Davis, 2006). Sin 

embargo, la mayor susceptibilidad para desarrollar diabetes tipo I es conferida por los 

genes del antígeno leucocitario humano (HLA clase II) del cromosoma 6. Mediante la 

identificación de estos anticuerpos en personas sanas, se establece el riesgo de 

desarrollar la enfermedad; por ejemplo, la presencia de anticuerpos contra insulina 

confiere un riesgo pequeño, mientras que la combinación de anticuerpos contra células 

de los islotes y contra GAD o contra insulina representa un riesgo alto para desarrollar 

diabetes tipo I (Davis, 2006). 

b) Diabetes mellitus tipo 2 (DT2). La diabetes tipo 2 es el tipo de diabetes más común y 

por lo general ocurre en adultos, aunque puede iniciar en la adolescencia y en raras 

ocasiones durante la niñez. En las últimas décadas, su incidencia ha incrementado 

notablemente a nivel mundial , representando un grave problema de salud pública.  Las 

causas que desencadenan la diabetes tipo 2 son múltiples. Al parecer, influyen 

diversos factores como la herencia poligénica (en la que participa un número 

indeterminado de genes), junto con factores de riesgo que incluyen la obesidad, 

dislipidemia, historia familiar de diabetes, dieta rica en hidratos de carbono, factores 

hormonales y una vida sedentaria (Sharabi, 2012). Los pacientes presentan niveles 

elevados de glucosa y resistencia a la acción de la insulina en los tejidos periféricos. 

Del 80 al 90% de las personas tienen células β sanas con capacidad de adaptarse a 

altas demandas de insulina mediante el incremento en su función secretora y en la 

masa celular (Donath et al., 2005). Sin embargo, en el 10 al 20% de las personas se 

presenta una deficiencia de las células β en adaptarse, lo cual produce un agotamiento 

celular, con reducción en la liberación y almacenamiento de insulina (Maedler, 2008). 
c) Diabetes gestacional. La diabetes gestacional se presenta durante el embarazo, 

generalmente a partir de las 24-28 semanas de gestación. El embarazo normal se 

considera un estado diabetogénico o de resistencia progresiva a la insulina debido a los 

cambios en el patrón de secreción de la insulina y a las modificaciones ensensibilidad a 

la acción de la misma. El aumento de estrógenos y progesterona produce hiperplasia 



 
 

 5 

de las células β del páncreas y, por consiguiente afecta el metabolismo de los hidratos 

de carbono, aumentando la producción de somatostatina coriónica humana placentaria, 

prolactina, cortisol y glucagón, lo que contribuye a una diminución de la tolerancia a la 

glucosa y mayor resistencia a la insulina (Guzmán & Madrigal, 2003). La falta de control 

metabólico en la diabetes gestacional tiene riesgos potenciales tanto para el feto como 

para la madre. La elevación de la glucemia durante el embarazo puede causar 

macrosomía fetal y aumenta el riesgo de preeclampsia, que se caracteriza por 

elevación de la presión arterial, proteinuria y edema en la madre, representando un 

peligro para la salud de la madre y su hijo (ALAD, 2013).  

La diabetes gestacional  normalmente desaparece después del nacimiento. Sin embargo, las 

mujeres que han tenido diabetes gestacional tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes 

gestacional en embarazos posteriores y de desarrollar diabetes tipo 2. Se ha observado que 

los bebés que nacen de madres con diabetes gestacional también tienen un mayor riesgo de 

obesidad y diabetes tipo 2 en la adolescencia o en la edad adulta temprana (ALAD, 2013). 

 
3.3 Epidemiología de la Diabetes Mellitus Tipo 2. 

La IDF estimó que en 2013 aproximadamente 8,3% de los adultos o 382 millones de personas 

padecían DT2  a nivel mundial, y la prevalencia de la enfermedad está aumentando en todos 

los países.  Se calcula que 471 millones de personas padecerán DT2 en 2035. La IDF estimó 

que 1 de cada 12 personas adultas tiene diabetes, 1 de cada 2 personas con DT2 no sabe 

que tiene la enfermedad y cada 7 segundos muere una persona por complicaciones de este 

padecimiento. En América Central y del Sur hay aproximadamente 25 millones de personas 

con diabetes, con una prevalencia de 9.1%; mientras que en América del Norte y el Caribe 

hay una prevalencia de 11.4%. Las últimas cifras del Atlas de la Diabetes de la IDF causan 

preocupación sobre el impacto futuro de la diabetes como una de las principales amenazas 

para el desarrollo mundial (IDF, 2015). 

 

México tiene condiciones de alto riesgo debido a los estilos de vida poco saludables, y la alta 

prevalencia de obesidad y sobrepeso, principal factor de riesgo modificable de la diabetes. De 

acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud de Medio Camino 2016, la prevalencia de 
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diabetes en México ha ido en aumento, 6.5 millones de personas (9.4% de la población) 

habían sido diagnosticadas con la enfermedad (ENSANUTMC, 2016) (Figura 1). En el estado 

de Yucatán, la prevalencia de diabetes fue de 9.2% en 2012, mayor a la reportada en la 

ENSANUT  2006 (5.4%). En México la diabetes afecta principalmente a la población de bajos 

recursos económicos, asentada en las áreas urbanas, en donde el estilo de vida determina las 

conductas alimentarias. La OMS considera al estilo de vida como “la manera general de vivir 

que se basa en la interacción entre las condiciones de vida y los patrones individuales de 

conducta, los cuales están determinados por factores socioculturales y por características 

personales de los individuos” (ALAD, 2013). 

 
 

Figura 1. Prevalencia de diagnóstico médico previo de diabetes por sexo  

 

3.4 Fisiopatología de la Diabetes Mellitus Tipo 2. 

La homeostasis de la glucosa está controlada por tres mecanismos coordinados: la secreción 

de insulina, la captación de glucosa por músculo e hígado y la supresión de la producción de 

glucosa en el hígado (Briceño et al., 2007). La insulina es la hormona responsable de que la 

glucosa circulante pueda ser transportada hacia el interior de las células y dotar de energía al 

organismo (IDF, 2013). Como se había mencionado anteriormente, la diabetes  es causada 

por defectos en la secreción de la insulina, defectos en la acción de la insulina o una 

combinación de ambos (ALAD, 2013).  
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Secreción de Insulina: La insulina es secretada por las células β de los islotes de 

Langerhans del páncreas, y es regulada por nutrientes, neurotransmisores y hormonas. Entre 

estos tres factores, los nutrientes, particularmente la glucosa, son la señal estimulante más 

dominante para la secreción de insulina. La secreción de insulina es bifásica con una primera 

fase aguda que ocurre dentro de los primeros 10 minutos después de una carga de glucosa y 

una segunda fase más sostenida que alcanza una meseta muy rápidamente (Gerich, 1998). 

Los nutrientes, la glucosa, los aminoácidos, los ácidos grasos y los cuerpos cetónicos 

favorecen la secreción de insulina, al igual que la activación del receptor β2-adrenérgico y la 

estimulación del nervio vago, mientras que los receptores α2-adrenérgicos inhiben la liberación 

de insulina (Santulli et al., 2012). 

La liberación de insulina en respuesta a la glucosa es proporcional a la glucemia, que a su vez 

es regulada por la absorción intestinal, la producción y liberación hepática de glucosa y el 

metabolismo de los tejidos periféricos. Un modelo reciente para explicar el mecanismo de 

secreción de la insulina estimulada por la glucosa sustenta que la glucosa entra en las células 

beta a través del transportador de glucosa de alta capacidad 2 (GLUT2).  A través de la acción 

de la glucocinasa, se convierte en glucosa 6 fosfato (G6P), que es el paso limitante de la 

glucólisis. La G6P entra a la vía de glucolisis para producir piruvato. Esta molécula entra al 

ciclo de Krebs donde produce ATP. El aumento en relación ATP/ADP en el citosol promueve 

el cierre de los canales de potasio sensibles al ATP (canales KATP), y el aumento de potasio 

intracelular causa la despolarización de la membrana de las células beta y la activación de los 

canales de Ca2+ dependientes del voltaje. La apertura de estos canales de calcio facilita la 

afluencia de Ca2+ extracelular, lo que conduce a un aumento en niveles de Ca2+ citosólico en 

la célula beta, lo que desencadena la exocitosis de la insulina contenida en vesículas (Zhuo et 

al., 2013). 

Este mecanismo denominado "dependiente del canal KATP" parece ser particularmente 

importante para la primera fase aguda de la liberación de insulina. Sin embargo, en la 

segunda fase más sostenida de la secreción de insulina, una vía "independiente del canal 

KATP" parece desempeñar un papel clave en la regulación de la secreción de insulina en 

conjunción con la vía dependiente del canal KATP  (Ravier et al., 2009) (Figura 2). 
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Acción Periférica de la Insulina: La insulina circulante, a través de la unión a su receptor, 

aumenta la captación de glucosa en el músculo y el tejido adiposo, inhibe la producción 

hepática de glucosa, estimula la glucólisis, la lipogénesis, la glucogénesis y la síntesis de 

proteínas e inhibe la β-oxidación de ácidos grasos, la glucogenólisis y la proteólisis (Cline et 

al., 1999). 

Cuando la insulina se une a su receptor en células del músculo, inicia una serie de vías de 

señalización complejas que permiten la translocación del transportador GLUT4 localizado en 

vesículas hacia la membrana plasmática para llevar a cabo su función de transportar la 

glucosa hacia el interior de la célula (Chen et al., 2012). La señalización del receptor termina 

cuando es fosforilado en los residuos de serina/treonina en la región intracelular para su 

desensibilización, y finalmente esto permite la internalización del receptor (Stöckli, 2009). 

 
Figura 2. Mecanismos de secreción de la insulina modificado de Cantley and Ashcroft (2015). 

 

3.5 Hiperinsulinemia y resistencia a la insulina 

La resistencia a la insulina se define como la incapacidad genética o adquirida de los tejidos 

periféricos de responder normalmente a la acción de la hormona circulante. La resistencia a la 

insulina conlleva primero a la hiperinsulinemia compensatoria con euglucemia, que 

posteriormente puede ser insuficiente para mantener la euglucemia, apareciendo la 

hiperglicemia. La insulino-resistencia puede inferirse por la presencia de concentraciones 

elevadas de insulina en ayunas, sin hipoglucemia concomitante (Serrano et al., 2005). 
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La resistencia a la insulina, considerada como la plataforma más constante para el síndrome 

metabólico y el desarrollo de DT2, resulta de un mecanismo complejo y multifactorial que se 

asocia con múltiples alteraciones en diferentes niveles de la señalización de la insulina.  

Procesos como la inflamación, el estrés del retículo endoplásmico y la disfunción mitocondrial 

constituyen mecanismos clave asociados al desarrollo de la resistencia a la insulina. A nivel 

molecular, esta deficiente señalización puede ser causada por diferentes alteraciones, 

incluyendo mutaciones y/o modificaciones postraduccionales del receptor de insulina, de  

sustratos del receptor de la insulina (IRS) o de otras moléculas efectoras río abajo.  Entre las 

alteraciones más comunes se encuentran la disminución en el número de receptores de 

insuina y de su actividad catalítica, el aumento en el estado de fosforilación en residuos de 

Ser/Thr del receptor de insulina y del IRS, el aumento en la actividad de fosfatasas de 

residuos de Tyr, la disminución de la actividad de cinasas y defectos en la expresión y función 

del receptor GLUT-4 (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).   

 

3.6 Etiología de la diabetes mellitus tipo 2 

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad de etiología compleja, donde intervienen 

factores tanto genéticos como ambientales. 

a) Factores genéticos Una gran cantidad de estudios han demostrado que factores 

genéticos y ambientales contribuyen al desarrollo de la diabetes, se calcula de manera global 

la heredabilidad de la DT2 es alrededor del 50% (Das et al. 2006). Los esfuerzos iniciales para 

identificar genes de susceptibilidad para la DT2 se basaron en análisis de ligamiento en 

familias y estudios de genes candidatos, con resultados modestos. Los estudios de asociación 

de genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés) han identificado más de 78 loci de 

riesgo para desarrollar DT2, y aunque esto representa un gran avance en el área de la 

medicina, solo explican una pequeña parte de la heredabilidad estimada para la DT2 . La 

utilización de esta información genética aún se encuentra en etapas tempranas (Esparza-

Castro et al., 2015). 

La mayoría de los loci de susceptibilidad confieren riesgo a través de la función de las células 

beta del páncreas como lo son: KCNJ11, TCF7L2, WFS1, HNF1B, IGF2BP2, CDKN2A-
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CDKN2B, CDKAL1, SLC30A8, HHEX/IDE, KCNQ1, THADA, TSPAN8/ LGR5, 

CDC123/CAMK1D, JAZF1, MTNR1B, DGKB/TMEM195, GCK, PROX1, ADCY5, SRR, 

CENTD2, ST6GAL1, HNF4A, KCNK16, FITM2- R3HDML-HNF4A, GLIS3, GRB14, ANK1, 

BCAR1, RASGRP1 y TMEM163 (Steinthorsdottir et al., 2007; Saxena et al. 2012), o aquellos 

relacionados directamente con la acción de la insulina como PPARγ, ADAMTS9, IRS1, GCKR, 

RBMS1/ ITGB6, PTPRD, DUSP9, HMGA2, KLF14, GRB14, ANKRD55 y GRK536-39. Aunque 

el FTO y el MC4R se han asociado más a obesidad, se conoce también su influencia para el 

desarrollo de  (Binh et al., 2013). 

Cabe mencionar que la mayoría de los GWAS en pacientes con DT2 se han realizado en 

poblaciones de ancestría europea. La mayoría de los polimorfismos descritos en estas 

poblaciones también se asocian a DT2 en la población mexicana. Sin embargo, se han 

identificado algunos genes nuevos de susceptibilidad en nuestra población como la variante 

R230C del gen ABCA1 (Villarreal-Molina et al., 2008), SLC16A11 (SIGMA Diabetes Type 2 

Consortium, 2014) y el polimorfismo Gly972Arg del gen IRS1 asociado a DT2 en individuos 

delgados (Burguete-García et al., 2010). 

b) Ambiente (Estilo de Vida): En las últimas décadas las enfermedades metabólicas 

como el sobrepeso, la obesidad y el síndrome metabólico se han convertido en un gran 

problema mundial por su magnitud. La obesidad es uno de los principales factores de riesgo 

para el desarrollo de la DT2. Este aumento en la prevalencia de obesidad coincide con 

cambios importantes en el estilo de vida durante las últimas décadas, principalmente en el 

estilo de vida sedentario y hábitos dietéticos inadecuados, así como el consumo de sustancias 

toxicas como el alcohol y el tabaco, que influyen en gran manera en el desarrollo de la 

enfermedad y la aparición temprana de complicaciones que perjudican gravemente el 

bienestar físico y emocional del individuo (Ramírez Ordoñez et al., 2011; Salas-Salvado et al., 

2011). 

3.7 Microbiota Intestinal  

El cuerpo humano está habitado por una gran diversidad de bacterias y arqueas, así como 

hongos, protozoos y virus. Estos microorganismos habitan en varios nichos dentro de las 

diferentes partes del cuerpo humano y son colectivamente conocidos como la microbiota 
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humana, mientras que sus genomas colectivos forman el metagenoma humano (Hooper & 

Gordon, 2001). El término microbioma lo acuñó en 2001 Joshua Lederberg, biólogo molecular 

que realizaba estudios genéticos en bacterias. Originalmente, el terminó “microbioma” se 

refiere al conjunto de genes de nuestros microorganismos comensales que forman la 

microbiota, pero hoy en día ambos términos se usan como sinónimos (Lederberg & McCray, 

2001). 

