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RESUMEN

La diabetes tipo 2 es una enfermedad caracterizada por concentraciones elevadas
de glucosa en sangre, debido a una deficiente secrecion y/o accion de la insulina.
Esta patologia puede cursar con resistencia a la insulina, la cual genera una
hiperinsulinemia compensatoria que puede condicionar al desarrollo de intolerancia
a la glucosa. Aunque existen diversos factores genéticos y ambientales
relacionados con esta enfermedad, recientemente la microbiota intestinal se ha
propuesto como uno de los factores relevantes en su desarrollo. Son pocos los
estudios que han evaluado los cambios en la microbiota intestinal en presencia de
prediabetes y diabetes.

Objetivo: Identificar los cambios en la composicién taxonémica de la microbiota
intestinal asociados con la presencia de prediabetes y diabetes tipo 2 en un grupo
de mujeres adultas mexicanas.

Metodologia: Este estudio incluy6 un grupo de 133 mujeres adultas, de las cuales
92 fueron controles, 21 con prediabetes y 20 con diagnostico de diabetes, de las
cuales se obtuvieron datos antropomeétricos, bioquimicos y nutrimentales. Se evaluo
la composicion de la microbiota intestinal con el programa QIIMEZ2, utilizando datos
de secuenciacion masiva del gen rRNA 16S, generados en la plataforma Illumina
MiSeq.

Resultados: Las mujeres con prediabetes o diabetes presentaron un indice de
masa corporal mayor y concentraciones séricas de triglicéridos significativamente
mas altas. El analisis de la microbiota revel6 una menor diversidad alfa en las
personas con diabetes. Ademas, este grupo también tuvo una menor abundancia
de los géneros Lachnospiraceae UCG 003, Lactococcus y Coprococcus 2,
sugeridos como productores de acidos grasos de cadena corta y relacionados con
una mayor sensibilidad a la insulina. Los géneros Akkermansia y Odoribacter
estuvieron disminuidos en el grupo con prediabetes, lo cual podria relacionarse con
alteraciones metabdlicas.

Conclusiones: Estos resultados evidencian una menor diversidad en la microbiota
intestinal y disminucion en la abundancia de géneros bacterianos productores de
acidos grasos de cadena corta en las mujeres con diabetes.
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ANTECEDENTES

l. DEFINICION DE LA DIABETES TIPO 2

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la diabetes tipo 2
(DT2) es una enfermedad metabdlica caracterizada por concentraciones elevadas
de glucosa en sangre (hiperglucemia), debido a una deficiente secrecion y/o accion
de la insulina (ADA, 2014). Los pacientes con DT2 comiUnmente presentan
alteraciones en el peso corporal, acompafiado por un mayor porcentaje de grasa
corporal, distribuida predominantemente en la region abdominal. Los sintomas de
hiperglucemia diabética incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso y en ocasiones
polifagia y vision borrosa (ADA, 2014). El diagnostico de la enfermedad se basa
principalmente en concentraciones de glucosa en ayuno mayores o iguales a 126
mg/dL o la presencia de hemoglobina glucosilada mayor o igual al 6.5% (ADA,
2023).

. EPIDEMIOLOGIA DE LA PREDIABETES Y LA DT2

La DT2 se ha convertido en un problema de salud publica con impacto mundial,
afectando la calidad de vida de los pacientes y conduciendo al aumento en la
morbilidad y mortalidad de la poblacién (Alotaibi et al., 2017). Diversos estudios
epidemiologicos del 2021, revelaron que la DT2 fue responsable de 6.7 millones de
muertes en el mundo. Durante ese periodo, 537 millones de mujeres y hombres
adultos con edades entre 20 y 79 afos tuvieron diabetes (Figura 1). De los cuales,
la prevalencia fue mayor en hombres que en mujeres. Ademas, se prevé que el
numero de personas con DT2 en el mundo aumente a 643 millones para 2030y 783
millones para 2045 (IDF, 2022). En América del Norte, incluido México, existen
alrededor de 51 millones de personas con DT2 y se estima que este nimero va a
aumentar a 63 millones para 2045, lo que representa un incremento de 24% vy, en

consecuencia, un gran reto para el sistema de salud (IDF, 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de la prevalencia de DT2 a nivel mundial. (IDF, 2022).