Se define como microbiota intestinal (MI) al conjunto de microorganismos que están en el 

intestino humano y que establecen relaciones simbióticas entre ellos y el huésped. Este 

ecosistema es parcialmente responsable del mantenimiento de la salud del huésped. La 

densidad microbiana en las zonas proximal y media del intestino delgado es relativamente 

baja, pero aumenta en gran medida en la parte distal de éste y en el colon. El número de 

bacterias alcanza valores diez veces superiores al de células del organismo, lo que constituye 

colectivamente un órgano activo, cuyo metabolismo influye de forma decisiva en el 

mantenimiento de la homeostasis del individuo (Hooper et al, 2002). 

La microbiota intestinal humana está representada por varios phyla o filotipos: los Firmicutes y 

Bacteroidetes con una abundancia media del 38.8% y 27.8% respectivamente, seguidos de 

los phyla Actinobacteria 8.2%, Proteobacteria 2.1%, Verrucomicrobia 1.3% y Euryarchaeota 

0.9% (Arumugam et al., 2011). El phylum Firmicutes comprende alrededor de 274 géneros 

donde predominan los gram‐positivos. Está dividido en tres clases: Clostridia (anaerobios), 

Bacilli (facultativos: Lactobacillus y Enterococcus) y Mollicutes. El phylum Bacteroidetes está 

compuesto por tres grandes clases de bacterias gram‐negativas: Cytophaga, Flavobacterium 

y Bacteroidetes. Dentro de la clase Bacteroidetes, el género Bacteroides es el que tiene 

mayor representación de este phylum en el intestino humano. En tercer lugar, el phylum 

Actinobacteria comprende bacterias gram‐positivas e incluye el género Bifidobacterium, que 

es ampliamente utilizado como probiótico. Cada uno de estos phyla está representado en la 

microbiota intestinal por una serie de géneros bacterianos específicos (Greiner & Bäckhed, 

2011)  

La composición y actividad de la microbiota intestinal se codesarrolla en el huésped desde el 

nacimiento y está sujeta a una interrelación compleja que depende del genoma del huésped, 

de la nutrición y del estilo de vida. La microbiota intestinal está involucrada en la regulación de 
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múltiples vías metabólicas del huésped, dando lugar a interacciones con el huésped en 

procesos metabólicos, de señalización y de inmunidad, lo que conecta al intestino 

fisiológicamente con el hígado, el músculo y el cerebro (Qin et al., 2010). 

 

3.8 Función de la microbiota 

La microbiota interviene en gran cantidad de procesos que afectan a la salud del huésped por 

lo que conocer su funcionamiento puede ser de utilidad para conocer y/o evitar ciertas 

enfermedades. La microbiota intestinal tiene una relación de simbiosis con su huésped y en él 

desempeña tres importantes funciones que son: funciones metabólicas, funciones protectoras 

y funciones tróficas (Prakash et al., 2011).  

 

3.9 Funciones metabólicas de la MI 

La microbiota intestinal participa en la adquisición de nutrientes, almacenamiento de energía, 

y también participa en un gran número de vías metabólicas del huésped (Nicholson et al., 

2012). También puede afectar al metabolismo de todo el organismo y alterar los parámetros 

fisiológicos en múltiples compartimentos corporales (Zhao et al., 2010). Así, la microbiota 

intestinal es importante para el mantenimiento de la homeostasis. 

a) Microbiota intestinal y su función en el metabolismo de los hidratos de carbono. 
Los hidratos de carbono son un componente alimentario fundamental para los 

humanos. El organismo humano absorbe azúcares simples como la glucosa y 

galactosa en el yeyuno proximal, a través de transportadores glucídicos específicos con 

ayuda de enzimas que hidrolizan disacáridos (sacarosa, lactosa, maltosa) y los 

almidones a sus monosacáridos constituyentes. Sin embargo, la capacidad para 

hidrolizar otros polisacáridos es limitada. Un ejemplo son gran parte de los 

polisacáridos de plantas como la celulosa, xilano, pectina y almidón. Estos 

polisacáridos llegan a las comunidades microbianas en el intestino distal, que contienen 

genes que codifican para una variedad de enzimas que permiten la degradación de una 
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gran variedad de polisacáridos de la dieta, sin tener que desarrollar enzimas complejas 

para este fin (Cantarel et al., 2012).  

 

Los géneros de bacterias intestinales se pueden clasificar con respecto a su capacidad 

para utilizar los hidratos de carbono, derivados tanto de la dieta como del huésped 

(Calvani et al., 2010). Se ha demostrado que el género Bacteriodetes asimila fácilmente 

hidratos de carbono de la dieta. Sin embargo, en situaciones de inanición de hidratos 

de carbono, estas bacterias intestinales pueden catabolizar mucinas en el tracto 

gastrointestinal como fuente de hidratos de carbono, lo cual podría comprometer la 

capa de mucosa adyacente al epitelio (Sonnenburg et al., 2005). Además de los 

Bacteroides, las cepas del género Bifidobacterium contienen genes que codifican 

enzimas que pueden degradar glicanos derivados del huésped que les permiten 

adquirir nutrientes. Además, las bacterias intestinales han desarrollado la capacidad de 

degradar numerosos glucoconjugados como glucosaminoglucanos de plantas 

incluyendo celulosa, sulfato de condroitina, ácido hialurónico, mucinas y heparina 

(Turroni et al., 2010). 

 

b) Microbiota intestinal y su función en el metabolismo de ácidos grasos. Las 

bacterias intestinales producen una amplia gama de ácidos grasos que pueden tener 

efectos benéficos para la salud. Las bifidobacterias intestinales producen ácido linoleico 

conjugado (CLA), que en modelos murinos parece modular la composición de ácidos 

grasos en el hígado y el tejido adiposo (O’Shea et al., 2012). Además de los ácidos 

grasos conjugados y libres, las bacterias intestinales generan  ácidos grasos libres de 

cadena corta (AGCC) es decir, acetato, butirato y propionato mediante la fermentación 

de hidratos de carbono de la dieta (fibra), que los seres humanos no pueden digerir por 

sí mismos. En el modelo murino, se demostró que los ratones libres de gérmenes están 

desprovistos de AGCC, lo que indica la importancia de la flora intestinal en la 

producción de AGCC en el intestino (Martin et al., 2008). El acetato es el tipo 

dominante de ácido graso de cadena corta en seres humanos, que tiene  un papel 

interesante en la modulación de la actividad de la proteína cinasa activada por AMP y 

la infiltración de macrófagos en el tejido adiposo. Los AGCC tales como el propionato 
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se pueden utilizar para la síntesis de novo de glucosa o lípidos y servir como fuente 

energética para el huésped (Cho et al., 2012). 

 

c) Microbiota intestinal y metabolismo de aminoácidos.  Algunos microorganismos 

como las bifidobacterias y los lactobacilos producen compuestos biológicamente 

activos derivados de aminoácidos, que incluyen una variedad de aminas biogénicas 

mediante diferentes enzimas microbianas. Las descarboxilasas de aminoácidos son 

muy abundantes, y al combinarse con el sistema de transporte de aminoácidos, enlaza 

a los compuestos dietarios con el metabolismo microbiano y con la señalización de la 

mucosa intestinal. Por ejemplo, L. reuteri, es capaz de convertir la L-histidina de la dieta 

en histamina mediante la histidina descarboxilasa, que está presente en algunas 

bacterias fermentativas incluyendo los lactobacilos probióticos. La señal 

inmunorreguladora de la histamina puede suprimir la producción de la citoquina 

proinflamatoria TNF a través de receptores de histamina tipo 2 en el epitelio intestinal 

(Thomas et al., 2012). La identificación de estos metabolitos bacterianos bioactivos y 

sus correspondientes mecanismos de acción con respecto a la inmunomodulación 

puede conducir a mejores estrategias antiinflamatorias para enfermedades crónicas 

mediadas por el sistema inmune. 

3.10 Funciones protectoras de la MI 

Se han descrito múltiples mecanismos por los que la MI protege al huésped de infecciones 

oportunistas, como la competencia por sitios de adhesión, la competencia por nutrientes, la 

producción de condiciones ambientales hostiles para el crecimiento de patógenos que 

involucran cambios en el pH, la producción de compuestos antimicrobianos (desde 

metabolitos tóxicos hasta sustancias bactericidas) y la generación de señales que intervienen 

en la expresión génica (Ouwehand et al., 2006). El epitelio intestinal tiene una barrera 

secretora que evita que las bacterias patógenas entren en contacto con la superficie de los 

enterocitos, y representa una barrera física por medio de una capa de moco epitelial, regula la 

tasa de recambio de los enterocitos, promueve el desarrollo y diferenciación de las células 

epiteliales, fortifica la barrera intestinal y mantiene el buen funcionamiento de la inmunidad de 

la mucosa intestinal mediante la inducción de la secreción de IgA (Mahida et al., 2004). Desde 
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el punto de vista del huésped, la unión física, química e inmunitaria de la barrera intestinal es 

un pilar en el mantenimiento de las poblaciones microbianas y de los efectos benéficos en la 

salud que ello conlleva (Yu et al., 2012). 

Las bacterias también desempeñan un papel esencial en el desarrollo del sistema inmune. 

Los animales criados en condiciones de asepsia estricta muestran baja concentración de 

células linfoides en la mucosa del intestino delgado, la estructura de los folículos linfoides esta 

atrofiada y la concentración de inmunoglobulinas circulantes es muy baja. Inmediatamente 

después de la exposición a la microbiota convencional, aumenta el número de linfocitos de la 

mucosa, los centros germinales crecen en número y tamaño, apareciendo rápidamente en los 

folículos linfoides y células productoras de inmunoglobulinas, y observándose un aumento en 

las concentraciones séricas de inmunoglobulinas (Yu et al., 2012). 

 

3.11 Funciones tróficas de la MI 

Las bacterias intestinales pueden controlar la proliferación y la diferenciación de las células 

epiteliales (Falk et al., 1998). En animales criados con estrictas condiciones de asepsia se 

observa una disminución del recambio de células epiteliales en comparación con animales 

control colonizados por microbiota convencional. La diferenciación celular en el epitelio es 

regulada en gran medida por la interacción con los microorganismos residentes como se 

demuestra por la expresión de una diversidad de genes en los animales asociados a cepas 

bacterianas específicas (Hooper & Gordon,, 2001) . 

 

3.12 Factores que influyen sobre la composición de la microbiota intestinal 

El primer factor que influye sobre la composición y diversidad de la microbiota intestinal es la 

forma de nacimiento (parto o cesárea), ya que al nacer el tracto gastrointestinal se coloniza 

inmediatamente. Además el tipo de alimentación del lactante (seno materno o fórmula) 

determina diferencias en la microbiota intestinal (Penders et al., 2006). Los perfiles fecales 

microbianos del lactante muestran semejanzas con los perfiles bacterianos del canal de parto 

y de la leche materna. Durante la infancia y a lo largo de la vida, la composición microbiana 
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también cambia de acuerdo con la edad y la dieta. En los primeros 2 años de vida, la 

microbiota está dominada por las bifidobacterias. Posteriormente, la composición microbiana 

se diversifica y alcanza su máxima complejidad en el adulto, con cientos de filotipos 

dominados por Bacteroidetes y Firmicutes (Rajilic-Stojanovic et al., 2009). Una vez 

establecida la microbiota en un individuo, suele permanecer estable en el tiempo. Las 

características de la dieta también son importantes para el mantenimiento de la composición 

microbiana del intestino, los hábitos alimenticios de una persona pueden explicar hasta el 57% 

de la variación en la microbiota intestinal esto indica que la dieta juega un papel importante en 

el cambio de poblaciones clave de la microbiota intestinal pudiendo transformar el fenotipo 

saludable en una entidad inductora de enfermedad o viceversa (Brown et al., 2012).   

 

3.13 Microbiota y obesidad 

Ya se ha mencionado que la prevalencia de la obesidad ha ido en constante aumento en las 

últimas décadas. Aunque la obesidad resulta de un desbalance entre el consumo y gasto de 

energía, de manera más reciente se ha propuesto que la microbiota intestinal puede ser otro 

factor  que contribuye a que se desarrolle esta condición. Algunos estudios han encontrado un 

aumento en la razón Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota intestinal de humanos y 

ratones obesos (Ley et al., 2006), pero otros estudios no han podido confirmar esta 

observación (Duncan et al., 2008). Sin embargo, más consistentemente, la mayoría de los 

estudios informan que la microbiota intestinal de individuos obesos tiene menor diversidad 

filogenética y un número reducido de genes bacterianos  en comparación con los sujetos no 

obesos (Turnbaugh et al., 2009). Además, la baja riqueza microbiana también se ha 

correlacionado con otros parámetros metabólicos tales como los niveles de  insulina sérica, 

resistencia a la insulina (HOMA-IR) y niveles de ácidos grasos libres y triglicéridos en el 

plasma (Le Chatelier 2013). Aunque no se entiende del todo cómo la microbiota intestinal 

puede influir en la obesidad, su papel en el desarrollo de esta enfermedad se puede deducir 

de los experimentos de trasplante fecal. El trasplante de microbiota fecal de ratones obesos a 

ratones no obesos libres de gérmenes resultó en un fenotipo obeso de los ratones receptores, 

mientras que los ratones que recibieron la microbiota intestinal de ratones delgados 

permanecieron delgados (Turnbaugh et al., 2006; Turnbaugh et al., 2009). 
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3.14 Microbiota y diabetes tipo 2 

La microbiota y sus alteraciones también parecen estar implicados en la patogénesis de 

diversas enfermedades como las enfermedades gastrointestinales, cáncer y algunos 

trastornos metabólicos como la diabetes mellitus (Hooper, 2002). Desde el punto de vista 

metabólico, la microbiota intestinal puede modular la acumulación de lípidos, el contenido de 

lipopolisacáridos y la producción de ácidos grasos de cadena corta, que afectan la 

señalización de la insulina.  

 
Figura 3. Descripción de disbiosis, (Modificada de Round & Mazmanian, 2009) 

Los primeros estudios que reportan cambios en la microbiota intestinal asociados a la DT2 no 

tomaron en cuenta la posibilidad del efecto del tratamiento farmacológico en la microbiota.  

Sus hallazgos se resumen en la Tabla 1. Estos estudios se realizaron en diferentes tipos de 

poblaciones y utilizaron diferentes métodos para el análisis de la microbiota intestinal, lo cual 

podría explicar algunas de las diferencias en sus resultados. Larsen et. al. (2010) observaron 

que los pacientes con diabetes presentaban un aumento en la abundancia relativa de 

Firmicutes y Betaproteobacterias, y una disminución en la abundancia relativa de la clase 

Clostridiales.  Qin et al. (2012) reporta que existe una disbiosis moderada en pacientes chinos 

con diabetes  y registraron un aumento en  la abundancia de bacterias productoras de butirato 

y bacterias oportunistas como Clostridium y  Akkermansia muciniphila.  Además, un análisis 
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de las funciones de genes bacterianos mostró un aumento de las funciones en el intestino en 

respuesta al estrés oxidativo. En mujeres europeas mayores de 70 años, Karlsson et al. 

(2013) encontraron una mayor abundancia relativa de Lactobacillus en DT2, que correlacionó 

positivamente con glucosa y hemoglobina glucosilada; además de una menor abundancia 

relativa de Clostridium que correlacionó negativamente con la glucemia, hemoglobina 

glucosilada, insulina, péptido C y triglicéridos. Por último Sato et al. (2014) en pacientes 

japoneses con DT2 observó un aumento en la abundancia relativa de Lactobacillus y 

observaron la presencia de bacteremia, por lo que sugieren una translocación de bacterias del 

intestino al torrente sanguíneo. Estos resultados sugieren que hay un cierto grado de disbiosis 

en el intestino de los pacientes con diabetes, aunque hay diferencias en las especies 

alteradas (Figura 3). Estas diferencias podrían ser atribuibles a las diferencias en 

localizaciones geográficas, edad, género, población, hábitos alimenticios, e incluso en 

cuestiones metodológicas o experimentales.  

Tabla 1. 
Primeros Estudios Reportando Alteraciones en la Microbiota Intestinal en Diabetes Mellitus Tipo 2 

POBLACIÓN MÉTODO 
CAMBIOS EN LA 

MICROBIOTA EN DT2  OTROS HALLAZGOS REFERENCIA 

18 hombres con 
diagnóstico de DT2 

18 controles 

qPCR 
Pirosecuenciación 
del gen 16s rRNA 

↓% Philum Firmicutes  ↓ % 
Clase Clostridia 

↑ Betapoteobacteria en 
diabéticos 

• Bacteriodetes/Firmicutes 
correlaciona con glicemia. 

• Bacteroidetes Prevotella/ C 
cocoides correlaciona con 
Glicemia. 

Larsen et. al., 
2010 

145 mujeres europeas 
mayores de 70 años: 

• 53 con DT2  
• 49 con 

Intolerancia 
Glucosa 

• 43 con 
tolerancia 
glucosa 
normal  

Metagenoma ↑ Lactobacillus  ↓Clostridium 
en el grupo DT2. 

• Abundancia de Lactobacillus 
correlaciona (+) con glucosa 
y HbA1c. 

• Abundancia de Clostridium 
correlaciona (-) con glucosa, 
HbA1c, insuina, péptido C, 
TG. 

• Modelo matemático para MI 
identifica  en mujeres 
Europeas, pero no en 
chinos.  

Karlsson et. al., 
2013 

345 Chinos (ambos 
sexos): 

• 71 con DT2 
• 74 Controles 
• 100 con  

(MetaHit) 
• 100 controles 

(MetaHit) 

Estudio de 
Asociación de 
Metagenoma 

(casos vs controles, 
2 etapas) 

Disbiosis Moderada 
↑Bacterias productoras de 

Butirato 
↑Bacterias oportunistas 
(Bacteroides caccae, 

Clostridium,  Akkermansia 
muciniphila, Desulfovibrio sp. 

3_1_syn3) 

El análisis de las funciones de genes 
bacterianos indica que hay un 

aumento de las funciones relativas en 
el intestino en respuesta al estrés 

oxidativo. 

Qin et. al., 2012 

100 japoneses (ambos 
sexos). 50  

50 controles 

PCR (RT-qPCR) 
Analizan bacterias 
en heces y sangre 

↑ Lactobacillus en los 
diabéticos 

Se detectaron bacterias en sangre en 
una proporción más alta de casos 
(gram +). Sugiere una translocación 
de bacterias del intestino al torrente 
sanguíneo. 

Sato et al., 2014 
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3.15 Metformina en el tratamiento de la diabetes tipo 2 

La metformina se usa comúnmente como la primera línea de medicamentos para el 

tratamiento del síndrome metabólico y la DT2. La metformina es un agente antidiabético 

común de la clase biguanida y es conocido por disminuir la producción de glucosa en el 

hígado, aumentar la sensibilidad a la insulina, y mejorar la captación periférica de glucosa en 

el músculo esquelético y hepático (Rotella et al., 2006). Se ha descrito que la metformina 

también reduce los niveles de triglicéridos y de colesterol LDL en diabéticos y que tiene 

efectos favorables en el peso corporal y en los niveles plasmáticos de lípidos (Nathan et al., 

2009). 

El mecanismo de acción mejor estudiado de la metformina en el organismo humano es el 

aumento de la actividad de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK). Esta enzima juega 

un papel importante en el equilibrio de energía y el metabolismo de la glucosa, porque regula 

positivamente la oxidación de ácidos grasos y la absorción de glucosa en el músculo, inhibe la 

síntesis de ácidos grasos y la gluconeogénesis en el hígado.  Además, mantiene la relación 

AMP / ATP en la célula mediante el aumento de consumo de ATP y la disminución de la 

producción de ATP, que se asocia con la activación de AMPK (Hardie et al., 2012), y regula la 

gluconeogénesis hepática (Kim et al., 2008). 

 

3.16 Metformina y microbiota intestinal 

Algunos estudios han evaluado si la metformina podría ejercer un efecto metabólico favorable 

a través de la modificación de la microbiota intestinal. Shin et al., (2014) observaron que el 

tratamiento con metformina en ratones con obesidad inducida por dieta dio como resultado 

modificaciones en la abundancia de 29 géneros de la MI y también observaron un aumento 

marcado en la abundancia de la bacteria Akkermansia muciniphila, que a su vez se asoció 

con un incremento de células caliciformes productoras de mucina en el epitelio intestinal.  

Además, la administración oral de Akkermansia a ratones con dieta alta en grasa, aún en 

ausencia de metformina, mejoró significativamente la tolerancia a la glucosa.  

 



 
 

 20 

Lee y Ko (2014) estudiaron cambios en el perfil metabólico y en la MI inducidos por el 

tratamiento con metformina en ratones con obesidad por una dieta alta en grasas. En los 

ratones con obesidad se observó un perfil metabólico favorable después del tratamiento con 

metformina, mientras que los ratones con dieta normal no presentaron cambios significativos 

en los parámetros metabólicos.  En lo que se refiere a la MI, la metofmina causó una 

disminución en la diversidad alfa y en la diversidad beta en los ratones con obesidad. 

Además, la metformina modificó la relacion Firmicutes/Bacteroidetes, indujo un aumento en la 

abundancia relativa de los phyla Bacteroidetes y Verrucomicrobia, y causó un aumento 

significativo en las abundancias relativas de Akkermansia y Clostridium coleatum. También 

observaron que en cultivos bacterianos la metformina induce el crecimiento acelerado de 

Akkermansia muciniphila. Estos autores  sugieren que es importante seguir estudiando el 

papel que juega esta bacteria en la MI debido a que los cambios en la microbiota intestinal 

correlacionaron con un mejor perfil metabólico. 

Napolitano et al. (2014) administraron metformina por dos vías a personas con diabetes tipo 2 

y demostraron que los efectos de la metformina para bajar los niveles de glucosa no son  

exclusivamente por la activación de la enzima AMPK. Reportaron que la metformina tiene 

efectos sobre el metabolismo de ácidos biliares, debido a que inhibe su reabsorción  mediante 

la alteración de la función del transportador intestinal. También reportaron que la metformina 

tiene efecto sobre la secreción de hormonas entero-endócrinas y activa los receptores FXRs y 

TGR5 que actúan en el intestino y el hígado por la secreción de ácidos biliares. La metformina 

también indujo cambios en la microbiota intestinal, principalmente afectó la razón  

Firmicutes/Bacteroidetes  que correlacionó favorablemente con los niveles de glucosa y HDL 

en suero de los pacientes. Estos cambios en la microbiota intestinal podrían ser el resultado 

de fluctuaciones en las concentraciones de ácidos biliares primarios, que no excluye la 

posibilidad de un ciclo  de retroalimentación entre el ácido cólico y la relación de Bacteroidetes 

y Firmicutes. 

Más recientemente, Forslund et al., (2015) presentó datos de un meta análisis en humanos 

que sugiere que los medicamentos antidiabéticos podría estar  confundiendo los cambios en 

microbiota intestinal previamente reportados en DT2, por lo que propusieron analizar con 

detalle los efectos de la metformina sobre la microbiota. En este estudio transversal, tomando 
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el tratamiento como una variable confusora, los autores reportan que los pacientes con 

diabetes tienen una depleción de taxa que producen butirato como Roseburia spp., 

Subdoligranulum spp. y Clostridiales spp. además de cambios en la abundancia de varios 

Firmicutes no clasificados. El tratamiento con metformina se asoció con un aumento 

significativo de Escherichia spp. y una disminución en la abundancia  de Intestinibacter spp., 

además de cambios en Firmicutes. Los  cambios en la composición y funcionalidad de la 

microbiota intestinal en los pacientes con tratamiento  podrían estar relacionados a efectos 

secundarios gastrointestinales de la metformina. Los resultados indican la mediación parcial 

de ambos efectos: terapéuticos y adversos del antidiabético. 

De la Cuesta-Zuluaga y colaboradores (2017) compararon la microbiota intestinal en 28 

pacientes con diabetes mellitus (14 con y 14 sin tratamiento con metformina), y 84 controles 

pareados por edad, género e índice de masa corporal, y reportaron una asociación entre la 

diabetes y la microbiota intestinal modificada por el uso de metformina. Los participantes 

diabéticos tratados con metformina tuvieron mayor abundancia relativa de Akkermansia 

muciniphila en comparación con los controles sanos, así como mayor abundancia de varios  

géneros productores de AGCC, como Butyrivibrio, Bifidobacterium bifidum, Megasphaera y 

una unidad taxonómica operativa de Prevotella. En contraste, los pacientes con diabetes sin 

tratamiento con metformina tenían mayor abundancia relativa de Clostridiaceae  y una unidad 

taxonómica operativa distinta de Prevotella, así como menor abundancia de Enterococcus 

casseliflavus en comparación con los pacientes con diabetes sin tratamiento con metformina.  

Wu et al. (2017) fueron los primeros en hacer un estudio doble ciego, donde analizaron 

pacientes diabéticos sin tratamiento previo, haciendo una intervención con metformina en un 

grupo, y placebo en otro grupo. Encontraron que el tratamiento con metformina cambió 

significativamente la abundancia relativa de 86 cepas bacterianas, la mayoría de las cuales 

pertenecían a las gamma-proteobacterias y a los Firmicutes.  Encontraron además un 

aumento de Escherichia y una disminución de la abundancia relativa de Intestinibacter. 

Realizaron además transferencia de muestras fecales de donantes tratados con metformina 

(obtenidas antes y 4 meses después del tratamiento) a ratones libres de gérmenes y se 

demostró que la tolerancia a la glucosa mejoró en ratones que recibieron la microbiota 

alterada con metformina. Además investigaron directamente las interacciones metformina-
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microbiota en un simulador de intestino, y demostraron que la metformina afectó las vías con 

funciones biológicas comunes en especies de dos phyla diferentes, y muchos de los genes 

regulados por metformina en estas especies codificaban metaloproteínas o transportadores de 

metales.  

En su conjunto, estos hallazgos apoyan la idea de que la microbiota intestinal puede mediar 

algunos de los efectos antidiabéticos de la metformina. 

 

IV. JUSTIFICACIÓN  

Varios estudios indican que la composición de la microbiota intestinal puede contribuir al 

desarrollo de trastornos metabólicos. También se ha reportado que la metformina induce 

cambios en la microbiota intestinal, que pudieran estar relacionados con su efecto 

terapéutico. Se ha propuesto que algunos de los cambios reportados en la microbiota 

intestinal en individuos con  DT2 podrían no estar asociados a la diabetes como tal, sino al 

efecto del tratamiento farmacológico. Sin embargo, la relación entre el tratamiento con 

metformina y la microbiota intestinal sigue siendo poco clara, y los estudios en humanos 

son escasos.  

V. OBJETIVO GENERAL 

Analizar cambios en la microbiota intestinal en individuos con diagnóstico reciente de diabetes 

mellitus tipo 2, antes de iniciar el tratamiento y 4 meses después de recibir tratamiento con 

metformina. 

VI. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Describir la composición de la microbiota intestinal en individuos con diagnostico 

reciente de diabetes tipo 2, sin tratamiento previo. 

• Analizar los cambios en la microbiota intestinal después de 4 meses de tratamiento con 

metformina. 

• Buscar correlaciones entre los cambios en la composición de la microbiota e 

indicadores de control metabólico (IMC, HbA1c, perfil de lípidos). 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 Cuestiones éticas 

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación del Instituto Nacional de 

Medicina Genómica, Dictamen número CEI 2015/26.  Todos los participantes firmaron una 

carta de consentimiento informado (Anexo 1). 

 
7.2 Población de estudio 

Los pacientes con diagnóstico de DT2 se reclutaron por personal del Centro de 

Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi, a través el Seguro Popular del Ayuntamiento 

de Mérida, Yucatán, y en Ferias Regionales de Salud organizadas por el Gobierno del Estado 

de Yucatán. A los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusión se les invitó a 

participar en el estudio y se solicitó que firmaran el consentimiento informado (Anexo 1) 

a. Criterios de Inclusión: 

• Individuos que sin tener conocimieto previo de padecer DT2, al ser estudiados en las 

Ferias Regionales y en visitas médicas cumplieron con los criterios diagnósticos de 

esta enfermedad ( ADA 2014).  

• Sin tratamiento previo 

• No emparentados  

• Mujeres y Hombres 

• Edad 30 a 60 años 

• Ascendencia Maya (que tengan al menos un apellido maya y que hablen la lengua)  

• No haber utilizado antibióticos en al menos 3 meses antes de la toma de muestra.  
 

b. Criterios de Exclusión: 
• Embarazo 

• Enfermedades gastrointestinales (gastritis, gastroenteritis, hepatitis, colitis, síndrome de 

mal abasorción intestinal, infecciones bacterianas, virales o parasitarias, etc.)  

• Presencia de enfermedades sistémicas (cáncer, autoinmunes, endocrinológicas, 

infecciosas, etc.) 
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• Infección reciente  (4 semanas) (respiratoria, gastrointestinal o sistémica) 

• Uso de medicamentos que pueden modificar o alterar la mucosa gastrointestinal 
 

c. Criterios de Eliminación 

• Falla al acudir a visitas de seguimiento 

• Presencia de efectos adversos severos después del tratamiento con metformina 

(diarrea, vómito, mareo, acidosis láctica) 

• Deseo del paciente de  retirarse del estudio 

7.3 Diagnostico de diabetes mellitus tipo 2  

Ante sospecha clínica de DT2 puede medirse la concentración  de glucosa en sangre capilar 

mediante tira reactiva y lectura en reflectómetro. El paciente debe estar en ayunas al menos 3 

hrs. Sin embargo, por su variabilidad y menor precisión, siempre se debe confirmar el 

diagnóstico mediante determinaciones de laboratorio de análisis clínico.  

Los criterios diagnósticos fueron los propuestos por la Asociación Americana de Diabetes 

(ADA) en 1997 y que han sido aceptados por la OMS. 

• Glucemia basal en plasma venoso ≥ 126 mg/dl (7 mmol/l). Debe realizarse una 

segunda determinación en un día diferente para confirmar el diagnóstico. 

• Síntomas típicos de diabetes y glucemia al azar ≥ 200 mg/dl (11,1 mmol/l). No es 

necesaria una segunda determinación. 

• La hemoglobina glucosilada es ≥ 6.5% siempre y cuando la prueba sea realizada en 

laboratorios con metodología y estandarización avalada por la National 

Glycohemoglobin Standarization Program (NGSP). 

En los potenciales participantes de este estudio, inicialmente se midió la glucemia en ayunas 

en sangre capilar con el sistema ACCUCHECK (Roche). Posteriormente se pidió al paciente 

una muestra de sangre para confirmar el diagnóstico y para hacer medición de hemoglobina 

glucosilada. El criterio para confirmar el diagnóstico de DT2 fue un nivel sérico de 

hemoglobina glucosilada ≥ 6.5%.  
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7.4 Visitas  

Para poder llevar un control adecuado de la información se hicieron tres visitas médicas de 

seguimiento. Para este proyecto se hizo una colaboración con la Universidad Autónoma de 

Yucatán en donde se hicieron todas las visitas, mediciones antropométricas y bioquímicas  

7.5 Visita 1  

7.5.1 Variables antropométricas: 

En la primera visita médica, personal médico calificado tomó mediciones antropométricas 

basales (peso, talla, IMC). Con cinta métrica se midió la circunferencia de cintura en el punto 

medio entre el borde inferior de la última costilla palpable y la parte superior de la cresta ilíaca,  

al final de una espiración normal, con los bazos relajados a cada lado. Se midió además la 

cirunferencia de la cadera de forma horizontal a nivel de la protrusión de máximo tamaño a 

nivel de los glúteos. La tensión arterial se medió en posición sedente, después de por lo 

menos cinco minutos de reposo, con esfigmomanómetro, en 3 ocasiones tomando el 

promedio de las tres mediciones para el análisis de resultados. A las mujeres en edad 

reproductiva se les realizó una prueba de embarazo en orina.  