Durante las ultimas dos décadas se ha observado un aumento en la prevalencia de
DT2 en la poblacion mexicana. Con base en los datos de la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT), la DT2 estuvo presente en 18.3% de la poblacion
adulta de México, con una mayor incidencia a partir de los 40 afios. Ademas, se
encontré que la prevalencia de esta enfermedad considerando sujetos con y sin
diagnastico previo de DT2 fue mayor en mujeres (20.1%) que en hombres (16.3%)
(Basto et al., 2023).

Aunado a ello, se ha estimado que a nivel mundial cerca de 541 millones de adultos
tienen intolerancia a la glucosa (IG) definida como la capacidad alterada del
organismo para utilizar la glucosa. Por ello se le considera como un estado
prediabético y, en consecuencia, con alto riesgo para desarrollar la patologia (IDF,
2022). De acuerdo con los datos mas recientes de la ENSANUT, en México la
prediabetes tiene una prevalencia total de 22.1% (Basto et al., 2023). La aparicion
de esta alteracion tiende a ser mayor en mujeres (24.9%) a diferencia de los
hombres (18.9%), y a pesar de que su incidencia aumenta con la edad, la mitad de
las personas con prediabetes son menores de 50 afios (Basto et al., 2023). Por ello,
una proporcion significativa de adultos con prediabetes son personas jovenes. De

hecho, casi un tercio de los sujetos con prediabetes (29.8%) tienen entre 20 y 39
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afos, por lo que el riesgo para desarrollar DT2, se prolonga por un nimero elevado
de afos (FMD, 2023).

[I. FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

a) Homeostasis de la glucosa

Para comprender la fisiopatologia de la DT2, se debe comprender la regulacion de
las concentraciones de glucosa, las cuales estan dadas en funcion de la tasa de
glucosa circulante y la que es utilizada para los procesos que requieran energia
(Aronoff et al., 2004). La regulacion de la glucosa se realiza principalmente a traves
de las hormonas insulina y glucagon, las cuales se producen en el pancreas
(Hantzidiamantis y Lappin, 2023). Existen tres fuentes de las que se deriva la
glucosa en circulacion. La primera es la absorcion intestinal que ocurre durante la
ingesta de alimentos, cabe mencionar que el vaciado gastrico es el princial
determinante de la rapidez con la que la glucosa pasa a la circulacion. La segunda
fuente es la glucogendlisis hepatica, durante la cual se produce energia a través de
hidrolisis del glucdégeno. Finalmente, la gluconeogénesis, en este proceso se
obtiene glucosa durante el estado de ayuno, a partir de sustratos como el lactato y
aminoacidos (Aronoff et al., 2004).

Cuando la concentracion de glucosa plasmatica es menor a la del rango normal
durante el ayuno, la secrecion del glucagon se incrementa dando como resultado
un aumento en la produccion de glucosa hepatica y en consecuencia, la
recuperacion de las concentraciones de glucosa plasmatica (Aronoff et al., 2004).
Por otro lado, la hormona insulina tiene la funcién de reducir la produccion de
glucosa por parte del higado, asi como aumentar la captaciéon de glucosa por el
musculo esquelético y suprimir la liberacion de acidos grasos del tejido adiposo. La
secrecion y accion de la insulina se ven afectadas por los diversos factores que

contribuyen a la patogenia de la DT2 (Stumvoll et al., 2005).

La produccién de insulina se realiza en las células beta del pancreas. Primeramente,
se sintetiza como pre-proinsulina, posteriormente tiene modificaciones
postraduccionales en el reticulo endoplasmico para producir proinsulina, la cual se

transloca al aparato de Golgi, formando parte de las vesiculas secretoras
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inmaduras. Finalmente, esta proteina se escinde en péptido-C e insulina.
almacenéandose esta Ultima en granulos hasta que se activa su liberacion (Galicia
et al., 2020). La insulina es una hormona con accion en dos vias principales, la
primera es la via responsable de acciones metabdlicas (PI3K/Akt), mientras que la
segunda regula la expresion génica para proliferacion celular (MAPK/Ras).