7.5.2 Variables bioquímicas: 

Se tomó una muestra de sangre para hacer pruebas bioquímicas basales en suero (glucosa, 

urea,  creatinina, hemoglobina glucosilada y perfil de lípidos) en el Laboratorio de Análisis 
Clínicos de Servicio a la Comunidad de la Facultad de Química de la Universidad 

Autónoma de Yucatán (UADY).  Este laboratorio cuenta con una certificación otorgada por 

Control de Calidad de la empresa Quality System Consulting.  La determinación de colesterol 

total, triglicéridos y glucosa en plasma, se realizaron en un autoanalizador, utilizando estuches 

enzimáticos comerciales (Roche Diagnostics, Manhheim Alemania y Wako Chemicals, USA). 

El colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (C- HDL) se determinó mediante un método 

enzimático homogéneo (Roche Diagnostics, Manhheim Alemania). El colesterol de las 

lipoproteínas de baja densidad (C-LDL) se calculó con la formula Friedewald modificada por 

De Long. También se pidió una muestra de sangre para extracción de ADN genómico. 
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7.6 Muestra fecal para análisis de microbiota: 

A los pacientes se les proporciono un kit para colectar la muestra fecal, este kit contenía un 

frasco de coprocultivo estéril un abate lenguas de plástico estéril y un instructivo de cómo 

colectar las muestras en el frasco. La muestra fue transportada en menos de 1 hora a la 

UADY, se etiquetó y se congeló a -20°C, y fue transportada en hielo seco al INMEGEN.   

El ADN total bacteriano se extrajo de la muestra fecal en el INMEGEN, usando el kit comercial 

(QIAamp DNA Stool Mini kit-Quiagen) de acuerdo a los protocolos de manufactura para la 

detección de patógenos. Para determinar la concentración y pureza del ADN, se realizó una 

cuantificación en un espectrofotómetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®). La técnica se 

describe en el Anexo 2. 

7.7 Intervención 

d) Dieta 

El requerimiento energético total (Valor Calórico Total) se determinó tomando en cuenta el 

Gasto Energético Basal (GEB), el Efecto Térmico de los Alimentos (ETA) y el Nivel de 

Actividad Física (AF) (ADA, 2008). El Gasto Energético Basal, se calculo a partir de la fórmula 

de Mifflin- StJeor, que considera factores como el sexo, el peso (kg), la estatura (cm) y la edad 

(años) (Mifflin et al., 1990). 

Ecuaciones Mifflin-StJeor  

Hombres: GEB (Kcal) = [10 x peso (kg)] + [6.25 x talla (cm)] – [5 x edad (años)] +5 

Mujeres: GEB (Kcal) = [10 x peso (kg)] + [6.25 x talla (cm)] – [5 x edad (años)] - 161  

Todas las dietas se generaron en modo de plantillas donde se plasmaron siete menús 

divididos en desayunos, almuerzos, cenas, colación de media mañana y colación de medio 

día.  
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e) Tratamiento con metformina 

El tratamiento con metformina se estableció  siguiendo la Norma oficial Mexicana para el 

manejo de la DT2 (http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/m015ssa24.html).  El 

tratamiento farmacológico seleccionado es metformina, para lo cual la norma establece: 

“11.9.4.3 Se utiliza preferentemente metformina; se recomienda iniciar el tratamiento con una 

dosis de 500 a 850 mg al día, ajustando la dosis de acuerdo con la respuesta sin exceder de 3 

g al día.” 

Se aplicaron cuestionarios estandarizados a todos los participantes, para obtener información 

demográfica, nivel de escolaridad, historia familiar, hábitos dietarios actividad física, uso de 

medicamento y suplementos.  

f) Cuestionario de adherencia al tratamiento 

Se aplicó un cuestionario para conocer el porcentaje de apego al tratamiento se hizo un 

conteo de pastillas que se tomaba el paciente. Los frascos que se les proporcionaron en cada 

visita contenían 30 pastillas. Al final se hizo un conteo de pastillas para determinar la 

adherencia al tratamiento, lo cual se estableció de la siguiente manera: quien tomó las 30  

pastillas proporcionadas de cada frasco tuvo una adherencia de 100 %. También se aplicaron 

cuestionarios estandarizados a todos los participantes, para obtener información sobre apego 

a la dieta. 

7.7 Visitas de seguimiento 

Se hicieron 2 visitas de seguimiento: una a los 45 días de estar tomando el tratamiento con 

metformina y la última a los 4 meses de estar tomando el tratamiento con metformina. En 

estas visitas se hizo un registro de mediciones antropométricas (peso, talla, IMC, 

circunferencia de cintura,  circunferencia de cadera), así como mediciones bioquímicas en 

suero [glucosa, urea, creatinina, insulina, colesterol total (CT), lipoproteínas de alta densidad 

(HDL-C), lipoproteínas de baja densidad (LDL-C), triglicéridos (TG), y hemoglobina 

glucosilada], y se valoró el apego a la dieta y al tratamiento médico mediante cuestionarios. 
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En la última visita de seguimiento se les solicitó otra muestra de materia fecal para analizar la 

microbiota intestinal después del tratamiento. 

7.8 Valoración de respuesta al tratamiento con metformina. 

Para evaluar la respuesta al tratamiento se calcularon 2 parámetros:  el cambio absoluto de 

hemoglobina glicosilada después del tratamiento (ΔHbA1c), y el cambio cambio relativo de 

hemoglobina glucosilada después de 4 meses de tratamiento con metformina  [ΔHbA1c(%)= 

(HbA1c T0 – Hba1c T2)/ Hba1c T0].  De cuerdo con criterios previamente considerados para 

estudios farmacogenéticos en DT2 (Hosseyni-Talei et al, 2017; Shokri et al., 2016),  los 

individuos con ΔHbA1c < 1.0  fueron considerados como no respondedores.  

7.9 Análisis de microbiota intestinal: amplificación y secuenciación de los genes 16s 
RNAr 

Para secuenciar la microbiota intestinal, se amplificó la región V4 del gen 16s RNAr de las 

bacterias presentes en la materia fecal de los participantes en 2 pasos. Para la primera 

amplificación se usaron oligonucleótidos específicos para la región V4 (515F: GTG CCA GCM 

GGC GCG GTA A, 806R: GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT), incluyendo 24 diferentes 

secuencias código de barras en el primer reverso. En esta primera amplificación se usa el 

mismo primer “forward” y 24 diferentes primers “reverse” (Anexo 5). Las condiciones de 

ciclado se describen en el Anexo 3. Los amplificados se purificaron con perlas Ampure XP de 

acuerdo con la técnica descrita en el Anexo 4 siguiendo el protocolo de purificación de 

productos de PCR. 

 

En la segunda amplificación se hizo un pool de los 24 amplicones y posteriormente una 

segunda PCR para agregar los adaptadores. Los amplicones purificaron nuevamente con 

perlas Ampure XP, y se hizo un pool equimolar de estos amplicones para hacer la 

secuenciación en la plataforma Miseq Illumina®, en la Unidad de Secuenciación del 

INMEGEN. Esta plataforma permite obtener lecturas de hasta 250 bases con una alta 

cobertura. 
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7.10 Análisis bioinformático 

El proceso general de secuenciación de la micribiota intestinal y el análisis bioinformático se 

describe en la Figura 4. 

. 

 

 
Figura 4. Flujo de trabajo del análisis bioinformático 

 

El análisis de la microbiota intestinal se realizó a través de las secuencias de 16S rRNA 

usando el programa de QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). QIIME es una 

herramienta bioinformática de código abierto diseñada para hacer el análisis de microbiomas 

a partir de datos crudos generados en Illumina u otras plataformas de secuenciación a través 

de gráficos y estadísticas de calidad. Este análisis incluye la remoción de los códigos de 

barras para separar las secuencias por individuo, el filtrado de calidad, remoción de quimeras, 

la alineación, la identificación y selección de Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs), 

asignación taxonómica, asi como  análisis y visualización de la diversidad. QIIME utiliza el 

estándar de la Matriz de Observación Biológica del Consorcio de Estándares Genómicos 

(BIOM) para representar las OTUs. 

 

El análisis inició con los archivos en formato FASTQ que fueron proporcionados por la Unidad 

de Secuenciación del INMEGEN. Sobre los archivos en formato FASTQ, se separaron las 



 
 

 30 

muestras por individuo y se filtraron las secuencias de baja calidad  (split_libraries_fastq.py).  

El llamado de una base se consideró de baja calidad cuando el  Phred score (Q) < 30.  El 

Phred score se puede expresar con la fórmula Q=-10log10P, donde un valor de Q = 30 indica 

que la probabilidad de que el llamado de la base sea incorrecto es de 1 en 1000.  

 

Para el análisis general se creó un archivo llamado “mapping file” o archivo de mapeo, 

incluyendo todos los metadatos por muestra, como información técnica,  primers y códigos de 

barras. Para este proyecto, los metadatos incluyeron un identificador del individuo, un punto 

de tiempo (tratamiento), así como los datos clínicos y bioquímicos, la respuesta al tratamiento 

y la adherencia al tratamiento. 

 

El siguiente paso consistió en identificar y seleccionar las OTUs, que se hizo en la modalidad 

agrupación de referencia cerrada (pick_closed_reference_otus.py). Brevemente, se alinearon 

las secuencias contra la base de datos Greengenes con un porcentaje de similitud del 97%, y 

las secuencias no alineadas fueron descartadas.  Posteriormente se asignó la taxonomía, y se 

generaron tablas OTU (make_otu_table.py), que indican el número de veces que cada unidad 

taxonómica operacional fue observada en cada muestra.  

 

Por último se ejecutó un análisis de alpha y beta diversidad utilizando los comandos  

alpha_rarefaction.py, beta_diversity_through_plots.py, summarize_taxa_through_plots.py, 

make_distance_boxplots.py,  compare_alpha_diversity.py y group_significance.py).  

 

7.11 Análisis estadístico 

Para todos los parámetros clínicos y bioquímicos se calcularon medidas de tendencia central.  

Se compararon estos parámetros antes y después del tratamiento con metformina utilizando 

la prueba de Wicolxon.  Para evaluar diferencias en la composición de la microbiota intestinal 

antes y después del tratamiento con metformina, se utilizaron pruebas no paramétricas como 

U de Mann-Whitney. Se buscaron correlaciones entre abundancias relativas a nivel phyla con 

distintos parámetrtos clínicos calculando la correlación de Sperman.   
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Se hizo un análisis de varianza multivariado permutacional usando matrices de distancia 

(ADONIS) para explicar el efecto de algunas covariables sobre la variación de la microbiota 

intestinal (género, localidad y tratamiento con metformina). El análisis de varianza multivariado 

permutacional usando matrices de distancia (ADONIS) realiza comparaciones de medias 

entre dos o más grupos (comunidades), es decir prueba la hipótesis de igualdad de medias 

multivariada entre grupos (Oksanen et al., 2013) y su significancia es evaluada con 

permutaciones. Esta prueba es análoga al análisis de varianza multivariado basado en la 

distribución normal y al análisis de varianza multivariado (MANOVA).  ADONIS analiza la 

suma de cuadrados usando matrices de distancia y disimilitudes basado en un ajuste de 

modelos lineales y utilizando prueba de permutaciones con seudo-F.  En este análisis se 

incluyeron únicamente OTUs con abundancia> 0.01% del total, y se hicieron 2000 

permutaciones por prueba. 

 

Para todas las pruebas estadísticas, la corrección del valor de P por comparaciones múltiples 

se hizo utilizando la prueba de FDR (false discovery rate). 
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VIII.  RESULTADOS 

Se reclutaron a 47 pacientes en 12 localidades diferentes de Yucatán, entre ellas destacan 

Merida, Kanasin, Motul y Uman. Seis pacientes fueron eliminados del análisis: 3 por no 

cumplir con los criterios diagnósticos de DT2 (Hemoglobina glucosilada <6.5%), y 3 decidieron 

salir del proyecto por no tolerar efectos secundarios gastrointestinales de la metformina 

(diarrea). 

 

8.1 Cambios en datos antropométricos, bioquímicos y de microbiota intestinal antes y 4 
meses después del tratamiento con metformina. 

 
En la Tabla 2 se comparan los datos antropométricos de los 41 pacientes medidos en la 

consulta inicial y a los 4 meses de tratamiento con metformina. El único cambio significativo 

en estos parámetros fue una disminución en la circunferencia de cintura (P=0.0006).  

 

En la Tabla 3 se comparan los datos antropométricos estratificando por género antes y a los 4 

meses de recibir tratamiento con metformina. El único cambio significativo en estos 

parámetros fue una disminución en la circunferencia de cintura de las mujeres (P=0.0015). 

Tabla 2. Comparación de parámetros antropométricos antes y después del tratamiento con 
metformina 

 Tiempo 0 (n= 41) Tiempo 2 (n= 41) Valor de P 
Edad   52 (± 10.3) - 

Peso (kg)    73.5  (± 2.8 ) 73.4  (± 2.6 ) 0.583 
IMC   31.5  (± 0.7 ) 31.4  (± 0.7) 0.3402 

Circunferencia de 
Cadera 106.2 (± 1.7 ) 105.8 (± 1.5) 0.5028 

Circunferencia de 
Cintura 100.9 (± 2.0) 97.9 (± 1.8 ) 0.0006 

Se reportan medias y error estándar. 
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Tabla 3. Comparación de parámetros antropométricos antes y después del tratamiento con 
metformina de acuerdo al género. 

 
  Mujeres Hombres  

  
Tiempo 0 

n= 30 
Tiempo 2 

n= 30 
Valor de 

P   
Tiempo 0 

n= 11 
Tiempo 2 

n= 11 
Valor de 

P   
Edad   53.2 53.2 (± 1.9)   44.8 (± 2.4) -  

Peso (kg)    67.2 (± 2.0) 67.1 (± 1.9) 0.4199 91.5 (± 6.5) 90.8 (± 5.5) 0.9219 

IMC   32.27 (± 0.7) 31.0 (± 0.8) 0.175 32.6 (± 1.9) 32.4 (1.6) 0.9043 

Circunferencia de 
Cadera 105.2 (± 1.8) 104.4 (± 1.8) 0.2731 107.3 (± 5.0) 107.9 (±3.5) 0.7031 

Circuferencia de 
Cintura 98.1 (± 2.0) 95.8 (± 1.7) 0.0015 109.0 (±3.4) 105.5(± 2.8)  0.3047 

Se reportan medias y error estándar. 

 

La Tabla 4 compara los datos bioquímicos de todos los pacientes antes y después del 

tratamiento.  Disminuyeron de manera significativa el porcentaje de hemoglobina glucosilada, 

la glucosa en ayunas, el colesterol total, los niveles de LDL-C, y aumentaron 

significativamente los niveles de HDL-C. El único parámetro que no cambió de manera 

significativa fueron los niveles de triglicéridos. 

 

Tabla 4. Comparación de parámetros bioquímicos antes y después del tratamiento con 
metformina. 

Parámetro bioquímico Tiempo 0 (n= 41) Tiempo 2(n= 41) Valor de P 
Hemoglobina glucosiada 

HbA1c% 8.7 (± 0.3) 7.3 (± 0.2) < 0.0001 
Glucosa  en ayunas mg/dL 169.8 (± 10.3) 150 (± 8.6) 0.04 

Colesterol  total mg/dL 220.5 (± 11) 200 (± 12.15) 0.0005 
HDL mg/dL 43 (± 1.7) 46.1 (± 1.8) 0.0378 
LDL mg/dL 122.9 (± 6.2) 111.4 (± 4.9) 0.0053 

Triglicéridos mg/dL 200.6 (89.60-2637) 172.1(87.73-2923) 0.5023 
Se reportan medias y error estándar excepto los triglicéridos que se reportan con medianas y rangos. 
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La Tabla 5 compara los datos bioquímicos antes y después del tratamiento estratificando por 

género. En ambos géneros disminuyó de manera significativa el porcentaje de hemoglobina 

glucosilada.  Aunque los niveles de glucosa, colesterol total y LDL-C disminuyeron después 

del tratamiento en ambos géneros, la diferencia en los niveles de colesterol total alcanzó 

significancia estadística solo en mujeres (P=0.0006), mientras que la diferencia en los niveles 

de LDL-C solo alcanzó significancia en hombres. Los niveles de HDL-C aumentaron en ambos 

grupos, sin alcanzar significancia al analizar cada género por separado.   