Para fines de este trabajo, nos enfocaremos en la via de acciones metabdlicas. El
transporte de glucosa mediado por GLUT4 dependiente de insulina, se observa en
las células del musculo esquelético, del tejido adiposo y del corazén (White, 2012;
Satoh et al., 2014). De manera general, este proceso fisiolégico esta regulado a
través de la unién de la insulina a las subunidades alfa de su receptor (ISR),
induciendo su activacion y la autofosforilacion (pY) de varios residuos de tirosina
(Tyr), ubicados en la subunidad beta de dicho receptor. Posteriormente, los residuos
autofosforilados son reconocidos por los sustratos del receptor de insulina (IRS),
principalmente IRS1 e IRS2. Dichas proteinas activan la via del fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) iniciando una cascada de sefalizacion, donde PI3K fosforila a
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato  (PIP3), quien a su vez activa a la cinasa-1
dependiente de PIP3 (PDK1) y, por ultimo, se activa la proteina cinasa Akt y la
proteina cinasa C (PKC). Esta sefializacion da como resultado la translocacion de
vesiculas que contienen GLUT4 a la membrana plasmatica, proceso necesario para
el transporte de glucosa al interior de la célula (DeFronzo et al., 2015; Gutiérrez et
al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de captacion de glucosa a través de GLUTA4.

La insulina se une a su receptor (ISR), generando una cascada de sefalizacion via
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) a través de la union de la subunidad en p85
(posicion 85) con el sustrato receptor de insulina (IRS) para que posteriormente, el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) pase a inositol 1,4,5-trisfosfato (PIP3). A su
vez, PIP3 activa a la cinasa-1 dependiente de PIP3 (PDK1). Como consecuencia,
se activa la proteina cinasa Akt que se encarga de fosforilar a la proteina activadora
de Rab GTPasa (AS160). Esta fosforilaciéon inactiva a AS160 lo que resulta en la
activacion de la proteina Rab, un tipo de proteina G, que se encarga de la regulacion
del trafico y translocacion de las vesiculas con transportadores GLUT4 a la
membrana celular, permitiendo la captacion de glucosa. Tomado y adaptado de
Lankatillake y cols. (2019).

b) Resistencia ala insulina e Intolerancia a la glucosa

La resistencia a la insulina (RI) es una condicién patologica que se presenta cuando
las células dependientes de insulina, como las del musculo esquelético o del tejido
adiposo, no responden de manera adecuada a la insulina circulante (Samuel y
Shulman, 2016). Estas alteraciones en la transduccion de la sefalizacion de la
insulina conducen a la hiperglucemia debido a la incapacidad de las células para
internalizar glucosa (Yeribeygi et al., 2018). Ademas, la RI en el higado provoca el
aumento del glucagdén, hormona secretada en condiciones de concentraciones
bajas de glucosa en la sangre. Esto conduce a un aumento de la gluconeogénesis

a través de sustratos como acidos grasos, glicerol, lactato y aminoacidos. Dicho
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proceso es responsable del aumento de la tasa basal de produccion de glucosa
(DeFronzo et al., 2015).

La ingesta elevada y cronica de alimentos hipercaloricos promueve la Rl a través
de la acumulacion de lipidos en el tejido muscular y hepético. Esto propicia que en
el tejido adiposo se presente un aumento, de macrofagos y la produccion de
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y la
interleucina 1 (IL-1). Dichas citocinas pueden impactar en el incremento de acidos
grasos libres (AGL) y glicerol, a través de la lipdlisis. Como se menciond
anteriormente, los AGL y el glicerol son sustratos para la gluconeogénesis, por lo
gue se incrementan las concentraciones de glucosa producida a través de esta ruta
metabdlica. Ademas, el aumento de AGL y glicerol también favorece la acumulacion
hepatica de triglicéridos, propiciando la RI hepatica. Si la lipolisis se mantiene de
manera cronica, se promueve también la acumulacion de lipidos en las células
musculares; asi como RI. Asimismo, la disminucion de la captacion de glucosa en
los miocitos hace que las células del higado tengan mayor disponibilidad de glucosa
lo que favoreceria la acumulacion de lipidos en este tejido y con ello, la RI en el

tejido hepatico (Petersen y Shulman, 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Resistencia a la insulina en el tejido adiposo, hepatico y muscular.
La ingesta excesiva de alimentos hipercaléricos favorece el incremento de
triglicéridos (TG) en el higado, de lipidos en el misculo esquelético y la lipdlisis y
muerte de adipocitos. Se propicia la infiltracibn de macréfagos en los adipocitos,
gue activan las cinasas c-Jun N-terminal (JNK) y dan lugar al aumento de las
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e
interleucina 1 (IL-1), que inhiben la accion del receptor de insulina (ISR). En
consecuencia, se propicia la resistencia a la insulina (RI) en adipocitos. La lipdlisis
es favorecida incrementando los niveles de glicerol y acidos grasos libres (AGL).
Estos son sustratos para la gluconeogénesis por lo que incrementan las
concentraciones de glucosa hepatica y posteriormente, de glucosa plasmatica.
Ademas, el incremento en las concentraciones lipidicas conlleva al incremento del
diacilglicerol (DAG), el cual también favorece el desarrollo de RI muscular. Tomado
y adaptado de Petersen y Shulman (2018).

Dado que en un estado de RI no hay una captacion eficiente de glucosa, se
incrementa la secrecidn de insulina para mantener la glucosa en concentraciones
normales, este fendmeno se conoce como hiperinsulinemia. Si la Rl se mantiene,
las células beta pueden presentar fallas y no secretar la concentracion necesaria de

insulina para mantener la homeostasis de la glucosa, llevando a un estado de
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intolerancia a la glucosa (IG). La presencia de IG puede deberse a la incapacidad
de las células beta para detectar los cambios en las concentraciones de glucosa
plasmatica y responder a dicho estimulo (Goyal et al., 2022). Las personas con IG
tienen un mayor riesgo de desarrollar DT2, por lo que se considera un estadio
prediabético (Vega, 2023). La prediabetes se caracteriza por concentraciones de
glucosa en sangre mas altas de lo que se establece en sujetos normoglucémicos,
pero mas bajas que el punto de corte definido para el diagndstico de diabetes (Barbu
et al., 2021).

Las personas con prediabetes a menudo presentan sobrepeso, hipertrigliceridemia,
Rl e inflamacion de bajo grado. Ademas, tienen un mayor riesgo no solo de
desarrollar diabetes tipo 2, sino también enfermedad cardiovascular isquémica
(CDC, 2022). Alrededor de 37% de los pacientes prediabéticos pueden desarrollar
DT2 en un tiempo estimado de 4 afios, si no reciben intervencion en el estilo de vida
(dieta o ejercicio) o si es necesario, tratamiento farmacolégico con hipoglucemiantes
(Modhumi et al., 2019).

Como se ha mencionado, la IG se caracteriza por concentraciones elevadas de
glucosa en sangre. Si dichas concentraciones se mantienen altas, pueden conducir
a glucotoxicidad, causando un dafio potencialmente irreversible en las células beta
e incrementando el riesgo de desarrollar DT2 (Robertson et al., 2004). La toxicidad
de la glucosa para la célula beta puede ser explicada a partir del incremento del
metabolismo de la glucosa y de los AGL en el pancreas por medio de la oxidacion
mitocondrial. Este proceso desencadena la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y disminuye la produccién de ATP, lo cual compromete la produccion
de insulina y propicia el estrés del reticulo endoplasmico. Para protegerse, la célula
beta debe metabolizar el peréxido de hidrégeno, a través de las enzimas catalasa y
glutation peroxidasa (GPx). Sin embargo, la célula beta puede presentar niveles
bajos de enzimas detoxificantes, por lo que se incrementa el riesgo de estrés
oxidante (Robertson et al., 2004). Ademas, las ROS incrementan la actividad de
NFkB, lo que induce potencialmente la apoptosis de las células beta (Stumvoll et
al., 2005).
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Siguiendo la historia natural cominmente estudiada para el desarrollo de DT2, tras
una primera fase de RI, se genera una hiperinsulinemia compensatoria y después
de esto se presenta la disfuncién de las células beta del pancreas, dando lugar a la