Tabla 5. Comparación de parámetros bioquímicos antes y después del tratamiento con 
metformina de acuerdo al género 

  Mujeres Hombres 
Parámetro 
bioquímico   

Tiempo 0 
n= 30 

Tiempo 2 
n= 30 

Valor de 
P   

Tiempo 0 
n= 11 

Tiempo 2 
n= 11 

Valor 
de P   

Hemoglobina 
glucosiada HbA1c%    8.6 (± 0.4) 7.3 (±0.3) < 0.0001 9.0 (± 0.7) 7.3 (± 0.4) 0.041 

Glucosa  en ayunas 
mg/dL    161.3 (±11.5) 153.6 (± 11.0) 0.139 192.9 (± 20.4) 142.4 (±11.8) 0.1016 

Colesterol  Total 
mg/dL    200.8 (± 8.0) 180.5 (± 6.6) 0.0006 274.5 (± 30.1) 256.4 (± 38.0) 0.2783 

HDL mg/dL   44.3 (±2.1) 47.1 (±2.2) 0.1672 39.6 (± 2.4) 43.3 (± 2.4) 0.083 

LDL mg/dL   115.4 (±6.6) 107.7 (±4.9) 0.1038 143.4 (± 13.1) 121.4 (± 12.9) 0.0137 

Triglicéridos mg/dL    
187.9            

(94.2-545.9) 
164.0            

(87.73-350.3) 0.1756 
314.7      

(67.0- 223.0) 
241.0       

(34.1-208.2) 0.5195 
Se reportan medias y error estándar excepto los triglicéridos que se reportan medianas y rangos. 

 

8.2 Adherencia al tratamiento con metformina 

Se calculó cuántos pacientes tuvieron una adecuada adherencia al tratamiento estableciendo 

como punto de corte una adherencia al tratamiento mayor o igual al 70%. En la figura 5 se 

puede observar que el 82.9% de los pacientes tuvieron una adherencia adecuada al 

tratamiento.  
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Figura 5. Distribución de los pacientes de acuerdo a la adherencia al tratamiento 

 

8.3 Respuesta al tratamiento  

La figura 6 muestra el porcentaje de individuos respondedores de acuerdo a su apego al 

tratamiento. De manera general, el 53.6% de los pacientes respondieron al tratamiento. Entre 

los pacientes que tuvieron una adherencia al tratamiento mayor o igual al 70%, el 44.1% 

fueron no respondedores, mientras que 4 de los 7 pacientes que no tuvieron una adherencia 

adecuada al tratamiento (57.1%) fueron no respondedores.  
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Figura 6. Porcentaje de pacientes con respuesta adecuada de acuerdo a la adherencia al tratamiento 

8.4 Cambios en la microbiota intestinal  

La  figura 7 muestra las gráficas de calidad en donde se observa una distribución homogénea 

de la calidad en las lecturas en dirección “forward” y “reverse”. Como se observa en la figura 

en la mayor parte de la longitud de las lecturas, las calidades son superiores a valor phred 

score de 30, el cual estima un error en cada mil nucleótidos secuenciados. 

 

 
Figura 7.  Graficas de calidad de las lecturas de las muestras. 
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Se obtuvieron  un total de 9,375,710 lecturas a partir de la secuenciación de todas las 

muestras de microbiota intestinal.  El promedio de número de lecturas por muestra fue de 

105,345.056 ± 30931.603, rango 37,537 a  168,175. Después de eliminar las quimeras, la 

asignación taxonómica de OTUS se hizo usando como referencia la base de datos 

“Greengenes”, tomando en cuenta únicamente OTUS con más del 0.1% lecturas en referencia 

cerrada.  

 

8.5 Alfa diversidad análisis de rarefacción 

El análisis de rarefacción consiste en una comparación objetiva de la riqueza de las especies 

en un estudio, basado en un ajuste en el tamaño muestral tomado al azar.  Este tipo de 

análisis es aplicado ampliamente en el estudio de poblaciones biológicas tales como las 

microbianas. Este análisis permite determinar si el muestreo realizado representa la 

diversidad del ambiente de donde fue tomado. 

 

En este análisis se estableció un número mínimo 10 secuencias por muestra  y  un número 

máximo 36,992. En la figura 8 podemos ver el número de especies observadas de acuerdo al 

número de secuencias en cada muestra. La figura 9 muestra el promedio de especies 

observadas por muestra, que fueron muy similares en el tiempo inicial y a los 4 meses de 

tratamiento. 

 
Figura 8. Número de especies observadas por cada secuencia. Cada línea representa una muestra.  
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Figura 9. Promedio del número de especies observadas de acuerdo al número de secuencias antes del 

tratamiento (línea azul) y después de 4 meses de tratamiento (línea roja). 

 

8.6 Beta Diversidad  
La diversidad beta cuantifica la heterogeneidad de las especies entre cada par de muestras, 

antes y después del tratamiento con metformina. Para obtener la similitud y la distancia de los 

OTUs en los dos tiempos, se utilizó un análisis de componentes principales. Las figuras 10 y 

11 muestran una distribución homogénea de los OTUs en los dos tiempos. 

 
Figura 10. Gráfico de componentes principales sin ponderar, en color rojo se muestra el tiempo antes del 

tratamiento y en azul se muestra el tiempo después de 4 meses de tratamiento. 
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Figura 11. Gráfico de componentes principales con ponderación (rojo antes), (azul 4 meses después). 

 

8.7 Abundancia Relativa a nivel Phylum 

La figura 12 esquematiza la abundancia relativa de Phyla por muestra secuenciada. Los 

filotipos más abundantes en el tiempo 0 y tiempo 2 son los Bacteroidetes (barras de color 

verde), los Firmicutes (barras de color amarillo) y Proteobacterias (barras de color azul).  

 

Figura 12. Abundancia relativa de Phyla en muestras de microbiota intestinal. Cada muestra está indicada con un 

número, la A representa el tiempo cero (antes de tratamiento) y la D representa el tiempo 2 (después de 4 meses 

de tratamiento con metformina. 
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Se comparó el promedio de la abundancia de filotipos más representativos antes y después 

del tratamiento con metformina.  La abundancia media de Bacteoidetes disminuyó de 60% a 

un 54%, la abundancia media de Firmicutes aumentó de 33% a 40% y la de Proteobacterias 

se mantuvo muy similar (6% en tiempo 0 y 7% en tiempo 2) (Figura 13).  

 

 
Figura 13. Porcentaje de cambio en la abundancia relativa de los 3 principales filotipos. 

 

A pesar de haber cambios en la abundancia relativa de estos filotipos, los cambios no fueron 

estadísticamente significativos para los Bacteroidetes y las Proteobacterias. El cambio en la 

abundancia de Firmicutes después del tratamiento mostró una tendencia a la significancia 

estadística; sin embargo, esta significancia se perdió después de corregir por FDR (Figura 

14). 
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Figura 14. Cambios en el promedio de las abundancias relativas de los 3 filotipos.  Los valores de P muestran la 

significancia corregida por FDR. 

 
8.8 Relación Firmicutes/Bacteroidetes en T0 y T2 
 

En la Figura 15 se observa que la relación Firmicutes/Bacteroidetes aumentó después de 4 

meses de tratamiento con metformina, aunque la diferencia no alcanzó significancia 

estadística.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Razón Firmicutes/Bacteroidetes en T0 y T2.  
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8.9 Cambios en los géneros Akkermansia, Bifidobacterium, Escherichia e 
Intestinibacter  
 
La tabla 4 muestra las abundancias relativas de 4 géneros bacterianos con cambios en 

respuesta a la metformina descritos previamente en la literatura (Shin et al., 2014; Forslund et 

al., 2015;, Lee y GwangPyo, 2014). .Se observaron secuencias de Akkermansia muciniphila y 

Bifidobacterium adolescentis, sin embargo éstas fueron muy escasas. A pesar del aumento en 

la abundancia relativa después del tratamiento, el cambio no fue significativo. No se 

encontraron secuencias correspondientes a Escherichia o Intestinibacter antes o después del 

tratamiento. 

 

 
Tabla 6. Abundancias relativas de Akkermansia, Bifidobacterium, Escherichia e Intestinibacter 

antes y después del tratamiento con metformina.  

  T0 T2 Valor P FDR 

Akkermansia 
muciniphila 

0.00037 0.00068 0.842 0.995 

Bifidobacterium 
adolescentis 

0.00139 0.00177 0.544 0.995 

Escherichia   ND ND ND NA 

Intestinibacter ND ND NA NA 

 
 
8.10 Análisis de Varianza Multivariado Permutacional 

El análisis ADONIS (Figura 16) mostró que el 4.25% de la varianza de la microbiota intestinal 

se debe al género (P=0.045). Aunque la covariable que mostró ser responsable  del mayor 

porcentaje de varianza de la microbiota fue la localidad (16.6%), y en menor grado el 

tratamiento (2.1%), el papel de estas variables no alcanzó significancia estadística (P=0.44 y 

P=0.19, respectivamente). 
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Figura 16. Análisis de varianza multivariado pemutacional ADONIS 

 

8.11 Relación de los cambios de la Microbiota intestinal con la Respuesta al 
Tratamiento (ΔHbA1c relativa) 
Se buscaron correlaciones entre la abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes con 

distintos parámetros antropométricos y bioquímicos en ambos tiempos, y ninguna correlación 

mostró significancia o tendencia a la signifcancia estadística.  Tampoco se encontraron 

correlaciones significativas entre la abundancia relativa de Bacteroidetes antes o después del 

tratamiento, con el porcentaje de cambio de hemoglobina glucosilada (ΔHbA1c relativa) como 

indicador de respuesta al tratamiento (Figura 17).  

 

 
Figura 17. Correlación de la abundancia relativa de Bacteriodetes con el cambio del porcentaje de  hemoglobina 

glucosilada antes y 4 meses después de tratamiento con metormina. 
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De manera interesante, la abundancia relativa de Firmicutes antes de iniciar el tratamiento 

(T0) mostró una correlación negativa con la respuesta al tratamiento expresada como cambio 

relativo de hemoglobina glicosilada (ΔHbA1c relativa);  esta correlación mostró tendencia a la 

significancia estadística (r=-0.3022 P; =0.0824). Sin embargo, no se observó correlación entre 

la abundancia relativa de Firmicutes después del tratamiento (T2) con la respuesta al 

tratamiento (r=-0-007, P=0.9692) (Figura 18).  

 

 
Figura 18. Correlación de la abundancia relativa de los Firmicutes con el cambio del porcentaje de hemoglobina 

glucosilada antes y 4 meses después del tratamiento con metformina. 
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IX. DISCUSIÓN  
 

Este es el primer estudio en mexicanos con ascendencia Maya que analiza si el 

tratamiento con metformina induce cambios en la MI en pacientes diabéticos sin 

tratamiento previo, que pudieran estar relacionados con los cambios metabólicos 

favorables inducidos por este tratamiento.  

 

9.1 Tasa de Respuesta y Adherencia al Tratamiento con Metformina 

Tras el inicio del tratamiento, es necesario valorar una serie de aspectos, como el control 

metabólico, el control adecuado de la hiperglucemia mediante la determinación de HbA1c 

y perfiles de glucemia capilar. Aunque de manera global el promedio de glucosa en 

ayunas disminuyó significativamente de 169.8 mg/dL  a  150 mg/dL (P=0.04) y la media de 

la HbA1c también disminuyó significativamente de 8.7  a 7.3% (P<0.0001), la tasa de 

respuesta al tratamiento global fue tan solo de 53.6%. Considerando únicamente los 

pacientes con apego al tratamiento mayor o igual al 70%, la tasa de respuesta incrementó 

a tan solo al 55.9%. Se sabe que la tasa de falta de respuesta al tratamiento con 

metofmina como monoterapia es relativamente frecuente, y varía de acuerdo a diferentes 

ensayos clínicos. No se encontraron reportes de tasa de falta de respuesta al tratamiento 

en población mexicana en la literatura médica. Sin embargo, estudios en otras 

poblaciones reportan falta de respuesta a la metformina que varía entre 8% y 46.6%, 

(Khan et. al., 2006; Zeitler et. al., 2012; Mahrooz et al., 2015;  Bankura et. al., 2016). En la 

población maya, la falta de respuesta en el grupo con adecuado apego al tratamiento fue 

alta. Las variaciones en la tasa de respuesta pueden deberse a diferencias étnicas, en el 

diseño del estudio, e incluso en la definición de respuesta o no respuesta al tratamiento.  

Sin embargo, es claro que existe una gran variabilidad en la respuesta individual a la 

monoterapia con metformina, por lo que es necesario indagar más en las causas de este 

fenómeno.   

La variabilidad en la respuesta al tratamiento puede ser causada por factores biológicos o 

no biológicos, como la adherencia al tratamiento o el acceso a los servicios de salud. 
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Existen factores biológicos no genéticos, como la influencia de la función intestinal, 

hepática y renal del individuo. Sin embargo, es poco probable que estos factores hayan 

afectado la respuesta al tratamiento en nuestros pacientes ya que la presencia de 

enfermedades sistémicas fue un criterio de exclusión de este estudio. También se han 

estudiado los factores genéticos que pueden afectar el efecto terapéutico o la probabilidad 

de presentar efectos adversos de un fármaco, con el fin de lograr un tratamiento 

personalizado. Algunos estudios sugieren que la variabilidad en la respuesta al 

tratamiento con metformina se podría deber a la variación genética en los transportadores 

de metformina SLC22A1 (codifica la proteína OCT1), SLC29A4 (PMAT), , SLC22A3 

(OCT3), y SLC47A1 (MATE1) (Shu et al., 2007). La proteína OCT1 se encarga de 

transportar la molécula de metformina desde el torrente sanguíneo hasta los hepatocitos. 

Shu y colaboradores (2007) también analizaron ratones knockout para Oct-1 (Oct-1 

deficientes), observando  que el efecto hipoglucemiante de la metformina fue nulo en 

estos ratones. Por este motivo, es importante estudiar  la farmacogenética tanto en la 

respuesta al tratamiento con metformina, como en la presentación de efectos adversos 

que pueden llevar a la suspensión del tratamiento.  

 

Los efectos secundarios gastrointestinales siguen siendo el principal factor limitante para 

la optimización de la terapia con metformina y afectan negativamente la calidad de vida y 

la adherencia en pacientes con diabetes mellitus, especialmente durante el inicio del 

tratamiento (Florez et al. 2012). La terapia con metformina, independientemente de la 

dosis, se asocia con efectos secundarios usualmente gastrointestinales en el 20-30% de 

todos los pacientes, lo que los lleva a la abandonar la terapia en hasta 6% de los casos 

(Hirst et al., 2012). En una revisión reciente, Bonnet y Scheen (2017) reportan que entre 

1.2 y 5% de los pacientes abandonan el tratamiento por diarrea, aunque entre el 14 y 23% 

de los pacientes bajo tratamiento la presentan como síntoma.  En nuestro estudio, 3 de 47 

pacientes (6.3%) que iniciaron el tratamiento decidieron abandonarlo por efectos 

gastrointestinales, muy similar a lo reportado previamente en la literatura (Hirst et al., 

2012). 
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En dos estudios previos de microbiota intestinal en humanos, se reportó que la 

metformina aumenta la abundancia relativa de Escherichia (Forslund et al., 2015; Wu et 

al., 2017), lo cual podría estar relacionado a este efecto secundario. Wu et al. (2017) 

reportaron que el crecimiento de E. Coli no fue afectado por la metformina in vitro, 

sugiriendo que sus efectos sobre la abundancia de Escherichia spp son probablemente 

indirectos, y posiblemente sean el resultado de la modificación de interacciones bacteria-

bacteria, o bien de otros cambios fisiológicos y/o ambientales dentro del intestino al ser 

tratado con metformina. Puesto que en nuestro estudio no se observaron secuencias de 

Escherichia en ningún paciente, se descarta que éste haya sido el mecanismo 

desencadenante de este efecto secundario en nuestros pacientes.  Es necesario hacer 

más estudios para entender qué otros factores participan para que la metformina afecte 

indirectamente la abundancia de Escherichia spp.  