IG y con ello un mayor riesgo para desarrollar DT2 (Solares et al., 2023).
V. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE DT2

Existen diferencias en la incidencia de DT2 entre mujeres y hombres, siendo estos
ultimos los que presentan una prevalencia mayor de DT2 (10.8%), comparada con
la observada en mujeres (10.2%) (IDF, 2023). Esta diferencia puede ser explicada
al menos en en parte por el dimorfismo sexual, relacionado con una acumulacion
mayor de grasa visceral en los hombres (Gao et al., 2021). En consistencia, un
estudio en adipocitos obtenidos del tejido adiposo visceral de ratones machos
mostré que son menos sensibles a la insulina, requiriendo concentraciones
elevadas de esta hormona para activar la via de sefializacion Akt y la lipogénesis.
De manera interesante, se identificé en este mismo modelo que después de la
castracion, la sensibilidad a la insulina y la lipogénesis se incrementaron sugiriendo
la participacion de las hormonas sexuales en la homeostasis de la glucosa
(Macotela et al., 2009). Aunado a ello, existen evidencias de que las hormonas
sexuales modulan la composicion corporal, el metabolismo energético y la
respuesta inflamatoria (Kautzky et al., 2016). Un estudio realizado en 2898 personas
de Estados Unidos, encontré que en los hombres, la estrona, el sulfato de estrona
y el estradiol estuvieron directamente relacionadas con el riesgo de diabetes,
mientras que la tiroxina se asoci6 inversamente con el riesgo de esta enfermedad
(Mather et al., 2015).

Diversos estudios han mostrado que la incidencia de DT2 varia dependiendo del
origen étnico y la regidén geografica, ejemplo de ello es la mayor prevalencia de esta
enfermedad en la poblacion hispana de los Estados Unidos, consistente con la alta
prevalencia reportada en México (Galicia et al., 2020; Abreu et al., 2022). Aunque
la predisposicion genética puede contribuir al desarrollo y alta prevalencia de la
diabetes en distintos grupos étnicos; son los factores modificables como una dieta

hipercalorica rica en grasas saturas y la falta de ejercicio lo que ha generado una
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epidemia de DT2 (Wu et al., 2014). Asi, el aumento de la prevalencia de esta
patologia esta correlacionado con el incremento en el consumo de dietas poco
saludables y estilos de vida sedentarios, aumentando el indice de masa corporal
(IMC), que como ya se menciond es un factor de riesgo para el desarrollo de RI, IG
y DT2 (Mahanta et al., 2015). Es de llamar la atencién que algunos estudios han
presentado que el consumo de dietas no saludables esta asociado con un riesgo
mayor de prediabetes, principalmente en las mujeres (Siddiqui et al., 2020; Amiri et
al., 2017; Mcnaughton et al., 2009).

Uno de los mecanismos a través de los cuales la dieta puede impactar en el
desarrollo de la alteraciones metabdlicas, incluida la DT2, es la modulacién de la
microbiota intestinal (Scheithauer et al., 2020), la cual puede ser definida como una
comunidad de microorganismos que incluye bacterias, hongos y arqueas; asi como
parasitos y virus, aunque la mayoria de los estudios estan basados en el analisis de
las bacterias presentes en el intestino (Thursby y Juge, 2017). La microbiota lleva a
cabo distintas funciones indispensables para el hospedero, incluyendo la obtencién
y utilizacion de energia de la dieta y el desarrollo del sistema inmunitario. Por ello,
se requiere que los microorganismos que forman parte de esta comunidad
permanezcan en equilibrio (eubiosis), generando beneficios tanto para el hospedero
como para los microorganismos huéspedes (Thursby y Juge, 2017). Sin embargo,
la pérdida del equilibrio entre la abundancia y representacion de los
microorganismos (disbiosis), se ha asociado con distintas enfermedades,
incluyendo metabdlicas como la DT2 (Doumatey et al., 2020).

Para evaluar la causalidad de la microbiota intestinal en el desarrollo de alteraciones
metabdlicas, se han realizado estudios en modelos murinos libres de gérmenes. En
uno de estos trabajos, se trasplanté a un raton libre de gérmenes, la microbiota
intestinal de una muestra fecal proveniente de ratones con sindrome metabdlico. De
manera notable, el grupo trasplantado desarrollé el fenotipo de sindrome
metabdlico, con las caracteristicas de obesidad, hiperglucemia, Rl y niveles
elevados de citocinas proinflamatorias, a pesar de tener una dieta control (Vijay et
al.,, 2010). Estos hallazgos sugieren una participacion causal de la microbiota
intestinal en el desarrollo de alteraciones metabdlicas.
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Es importante resaltar que se han identificado distintos perfiles de microbiota
intestinal asociados con el desarrollo de DT2, acompafiados en la mayoria de los
casos por una menor diversidad de microorganismos (Chavez et al., 2020; Gaike et
al., 2020; Huang et al., 2022). Diversos estudios han observado cambios en la
composicion de la microbiota intestinal a nivel de género, algunos de ellos como
Faecalibacterium y Roseburia se han encontrado disminuidos en los pacientes con
DT2. Estos géneros son productores de acidos grasos de cadena corta (AGCC),
incluyendo butirato, el cual tiene propiedades benéficas para el hospedero como la
modulacion de la integridad de la barrera intestinal, mejora la homeostasis de la
glucosa y la estimulacion de las hormonas gastrointestinales relacionadas con la
saciedad (Liu et al., 2018). En un estudio en un modelo murino se reporté que el
butirato disminuyo la obesidad inducida por la dieta alta en grasas; asi como la RI
(Hong et al., 2016).

De manera interesante, el género Akkermansia se ha encontrado disminuido en
pacientes con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos. Akkermansia es
una bacteria conocida por degradar la mucina del intestino y por producir
metabolitos como el butirato en presencia de fibra dietaria, por lo que ha sido
propuesta como un potencial probiético, con utilidad para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas (Zhang et al., 2018). De manera consistente, se ha
sugerido que su abundancia esta relacionada con una mejora de los trastornos
metabolicos, como la endotoxemia metabdlica, la Rl y la IG (Hasani et al., 2021). Es
de llamar la atencién que la relacion de la microbiota intestinal con las enfermedades
metabolicas parece ser dependiente del sexo. Un estudio realizado en sujetos con
sindrome metabdlico, identifico una abundancia mayor de los géneros Collinsella,
Alistipes, Anaerotruncus y Phascolarctobacterium, particularmente en mujeres con
sindrome metabdlico (Santos et al., 2018). A pesar de que los cambios taxondmicos
de la microbiota intestinal pueden ser importantes en el desarrollo de la DT2 (Wu et
al., 2020), la redundancia de bacterias con funciones compartidas sugiere que los
productos de origen bacteriano como lipopolisacaridos (LPS) y AGCC, también son
importantes en la participacion de la microbiota en el desarrollo de DT2. En ratones

alimentados con una dieta alta en grasas se puede inducir hasta tres veces la
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produccién de LPS, lo que contribuye a una inflamacién de bajo grado y RI (Li et al.,
2017). Elaumento en la permeabilidad intestinal caracteristico de las enfermedades
metabdlicas, propicia el incremento de las concentraciones circulantes de LPS
generando una endotoxemia metabdlica, que puede implicar un estado inflamatorio,
aumento del peso, Rl y eventualmente, el desarrollo de diabetes (Cani et al., 2008).
La dishiosis intestinal observada en los pacientes con DT2 puede reducir la sintesis
de AGCC, afectar la integridad de la barrera intestinal, la proliferacion de células
pancreaticas y la biosintesis de insulina (Tan et al., 2014; Li et al., 2020) (Figura 4).
Por ello cada vez resulta mas relevante estudiar la participacion de la microbiota
intestinal en el desarrollo de enfermedades metabdlicas, como la DT2.
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Figura 4. Implicaciones de la microbiota intestinal en el desarrollo de la DT2.
La homeostasis de la microbiota se conoce como eubiosis, cuando esta se altera
conduce a un estado de disbiosis que impacta directamente en la disminucién de la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC). Asimismo, en un estado de
disbiosis se reducen las concentraciones del péptido similar al glucagén (GLP-1)
gue tiene un papel importante en la saciedad, la sensibilidad a la insulina y también
mejora la funcion de barrera intestinal. Tomado y adaptado de Kawata y cols.,
(2019).
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JUSTIFICACION