Así, se conoce poco sobre los factores tanto genómicos, metagenómicos como 

ambientales que pudieran  desarrollar efectos adversos gastrointestinales por el 

tratamiento con metformina. Por esta razón, es necesario continuar con el estudio sobre 

las causas de este efecto secundario. En particular, tratándose de población maya, es 

importante hacer un estudio farmacogenómico buscando variantes genéticas asociadas 

tanto a falta de respuesta, como a los efectos gastrointestinales adversos por el 

tratamiento. Esto se buscará en una segunda etapa del proyecto donde se se 

secuenciarán los exomas de los individuos participantes.  

 

9.2 Cambios en la microbiota intestinal después del tratamiento con metformina (4 
meses) 
 

Generalidadaes sobre la microbiota intestinal en la población de estudio. Los 

phyla más abundantes en nuestros pacientes antes y después del tratamiento con 

metformina fueron Bacteroidetes y Firmicutes, al igual que lo reportado en diversos 

estudios. Sin embargo, resalta que la abundancia relativa de Proteobacterias (6-7%) fue 

más alta que en reportes previos en otras poblaciones (Hall et al., 2017) y que en niños de 

la Ciudad de México (3.4%) (López-Contreras et al., 2017). Esto pudiera deberse a 
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factores geográficos, dietarios, o inclusive genéticos del mismo huésped (Brantely Hall et 

al., 2017). Es importante ampliar los estudios de microbiota intestinal en esta y otras 

poblaciones indígenas tanto en individuos sanos como en individuos con obesidad y 

diabetes para poder establecer un punto de comparación.   También es de llamar la 

atención que en nuestros pacientes se encontraron abundancias relativas muy bajas de 

Akkermansia muciniphila (0.0004), que estuvieron presentes solamente en 8 de 34 

pacientes.  Además después de eliminar las secuencias microbianas con abundancia 

absoluta menor a. 0.1%, no se encontraron cepas de Escherichia coli o Intestinibacter. En 

niños de la ciudad de México tampoco se encontraron estos últimos, aunque sí hubo 

mayor abundancia de Akkermansia muciniphila (0.261) (López-Contreras et al., 2017).  

Alpha Diversidad. Si bien se ha reportado previamente que la diversidad de la 

microbiota intestinal es reducida en algunas enfermedades como la DT1, la enfermedad 

de Chron (Sohail et al., 2017), y en la DT2 (Qin et al., 2012), este estudio no fue diseñado 

para valorar diferencias entre casos y controles. Es importante mencionar que  la 

diversidad intra-muestra no cambió de manera significativa después del tratamiento con 

metformina.  

Beta Diversidad, Cambios a Nivel Género. El único estudio previo que analiza los 

cambios en la microbiota intestinal inducida por metformina en pacientes con DT2 sin 

tratamiento previo incluyó 22 pacientes tratados con metformina y 18 pacientes con DT2 

tratados con placebo, ambos bajo una dieta con restricción calórica (Wu et al., 2017).  

Similar a lo observado en modelos de ratón (Shin et al., 2013; Lee & Ko,, 2014) y al 

estudio transversal de Forslund et al. (2015) que comparó la microbiota de pacientes 

diabéticos tratados y no tratados con metformina, Wu y colaboradores (2017) reportaron 

un aumento de la abundancia relativa Escherichia y una reducción de Intestinibacter.  

Además, reportaron un aumento en la abundancia relativa de 86 cepas bacterianas, la 

mayoría de las cuales pertenecían a los phila Gama-protobacteria y Firmicutes, así como 

un aumento en la abundancia relativa de Bifidobacterium y Akkermansia.  

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas después de la 

correccion por FDR en la abundancia de ningún género bacteriano (Anexo 6).  En lo que 

se refiere a la abundancia de Akkermansia, el número de pacientes con secuencias para 
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género fue reducido, y las abundancias relativas fueron tan bajas que, a pesar de 

aumentar de 0.0004 a 0.0007, el cambio no alcanzó significancia estadística (P=0.84). La 

abundancia relativa de Bifidobacterum adolescentis también fue baja (0.0014), y aumentó 

a 0.0017 después del tratamiento con metformina (P=0.54).  Así,  a pesar de la evidencia 

previa de que estas 2 bacterias aumentaron por el tratamiento con metformina, que la 

metformina induce el crecimiento de estas 2 bacterias in vitro (Lee & Ko, 2014; Wu et al., 

2017) y que sus abundancias relativas aumentaron en nuestros pacientes después del 

tratamiento con metformina, esta diferencia no alcanzó significancia estadística, 

probablemente por su muy escasa abundancia antes de iniciar el tratamiento.  

Esto es relevante porque existe evidencia de que ambas bacterias tienen efectos 

metabólicos benéficos, y podrían ser útiles como suplementos. En lo que se refiere a 

Bifidobacterium adolescentis, la metformina promovió su crecimiento tanto in vivo como in 

vitro y se observó una correlación negativa entre su crecimiento y el porcentaje de HbA1c  

(Wu et al., 2017).  Además, un suplemento con B. Adolescentis aumentó la sensibilidad a 

la insulina y disminuyó la acumulación de grasa visceral en un modelo experimental de 

síndrome metabólico en el ratón (Chen et al., 2012). 

Por otro lado, los efectos de la administración de células vivas de Akkermansia 

muciniphila en el modelo de ratón mostraron mejorar la función de barrera del intestino, 

prevenir la endotoxemia metabólica al restaurar el grosor de la capa mucosa, prevenir la 

obesidad y disminuir la grasa visceral y subcutánea (Everard et al., 2013; Cani et al. 2009; 

Dewolf et al., 2011); además de regular la producción endógena de péptidos intestinales 

involucrados en la regulación de la glucemia y de la función de barrera del intestino como 

los péptidos tipo glucagon 1 y 2 (GLP-1 y GLP2) (Cani et al., 2016). Por todo esto, se ha 

propuesto a la Akkermansia como un posible factor terapéutico en las enfermedades 

metabólicas (Cani et al., 2017), que quizá en combinación con metformina podría mejorar 

la barrera mucosa del intestino y ejercer efectos metabólicos benéficos en los pacientes.  

 

 

Beta Diversidad, Cambios a Nivel Phylum. El phylum Bacteroidetes fue el que tuvo 

una mayor abundancia relativa tanto antes como 4 meses después del tratamiento con 
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metformina. Las bacterias de este phylum se caracterizan por ser  gram negativas y 

porque el componente principal de su pared celular es el LPS (lipopolisacárido). Los 

géneros de este phylum son esenciales en la degradación de una variedad de glicanos 

complejos. Algunos estudios sugieren que la abundancia de este phylum aumenta durante 

la reducción de peso, lo que sugiere un posible papel en la ganancia de energía de la 

dieta (Tremaroli et al., 2012). Los Firmicutes fueron el segundo phylum con mayor 

abundancia relativa tanto antes como después del tratamiento con metformina. La 

mayoría de los Firmicutes pertenecen a las bacterias gram positivas y  el componente 

principal de su pared celular es el ácido lipoteicoico (Pryde et. al., 2002). El tratamiento 

con metformina aumentó la abundancia media de Bacteroidetes de 33 a 40% y disminuyó 

la abundancia media de Firmicutes de de 60 a 54%, aunque las diferencias no alcanzaron 

significancia estadística aún sin corrección por FDR, probablemente por el número 

reducido de pacientes y por la gran variabilidad individual observada. 

La relación de Firmicutes/Bacteroidetes se ha mencionado en muchos estudios como un 

marcador para la salud humana (Mariat et al., 2009). Se ha reportado que la razón 

Firmicutes/Bacteroidetes suele ser mayor en pacientes con DT2 que en controles sanos 

(Hall et al., 2017), y que correlaciona con la glucemia (Larsen et al., 2010).  También se 

ha observado que las intervenciones dietarias y la pérdida de peso disminuyen esta 

relación (Turnbaugh et al., 2009) En nuestro estudio hubo un ligero incremento en la 

relación Firmicutes/Bacteroidetes después del tratamiento con metformina, aunque no 

alcanzó significancia estadística (P=0.1212). De manera más reciente se ha visto que, 

más que la abundancia de los microorganismos, para la salud humana es de primordial 

relevancia evaluar su funcionalidad  analizando la presencia y niveles de expresión de 

genes relacionados con la extracción de energía por hidratos de carbono indigeribles para 

el huésped, o la producción de butirato, propionato y acetato (Duncan et al 2008; Lin et al., 

2012). Aunque en este estudio no se analizó el metatranscriptoma para evaluar la 

expresión de estos genes, podrá hacerse un análisis de redes funcionales de acuerdo a 

los OTUS identificados en una etapa posterior. 
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9.3 Correlación de la Abundancia Relativa de Firmicutes Previa al Tratamiento (Δ 
HbA1c Relativa) 

Se han reportado previamente correlaciones entre las abundancias relativas de algunos 

phlya o géneros de bacterias con parámetros bioquímicos como glucemia, % HbA1c, 

lípidos, etc., que  no siempre son consistentes (Qin et. al., 2012, Karlsson et. al., 2013).  

Sin embargo, a la fecha, ningún estudio ha buscado correlaciones entre la microbiota 

intestinal antes del tratamiento con la respuesta a la metformina.  La correlación negativa 

entre la abundancia de Firmicutes con la respuesta al tratamiento (ΔHbA1c relativa) 

observada en nuestro estudio es potencialmente relevante, y si se confirma en estudios 

posteriores, podría ser un factor que ayudara a predecir la respuesta al tratamiento.   Sin 

embargo este hallazgo debe interpretarse con cautela, ya que solo mostró una tendencia 

estadística, y no ha sido replicado. 

 

9.4 Análisis de varianza multivariado permutacional (ADONIS). 

La variación cuantitativa de la composición de la MI  puede estar afectada por un gran 

número de factores ambientales los cuales pueden tener sólo un pequeño efecto aditivo, 

lo que dificulta la identificación de la asociación de los cambios de la microbiota con algún 

parámetro especifico. Estudios previos de análisis de varianza mutivariado permutacional 

de la microbiota intestinal en más de 2000 individuos han revelado que, de manera 

general, los medicamentos explicaron la mayor proporción de la microbiota intestinal 

(10.4%) (Falony et al., 2016). De manera similar, Forsulnd y colaboradores (2017) 

analizaron 784 microbiomas intestinales humanos encontrando que el uso de metformina 

explicó el 3.2% de la variación de la microbiota intestinal, con una muy alta significancia 

(P=2x10-16). De manera similar a nuestro estudio, donde el tratamiento con metformina 

explicó el 2.07% de la varianza de la mirobiota, aunque no alcanzó significancia 

estadística (P=0.1984),. Interesantemente, en nuestro estudio el género explicó un 

porcentaje de varianza pequeño (4.25%), pero estadísticamente significativo (P=0.045) a 

pesar del tamaño reducido de la muestra.  Es importante buscar el efecto de esta 

covariable en otros estudios antes de poder concluir al respecto.  
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9.5 Efecto de la Dieta en la Microbiota Intestinal 

Tanto estudios de corte transversal, como estudios de intervención previos han  

demostrado la importancia de la dieta en la composición de la microbiota intestinal en 

modelos animales y en humanos (Falony et al., 2016; Battson et al., 2017; Bishehsari et 

al., 2018; Requena et al., 2018; Cheng et al. 2018; Wang et al., 2018; Mardinoglu et al., 

2018).  Desafortunadamente el diseño del estudio no permitió evaluar su efecto, ya que 

aunque a todos los participantes se les recomendó la misma dieta, no hubo grupo sin 

tratamiento con metformina.  Dado el número reducido de pacientes, y el bajo porcentaje 

de apego a la dieta,  tampoco fue posible evaluar el apego a la dieta como covariable. 

 

9.6 Limitaciones y Fortalezas del Estudio 

Este es uno de los escasos estudios que analiza cambios en la microbiota intestinal por 

respuesta a la metformina en pacientes con DT2 sin tratamiento previo, y es el primer 

estudio de su tipo en población maya.  Sin embargo, cuenta con algunas limitaciones.  En 

primer lugar, está diseñado para comparar la microbiota intestinal en pacientes con DT2 

antes y después del tratamiento con metformina.  Por este motivo, no hay grupo control 

sin DT2.  El estudio del grupo control podría analizar si la abundancia relativa de 

Protobacterias no observada en otras poblaciones se debe a factores geográficos o de 

otra índole.  Por otro lado, el tamaño de muestra es reducido y se debe incrementar.  Una 

limitación más es que se hizo el análisis de la composición de microbiota intestinal 

mediante secuenciación del gen 16s rRNA, y no se hizo análisis funcional de la 

microbiota.  Por último, es importante correlacionar los hallazgos de microbiota intestinal 

con cambios metabolómicos, lo cual podría hacerse en una etapa posterior del estudio. 
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X. CONCLUSIONES  

Este es el primer estudio en población maya que analiza los cambios en la microbiota 

intestinal en pacientes con diabetes mellitus sin tratamiento previo, antes y después de 4 

meses de iniciar tratamiento con metformina.  La tasa de falta de respuesta fue alta, aún 

entre los individuos que mostraron adecuada adherencia al tratamiento, por lo que es 

necesario estudiar mejor este fenómeno, incluyendo la búsqueda de variantes genéticas 

con implicaciones farmacogenómicas.  A pesar del tamaño reducido de la muestra y la 

gran variabilidad inter-individual en la microbiota intestinal, se observó una correlación 

significativa entre la abundancia relativa de Firmicutes antes de iniciar el tratamiento y el 

cambio en la hemoglobina glucosilada los niveles de hemoglobina glicosilada antes de 

iniciar el tratamiento.  Es necesario aumentar el tamaño de la muestra para confirmar 

estos hallazgos y analizar los cambios a nivel género y especie. 
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ANEXO 1 
 

Tecnología, seguimiento y respuesta a metformina de diabéticos con datos genómicos 
y metagenómicos. 

 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
1.  Presentación 
 
Queremos invitarlo a formar parte del Proyecto de Investigación Titulado “Tecnología, 
seguimiento y respuesta a metformina de diabéticos con datos genómicos y 
metagenómicos.”, el cual será desarrollado por investigadores de la Universidad Autónoma 
de Yucatán (UADY) y del  Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN). El propósito 
principal de este proyecto es valorar si el tratamiento de la diabetes mellitus con un 
medicamento llamado metformina, causa un cambio en la composición de los 
microorganismos presentes en su intestino, y si esto se asocia a una mejoría en su estado 
metabólico y salud. 
 
2. ¿Cuál es el propósito de esta investigación? 
Los genes son la base del “manual de instrucciones” que usan las células para formar nuestro 
cuerpo y están hechos de ADN. Más del 99.9% del ADN de una persona es idéntico al de 
cualquier otra persona que no sea su pariente, sin embargo no existen dos personas que 
tengan exactamente el mismo ADN (excepto los gemelos idénticos). Las diferencias en el 
ADN son conocidas como variaciones genéticas. Estas variaciones explican algunas de las 
diferencias físicas entre la gente, y explican en parte por qué algunas personas sufren 
enfermedades como cáncer, diabetes, asma o depresión, mientras que otras no. También 
pueden explicar por qué las personas con algunas enfermedades presentan respuestas 
diferentes al mismo tratamiento.  

Las bacterias y otros microorganismos que están en nuestro cuerpo tienen su propio ADN, 
que también puede afectar nuestra salud.  Normalmente, muchos microorganismos viven en 
nuestro intestino sin causar directamente enfermedad, pero su presencia o su composición 
pueden tener un efecto en nuestro estado metabólico y nuestro estado general de salud. 

El propósito del Proyecto “Tecnología, seguimiento y respuesta a metformina de 
diabéticos con datos genómicos y metagenómicos” es valorar si el tratamiento de la 
diabetes mellitus con un medicamento llamado metformina, causa un cambio en la 
composición de los microorganismos presentes en su intestino, y si esto se asocia a una 
mejoría en su estado metabólico y salud. Esto se puede saber aislando el ADN de los 
microorganismos a partir de muestras de materia fecal. También se pretende evaluar si ciertas 
variaciones genéticas del ADN humano tienen influencia en la manera en que los pacientes 
con diabetes mellitus responden al tratamiento. Esto se realizará mediante el estudio del ADN 
de muestras de sangre colectadas en individuos que presenten diabetes mellitus.  
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Se espera que los datos que se obtengan de este estudio sean útiles para ayudar a que 
futuros investigadores contribuyan al conocimiento de la salud y las enfermedades. Se espera 
también que estos datos ayuden a entender mejor como las personas responden de manera 
diferente a distintas dietas y medicamentos.  Posiblemente, otros estudios futuros utilicen 
estos datos y muestras para entender mejor la variación genética, el papel de los 
microorganismos intestinales en la salud y enfermedad, así como otras preguntas importantes 
de la biología humana.  

3.    ¿Por qué se le ha invitado a participar en el estudio? 

Este proyecto incluirá al menos 100 participantes, hombres y mujeres con diabetes mellitus 
tipo 2 de reciente diagnóstico y que tengan ascendencia Maya.  
 
Usted ha sido invitado a participar en el estudio por las siguientes razones:  
 

• Usted tiene ascendencia Maya. 
• Usted tiene entre 20 y 70 años,  se le acaba de diagnosticar diabetes mellitus tipo 2, 

y no ha recibido tratamiento previo para esta enfermedad. 
• Usted necesita tratamiento y seguimiento para la diabetes, y está inscrito al Seguro 

Popular.   
 
Su nombre y sus datos personales no serán divulgados. Las muestras de ADN que se 
obtengan de su sangre y de su materia fecal no serán identificadas con su nombre ni con 
ningún dato personal que permita relacionarlas con usted.  Todas las muestras serán 
identificadas con un código  que será asignado por los investigadores, y no será divulgado. 

Si usted está interesado en ser parte de este proyecto, por favor lea el resto de este 
documento y tome todo el tiempo que necesite para hacer preguntas y resolver sus dudas.  
La decisión de participar o no es completamente voluntaria y depende solamente de Usted.  
Su atención médica no se verá afectada por su decisión de participar o no en este estudio.  

  
4.  ¿Qué se me pedirá hacer si estoy interesado en participar? 

Si usted acepta participar en el estudio:  
 

1) Se le citará un total de 3 veces en un lapso de 4 meses.  La duración de cada cita no 
será mayor a una hora.   
 

2) En la cita inicial, se le pesará y se le medirá la proporción de grasa corporal, y se le 
tomará una muestra de sangre de aproximadamente 32 mililitros (el equivalente a un 
poco más de 2 cucharadas soperas) de uno de sus brazos. La toma de la muestra de 
sangre no representa un riesgo adicional para su salud. Los riesgos de los participantes 
son posibles molestias debido a la punción venosa para la toma de una muestra de 
sangre, pudiendo presentar un hematoma (moretón), lo que podría provocar dolor 
mínimo controlable con analgésicos en dosis bajas.  



 
 

 66 

 
3) Si es mujer en edad reproductiva, se le hará una prueba de embarazo.  Usted no debe 

recibir tratamiento médico con metformina si está embarazada, ya que no se sabe si la 
metformina pueda causarle daño al feto. Si acepta participar en el estudio, se le pedirá 
que siga algún método anticonceptivo durante el estudio, que puede ser hormonal o la 
combinación de 2 métodos de barrera, y se le hará una prueba de embarazo en orina 
en cada cita de seguimiento. 

4) Si usted llegara a embarazarse, saldrá de este estudio de investigación, el médico le 
indicará qué tratamiento debe seguir, y se le dará seguimiento hasta el término del 
embarazo.   

 
5) Se le pedirá que done una muestra de materia fecal antes de iniciar el tratamiento.  Se 

le dará un instructivo, y un frasco estéril para recolectar esta muestra, y se le explicará 
cómo entregarla a los investigadores de este estudio.   

 
6) Se le enseñará a monitorear sus niveles de glucosa con un glucómetro proporcionado 

en su primera visita, y se le pedirá que monitoree sus  niveles de glucosa 3 veces por 
semana.  

 
7) Se le dará un dispositivo llamado VITADAT, que permite el envío automático a la del 

resultado de sus mediciones de glucosa a una plataforma a la que su médico tiene 
acceso. Se le explicará detalladamente cómo utilizar este dispositivo. 
 

8) Se le iniciará tratamiento para su diabetes mellitus con un medicamento llamado 
metformina.   
 

9) La muestra de sangre será utilizada para analizar su glucosa y hemoglobina 
glicosilada, y para extraer material con información genética (ADN).  Este material se 
almacenará en un repositorio en el INMEGEN y será utilizado por los investigadores en 
este proyecto y posiblemente en futuros proyectos que investiguen el papel de los 
genes en enfermedades metabólicas. 

 
10) Se le pedirá que acuda a 2 consultas de seguimiento, cada 8 semanas.  En estas 2 

citas subsecuentes, se le medirá otra vez su peso y composición corporal, se valorará 
su apego al tratamiento y se le tomará una muestra de 8 mililitros de sangre periférica 
(menos de 1 cucharada sopera) para analizar su perfil de lípidos y glucosa. Se le 
tomarán en total alrededor de 48 mililitros (aproximadamente 3 cucharadas soperas) de 
sangre de su brazo en 3 citas distintas, separadas por un lapso de 2 meses cada una 
(32 mililitros en la primera cita, 8 mililitros en la segunda cita y 8 mililitros en la tercera 
cita y última cita). 

 
11) La información derivada del estudio de las muestras será guardada en bases de datos 

científicas a las que tendrán acceso los investigadores del INMEGEN y la UADY que 
participen en el estudio. Esta información podrá ser utilizada para otros proyectos 
futuros relacionados con la salud.  
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5. ¿Qué es la Metformina? 

Como tratamiento de su diabetes, se la pedirá que tome un medicamento llamado 
metformina.  Este es un medicamento aprobado en México para el tratamiento de la 
diabetes.  El médico le indicará la dosis que debe tomar.     

Se define evento adverso, cualquier evento médico imprevisto e inesperado que causa 
daño o complicación al paciente o sujeto de investigación clínica a quien se le 
administró un medicamento y que puede o no tener una relación con este tratamiento. 
La metformina puede asociarse a efectos los siguientes eventos adversos: 
ocasionalmente  dolor de estómago, náuseas, vómitos, diarrea y falta de apetito; en 
raras ocasiones sabor metálico desagradable en la boca; y muy rara vez puede causar 
enrojecimiento de la piel, dolor de cabeza o dolores musculares.  

Cualquier malestar que presente durante el tratamiento deberá notificarlo a su 
médico para su registro y seguimiento. 

En caso de presentar un evento adverso el investigador podrá retirarlo del estudio si lo 
considera necesario. El Seguro Popular cubrirá cualquier gasto que se genere para 
tratar el evento adverso. Si usted llegara a presentar algún evento adverso por favor 
comuníquese con la Dra. Ligia Vera Gamboa,  investigadora del Centro de 
Investigaciones Regionales (CIR) “Dr. Hideyo Noguchi” Universidad Autónoma de 
Yucatán UADY) al teléfono +52 (999) 958 0215, o bien al celular (999) 958 0215.535 

6.  ¿Qué pasará con mis muestras? 

Sus muestras de ADN obtenidas de sangre y de materia fecal serán resguardadas en el 
Repositorio de Instituto Nacional de Medicina Genómica para ser procesadas y 
almacenadas. El Repositorio está ubicado en la Ciudad de México y estará supervisado 
por personal del INMEGEN. Su participación será anónima por respeto a su privacidad.  

Si decide retirarse del estudio, sus muestras serán destruidas. 

7. ¿Cuáles son los costos y gratificaciones? 

Participar en este proyecto no tendrá ningún costo para usted. Las consultas, los exámenes 
de sangre y en su caso, las pruebas de embarazo, no tendrán costo alguno para usted. 
Algunas de las investigaciones que se hagan con sus muestras o con la información de las 
bases de datos científicas podrían eventualmente derivar en el desarrollo de pruebas 
diagnósticas o predictivas, medicamentos, u otro producto comercial. Si esto ocurre, usted no 
recibirá ninguna gratificación o ganancia por dichos productos, ni gozará de descuentos o 
acceso especial a los productos.  Usted no recibirá ningún pago o remuneración por participar 
en este estudio, ni se le pagarán viáticos. 
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8. ¿Cuáles son los beneficios de participar en el proyecto? 

 
Probablemente usted no se beneficiará personalmente por haber donado una muestra para 
este proyecto porque este tipo de investigaciones normalmente requieren mucho tiempo para 
producir resultados médicamente útiles. Sin embargo, esperamos que su participación ayude 
a otros investigadores a entender más sobre la variación genética humana, los 
microorganismos que habitan el intestino y su relación con la salud y la enfermedad.  

9. ¿Cuáles son los riesgos de participar? 

La toma de la muestra de sangre no representa un riesgo adicional para su salud. Puede que 
usted presente un ligero dolor y/o un pequeño moretón al tomarle la muestra de sangre, lo que 
podría provocar dolor mínimo controlable con analgésicos en dosis bajas. También existe una 
baja probabilidad de que usted tenga una infección, sangrado excesivo,  se sienta mareado o 
se desmaye por la toma de sangre. En caso de presentar alguna complicación por la toma de 
la muestra de sangre, los médicos responsables le proporcionarán inmediatamente el 
tratamiento adecuado. En caso de presentar una infección, se le proporcionará el tratamiento 
adecuado en su unidad de atención, sin ningún costo para usted.   

La toma de la muestra de heces fecales no representa ningún riesgo para su salud, será 
utilizada únicamente para identificar los microorganismos que habitan en su intestino antes y 
después de iniciar el tratamiento.  

El uso del dispositivo VITADAT no representa ningún riesgo para su salud, solo envía 
automáticamente las mediciones de glucosa obtenidos con su glucómetro a una plataforma, 
que permitirá que haya una red privada de colaboración entre usted, el personal de salud, y si 
usted así lo desea, sus familiares y/o cuidadores.  

Aunque no se divulgará su nombre y tomaremos todas las medidas posibles para proteger su 
privacidad (véase #9. ¿Cómo protegerán mi privacidad?), generaremos información genética 
acerca de cada persona que acepte participar en el estudio. Solamente los científicos del 
INMEGEN y de la UADY podrán tener acceso a dicha información, y resguardarán su 
privacidad.  

En caso de presentar un evento adverso relacionado con la toma de metformina, se le dará el 
tratamiento necesario mediante el Seguro Popular.  Debido a que la metformina es un 
medicamento ya aprobado como tratamiento para la diabetes tipo 2 en México, este estudio 
no prevé indemnizar a los pacientes por eventos adversos.  

Conforme avanza la tecnología, nuevas formas de relacionar la información con usted podrían 
aparecer, las cuales ahora no podemos prever. Así mismo, no siempre se pueden prever los 
resultados de la investigación, de manera que nuevos riesgos podrían aparecer en el futuro 
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que no podemos predecir ahora. Creemos que los beneficios de aprender más acerca de la 
variación genética humana, los microorganismos que habitan su intestino y su relación con la 
salud y enfermedad superan los posibles riesgos actuales y futuros, pero esto es algo que 
debe valorar usted mismo. 

10. ¿Cómo protegerán mi privacidad? 

Protegeremos su privacidad de diferentes maneras: 

• Guardaremos su consentimiento informado en un archivo seguro; únicamente los 
miembros del grupo de trabajo del INMEGEN y de la UADY tendrán acceso a este 
archivo. 

• La información genética que se obtenga será guardada con un código que 
identifique su muestra, pero que no revele información personal de usted (como su 
nombre, domicilio, fecha de nacimiento, etc.). 

 

Debido a estas medidas, será extremadamente difícil que una persona que consulte la base 
de datos científicas pueda saber si hay o no información de usted en dicha base de datos.  

11.  ¿Puedo cambiar de opinión después de que he decidido participar? 

Sí, usted puede decidir retirarse del estudio en cualquier momento, sin que esto afecte la 
atención médica que está recibiendo. En este caso, su muestra será destruida y los datos 
obtenidos de ella serán retirados del análisis del proyecto. 

12.       ¿A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto? 

Si usted tiene preguntas acerca de la recolección de muestras, sus derechos en este proyecto 
o sobre el almacenamiento de las mismas, contacte:  

Dudas sobre el proyecto de investigación: 

• A la Dra. María Teresa Villarreal Molina, Laboratorio de Genómica de Enfermedades 
Cardiovasculares INMEGEN al teléfono (55) 5350-1900 ext. 1161, 
email:mvillareal@inmegen.gob.mx. 

 

Dudas sobre cuestiones éticas del proyecto: 

• A  la Maestra Garbiñe Saruwatari (Presidenta del Comité de Etica INMEGEN) al 
teléfono (55) 5350-1900 ext. 1157; email: gsaruwatari@inmegen.gob.mx. 

 

Dudas sobre su salud,  su tratamiento para la diabetes o sobre algún evento adverso:  
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• A la Dra. Ligia Vera Gamboa (Investigadora del Centro de Investigaciones Regionales 
(CIR) “Dr. Hideyo Noguchi” Universidad Autónoma de Yucatán UADY) al teléfono +52 
(999) 958 0215, o bien al celular (999) 958 0215.535 

  



 
 

 71 

Tecnología, seguimiento y respuesta a metformina de diabéticos con datos 
genómicos y metagenómicos. 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 
______________________________________________________________________ 
1179. 

Yo, _________________________________________________________ estoy de 
acuerdo:  

• En donar una muestra de sangre. 
• En que a partir de la muestra de sangre se extraiga mi material genético (ADN) 
• En que el ADN se utilice para secuenciar genes que pudieran tener importancia en 

la salud. 
• En donar 2 muestras de materia fecal, una al inicio del estudio y otra a los 4 meses 

de haber iniciado el tratamiento con metformina. 
• En que a partir de esta muestra de materia fecal se extraiga ADN. 
• En que este ADN se utilice para secuenciar los microorganismos presentes en la 

materia fecal. 
• En que toda la información genética obtenida de las muestra sea depositada en 

bases de datos a las que tendrán acceso los investigadores participantes de este 
proyecto. 

• En que si algún producto de valor comercial llegar a desarrollarse en base a los 
conocimientos que resulten de estos estudios, no recibiré ninguna remuneración. 
 

 

He leído o escuchado toda la información, he hecho todas las preguntas que he considerado 

necesarias, y todas mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Soy consciente 

de que dar una muestra es mi decisión.  

 

Acepto que se me realice la toma de muestra de sangre periférica   SI    NO 

Acepto que se me realice la toma de muestra de materia fecal   SI    NO 

 

Nombre del participante: __________________________________________________ 

 Firma del participante: _____________________________ Fecha _____________ 

¿Se le otorgó copia al participante? _____Sí      ______No 

 



 
 

 72 

Testigo 1 

Nombre y firma     _________________________________________________________  

Fecha________________________ 

Relación con el participante__________________________ 

Domicilio________________________________________________________________ 

Testigo 2  

Nombre y firma     _________________________________________________________  

Fecha________________________ 

Relación con el participante__________________________ 

Domicilio________________________________________________________________ 

Traductor (en caso de haberse requerido) 

Nombre y firma ___________________________________________________________ 

Fecha_____________________________________________ 

Domicilio________________________________________________________________ 

Nombre y firma de quien aplicó el consentimiento informado:  

________________________________________________________________________ 

Fecha______________________ 

 

 

 

 

ANEXO 2 
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Protocolo de extracción de ADN de muestras fecales 

Se colectaron muestras de heces fecales de acuerdo a un instructivo que se anexo en 
paquetes con los frascos para colectar las muestras. 

Las  muestras se colectaron por duplicado una muestra se guardó en un frasco para muestras 
fecales estéril y otro se guardó en un tubo que contenía RNA later. 

Después de la colecta las muestras se guardaron en el congelador a -70°C. 

 

Procedimiento para cortar muestras  fecales 

MATERIAL: 

ALICATAS 
INSTRUMENTO DE CORTE 
PINZAS  
GASAS  
CLORO AL 75% 
ETANOL 
BALANZA ANALITICA  
TUBOS DE 2ml CON TAPA 
 
Este procedimiento se recomienda hacerlo en una campana de extracción de ADN. 
Previamente esterilizada con lámpara UV al igual que el material que se ocupa en este 
procedimiento. 
 

1. Se toma el frasco y se abre cuidadosamente  
2. Si la muestra es muy grande se mete la alicata y se corta la muestra 
3. Se pesa aproximadamente entre 180-220 mg de muestra fecal en un tubo eppendorf de 

2 ml estéril. 
 
Nota: Cuando utilice muestras de heces congeladas, asegúrese de que las muestras no se 
descongelan hasta agregar el Buffer ASL en el paso 2 para lisar la muestra; de lo contrario el 
ADN en la muestra puede degradarse. Después de la adición del Buffer ASL, todas las 
siguientes etapas se pueden realizar a temperatura ambiente (15-25 ° C). 
  
 
 
EXTRACCIÓN DE ADN 
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Después de cortar y pesar la muestra fecal se procede a: 
 

1. Agregar  1.4 ml de Buffer  ASL a cada muestra de materia fecal.  Vortexear  
continuamente durante 1 minuto o hasta que la muestra de materia fecal este 
completamente homogeneizada. 

 
2. Incubar  la suspensión durante 5 minutos a 70°C. (En este punto es recomendable hacerlo 

a 95°C para las células que son difíciles de lisar). 
 

3. Vortexear cuidadosamente durante 15 segundos,  centrifugar la suspensión a toda 
velocidad durante 1 minuto para sedimentar partículas de heces. 
 

4. Pipetear 1.2 ml del sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml y desechar el sedimento.  
Nota: Transferencia de pequeñas cantidades de material sedimentado no afectará el 
procedimiento. 
 

5. Añadir 1 Tableta de Inhibitex a cada muestra y agitar inmediatamente durante 1 
minuto  o hasta que la tableta está completamente suspendida. Incubar la suspensión 
durante 1 minuto a temperatura ambiente para permitir que los inhibidores se absorban 
a la matriz Inhibitex. 
 

6. Centrifugar a máxima velocidad durante 3 minutos para sedimentar inhibidores unidos 
a la matriz Inhibitex. 
 

7. Pipetear  todo el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml y desechar el sedimento. 
Centrifugar la muestra a toda velocidad durante 3 minutos. Transferencia de pequeñas 
cantidades de material sedimentado no afectará el procedimiento. 
 

8. Pipetear 15 µl de proteinasa K en un tubo nuevo de 1.5 ml. 
 

9. Pipetear 200 µl de sobrenadante del paso 8 en el tubo de 1.5 ml que contiene la 
proteinasa K. 
 

10. Añadir 200 µl de Buffer AL y agitar durante 15 segundos.  
Nota: No agregue proteinasa K directamente al Buffer AL. 
Es esencial que la muestra y Buffer AL se mezclen a fondo para formar una 
solución homogénea. 
 

11. Vortexear ligeramente la mezcla e incubar a 70°C durante 30 minutos. 
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12. Trascurrido el tiempo vortexear cuidadosamente y centrifugar brevemente para eliminar 
gotas del interior de la tapa del tubo (opcional). 
 

13. Añadir 200 µl de etanol (96-100%) al lisado y mezclar mediante agitación. 
 

14. Transferir el lisado a una columna QIAamp en un tubo de recolección de 2 ml sin 
humedecer el borde. Cerrar el tapón y centrifugar a toda velocidad durante 1 minuto. 
Coloque la columna en un nuevo tubo de recolección de 2 ml, y desechar el tubo que 
contiene el filtrado. 
 

15.  Abrir con cuidado la columna QIAamp y añadir 500 µl Buffer AW1. Centrifugar a toda 
velocidad durante 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo de recolección de 2 
ml, y desechar el tubo que contiene el filtrado. 
 

16. Abrir con cuidado la columna QIAamp y añadir 500 µl Buffer AW2. Centrifugar a toda 
velocidad durante 3 minutos. Coloque la columna en un nuevo tubo de recolección de  
2ml y desechar el tubo que contiene el filtrado. Recomendación: Coloque la columna en 
un nuevo tubo de recogida de 2ml y desechar el tubo de recolección con el filtrado. 
Centrifugar a máxima velocidad durante 1 minuto. 
 

17. Transferir la columna QIAamp en un nuevo  tubo de 1.5 ml marcado. Abrir con cuidado 
la columna QIAamp y agrear 200 µl Buffer AE directamente sobre la membrana 
QIAamp. Se incuba durante 1 minuto  a temperatura ambiente. Centrifugar a toda 
velocidad durante 1 minuto para eluir el ADN. 
 

18.  Se cuantifica en Nanodrop y se refrigera a 4°C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3 
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Protocolo de preparación de muestras de ADN microbiano para secuenciación 

1. Se prepara un PCR punto final para amplificar las regiones de interés  
 

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 

A13 A14 A15 A16 A17 A18 A19 A20 A21 A22 A23 A24 

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 

B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 

C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 

D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 
+ - 

 

2. Para preparar el PCR se hace una reacción de 25.5µl 

Reacción de PCR 1X 

 Master Mix 22.5 µL 
Primer FV 0.5 µL 
Primer RV 0.5 µL 

ADN 2 µL 
Total 25.5 µL 

 

3. Se mete en un termociclador con  las siguientes condiciones 

Microbiota  

94°C 3min  

94°C 30seg 

35 ciclos 
50°C 30min 
68°C 1:30min 
68°C 5min 

4 ∞ 
 

4. Se prepara un gel de agarosa al 2X para observar que los amplicones se encuentran 
en el tamaño que deberían. 

5. La muestras se purifican con perlas magnéticas (Agencourt AMPure XP)  
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6. Se hace una cuantificación en Qiubit para tener una concentración exacta de la 
muestra  

7. Después de conocer la concentración de las muestras, se prepara un pool con todas 
las muestras que tengan el mismo oligo. 
 

8. Se hace una segunda amplificación  

Reacción de PCR 

 Master Mix 45 µL 
Primer FV 1 µL 
Primer RV 1 µL 

ADN 4 µL 
Total 51 µL 

 

Reacción de PCR  

Master Mix 45 µL 
Primer FV 1 µL 
Primer RV 1 µL 

ADN 2 µL 
Agua 2 µL 
Total 51 µL 

 

NOTA: En esta amplificación si la concentración del pool es de 25ng/µl se agregan 4 µl de 
ADN a la reacción de PCR 

Si la concentración es del doble se agregan 2 µl de DNA a la reacción de PCR 

Condiciones para termociclador  

Microbiota  

94°C 3min  

94°C 30seg 

15 ciclos 
50°C 30min 
68°C 1:30min 
68°C 5min 

4 ∞ 
 

9. Se hace un gel de agarosa al 2X para ver que el amplicon cambio de tamaño en este 
gel se agrega un pool como control para observar el cambio 
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10. Se purifica los amplicones con (Agencourt AMPure XP), primero se hace una 
purificación estándar y luego una purificación selectiva 

11. Se cuantifica por Qiubit  
12. Se prepara un pool con todas las muestras  
13. Se hace una concentración del pool  
14. Se corre un bioanalizador para verificar que la librería este en el tamaño indicado  
15. Se envía a la unidad de secuenciación  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 4 

Protocolo de purificación con las perlas Magneticas Ampure XP 
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1. Se recomienda sacar las perlas del refrigerador antes de trabajar con ellas para que se 
aclimaten  

2. Se agrega la cantidad de perlas de acuerdo al volumen de reacción a purificar  
 

PCR Reaction Volume 
(μL) 

AMPure XP Volume 
(μL) 

10 18 
20 36 
50 90 
100 180 

 
3. Mezclar con la pipeta 10 veces 
4. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos 
5. Colocar en el rack magnético por 2 minutos  
6. Quitar sobrenadante y desecharlo  
7. Preparar etanol al 70% para posteriores lavados  
8. Agregar etanol al 70% e incubar 30 segundos. Este paso se realiza SIN quitar el tubo 

del rack magnético 
9. Quitar todo el sobrenadante y desecharlo 
10.  Repetir el paso 8  
11.  Quitar el sobrenadante y desecharlo. En este paso asegurarse de no dejar gotas en el 

tubo para que se pueda secar rápido 
12.  Destapar el tubo en el rack y dejar secar por 5 minutos  
13.  Agregar agua y quitar el tubo del rack ( no quitar el tubo del rack antes de agregar el 

agua) y mezclar con la pipeta hasta quitar de la pared las perlas  
14.  Dejar incubar 1 minuto a temperatura ambiente 
15.  Colocar el tubo en el rack magnético por 1 minuto 
16.  Quitar sobrenadante y guardarlo en otro tubo con la etiqueta de la muestra 
17.  Cuantificar por nanodrop  
18.  Guardar el DNA en el refrigerador a 4°C o congelar a –20°C 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 5 

Diseño de primers 
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ANEXO 6 
Abundancia Relativa de Géneros Bacterianos Encontrados Antes y Después del 

Tratamiento con Metformina (4 meses) en 34 pacientes con DT2 Sin Tratamiento Previo 
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OTU  Ẋ Antes  Ẋ Despues P FDR_P Bonferroni_P
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__RFN20 0.0014592 9.47E-06 0.0373191 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 0.0027616 0.00183052 0.0399292 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Synergistetes;c__Synergistia;o__Synergistales;f__Dethiosulfovibrionaceae;g__Pyramidobacter 2.31E-05 0.00107266 0.0649102 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptostreptococcaceae;g__ 0.0002208 0.00025226 0.0690861 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 0.0028431 0.00314043 0.0940819 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__RF3;o__ML615J-28;f__;g__ 0.0001029 0.00018682 0.1184037 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__4C0d-2;o__YS2;f__;g__ 0.003027 0.00063861 0.1196245 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 0.0003365 0.00188284 0.1426446 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__Anaeroplasmatales;f__Anaeroplasmataceae;g__ 0.00041 4.56E-06 0.1927777 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Anaerovibrio 0.0012872 0.0003097 0.2007263 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Collinsella 0.002605 0.00523828 0.2086743 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Mitsuokella 0.0024155 0.002326 0.2086743 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Clostridium 0.0059749 0.00746261 0.2176921 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Lachnobacterium 0.0016501 0.00475814 0.2414539 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia 0.0122534 0.01230677 0.2464175 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__ 0.002236 0.00170768 0.2514522 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 0.0400326 0.05347997 0.2723062 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Slackia 0.0001643 0.00023485 0.3024407 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__;g__ 0.0417641 0.06021975 0.311582 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Christensenellaceae;g__ 0.0029113 0.00183531 0.3202999 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7;g__ 0.0052556 0.0068694 0.3234578 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Coprococcus 0.0020112 0.00329336 0.3234578 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Odoribacteraceae];g__Butyricimonas 0.0012463 0.0012679 0.3294126 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__ 0.0010702 0.00061368 0.3415593 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Roseburia 0.0192436 0.02068439 0.3544204 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Sarcina 0.0001121 0.00013365 0.3769081 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Dialister 0.0285893 0.0668578 0.3871916 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Anaerostipes 0.0001397 0.00020048 0.3981948 0.9951068 1
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OTU  Ẋ Antes  Ẋ Despues P FDR_P Bonferroni_P
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__ 0.0024626 0.007495603 0.407713 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__ 0.000141 0.000171392 0.4105731 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Succinivibrionaceae;g__Succinivibrio 0.0728232 0.040754691 0.4217472 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Klebsiella 0.0061717 0.00389295 0.4217472 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__Paraprevotella 0.0066326 0.009236572 0.4360606 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__[Lentisphaeria];o__Victivallales;f__Victivallaceae;g__ 0.0005346 0.000458371 0.4638791 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Megamonas 0.004925 0.0043435 0.4882657 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__[Eubacterium] 0.0044365 0.010856487 0.4882906 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Leuconostocaceae;g__ 0.000234 0.000116875 0.5021153 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Succinivibrionaceae;g__Anaerobiospirillu 0.0004325 0.001383391 0.5223168 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Fusobacteria;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Fusobacteriaceae;g__Fusobacterium 0.010496 0.009093431 0.5275986 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Turicibacterales;f__Turicibacteraceae;g__Turicibacter 3.70E-05 0.000676112 0.5394171 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__;g__ 0.002372 0.00229729 0.5432927 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pasteurellales;f__Pasteurellaceae;g__ 0.0014852 0.008269777 0.5518862 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__RF39;f__;g__ 0.0024223 0.000957779 0.5519089 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium 0.0019104 0.003519971 0.5684415 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Megasphaera 0.0096259 0.019831804 0.5851916 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Catenibacterium 0.0083991 0.013885173 0.5851916 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__ 0.0002953 0.00038121 0.6139611 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Odoribacteraceae];g__Odoribacter 0.0014641 0.010484317 0.6193284 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Trabulsiella 0.0003641 0.000184938 0.6265049 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella 0.3121137 0.255284729 0.6280386 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Elusimicrobia;o__Elusimicrobiales;f__Elusimicrobiaceae;g__ 4.75E-05 0.000382156 0.6300031 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__[Mogibacteriaceae];g__ 0.0001968 0.000276491 0.6437685 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__ 0.0015244 0.001769833 0.654375 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Leuconostocaceae;g__Weissella 0.0006207 0.000264658 0.6562507 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Bilophila 0.001016 0.00120009 0.6632403 0.9951068 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus 0.0082256 0.007718032 0.7174762 0.9951068 1
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OTU    Ẋ Antes  Ẋ Despues P FDR_P Bonferroni_P
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 0.0011552 0.00308915 0.722061909 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__ 0.0682988 0.06079114 0.726662718 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides 0.0060187 0.00480713 0.735888703 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__Sutterella 0.0144638 0.01449642 0.745152936 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__SMB53 0.0063881 0.00144664 0.763714583 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__[Prevotella] 0.0272073 0.02250228 0.782567299 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium 0.0239402 0.03406614 0.830042398 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f__Succinivibrionaceae;g__ 1.23E-05 1.09E-05 0.832667379 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Butyrivibrio 0.0002789 0.00022096 0.839673228 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f__Verrucomicrobiaceae;g__Akkermansia 0.0003706 0.00067763 0.842428461 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio 0.0022831 0.00337797 0.849218167 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Ruminococcus 0.0307126 0.0212371 0.858840363 0.995106783 1
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanobacteria;o__Methanobacteriales;f__Methanobacteriaceae;g__Methanobrevibacte 0.0002648 7.42E-05 0.864849026 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Holdemania 1.00E-04 0.00011116 0.875741797 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides 0.1256355 0.10778494 0.878146385 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__ 0.0234011 0.01955495 0.887827387 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Acidaminococcus 0.0045939 0.00734053 0.892673245 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__CF231 0.0007747 0.00100587 0.901955366 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Phascolarctobacterium 0.0034162 0.0037111 0.916965237 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Bulleidia 0.0002689 0.00035197 0.925250806 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__ 0.0033148 0.00443972 0.94621507 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__RF32;f__;g__ 0.0009474 0.00023534 0.956160631 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Erwinia 0.0002854 0.00013753 0.975051109 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Barnesiellaceae];g__ 0.000956 0.00083958 0.975529422 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Veillonella 0.0011224 0.00172914 0.980413267 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__Spirochaetales;f__Spirochaetaceae;g__Treponema 0.0004312 0.00041602 0.992636124 0.995106783 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Lachnospira 0.0098018 0.01153896 0.995106783 0.995106783 1
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ANEXO 7 

Parametros bioquímicos y antropométricos antes y 4 meses después del tratamiento 
con metformina de todos los pacientes  
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