La microbiota intestinal es uno de los factores modificables que participan en el
desarrollo de la DT2. Sin embargo, aun son pocos los trabajos que evaluan los
cambios en la microbiota en distintas etapas de alteraciones del metabolismo de la
glucosa, como es la presencia de prediabetes y DT2, incluyendo dos estudios
previos en poblacion mexicana (Chavez et al., 2020; Diener et al., 2021). Por ello,
en este trabajo se evaluaron los cambios taxonémicos de la microbiota intestinal
particularmente en mujeres con prediabetes y con DT2. Se espera que los hallazgos
obtenidos sean de utilidad para construir un perfil taxonémico caracteristico de los
fenotipos de estudio.

HIPOTESIS

La microbiota intestinal de las mujeres con prediabetes o con diabetes tipo 2
presentara una menor diversidad y diferentes géneros bacterianos comparada con

mujeres con normoglucemia.
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar las diferencias en la composicion taxonémica de la microbiota

intestinal asociadas con la presencia de prediabetes y DT2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las diferencias en el perfil antropométrico, bioquimico y dietarias
de los grupos de estudio que incluyen a mujeres con normoglucemia, con
prediabetes o DT2.

e Establecer y comparar la diversidad y el perfil taxonémico de la microbiota
intestinal en los tres grupos de estudio.

e I|dentificar los géneros microbianos asociados con la DT2, diferenciados

desde la prediabetes y establecer sus posibles implicaciones en la patologia.
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Figura 5. Metodologia general para la caracterizacion de la poblacién de
estudio.

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

1. Sujetos de estudio

Este trabajo incluyé un grupo de 133 mujeres adultas con edades entre 37 — 88
afos, las cuales forman parte de una cohorte con base poblacional de Trabajadores
de la Salud del IMSS (colaboracién con el Dr. Rafael Velazquez) o fueron invitadas
a participar en el Hospital Infantii de México Federico Gémez, mediante una
colaboracion con la Dra. Blanca del Rio y la Dra. Sofia Moran. Todos los sujetos
aceptaron participar y firmaron un consentimiento informado, aprobado por los
Comités de Etica del Instituto Nacional de Medicina Genémica, Instituto Mexicano
del Seguro Social o el Hospital Infantil de México Federico Gomez. Datos de algunas

de las participantes de este trabajo, fueron incluidos en Tesis previas del grupo de
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investigacion para evaluar la relacion de la microbiota intestinal con la presencia de
dislipidemia aterogénica o la ingesta de vitamina B12 (Lopez, 2022 y Hernandez,

2022; respectivamente).
2. Evaluacion de laingesta dietaria

La evaluacion de la ingesta dietaria habitual se realizé6 mediante un cuestionario de
frecuencia de consumo que incluye 116 alimentos, previamente validado para la
poblacion mexicana (Hernandez, 1998).

A continuacion, se presenta una breve descripcion del procedimiento descrito en
extenso en las Tesis de Lépez, 2022 y Hernandez, 2022. El promedio de la ingesta
diaria de energia y nutrientes se calculé mediante el software del Sistema de
Evaluacion de Habitos Nutricionales e Ingesta de Nutrientes. Los gramos de
proteinas, carbohidratos y diferentes tipos de grasas consumidos diariamente
(grasa vegetal y animal), se convirtieron en kilocalorias utilizando el factor de
Atwater correspondiente (OMS, 1975). De esta forma, el consumo de cada
macronutriente se expresé como porcentaje de la ingesta energética diaria. La
ingesta total de fibra dietaria se presenta en gramos por 1,000 kilocalorias, para
reducir la variacion por las diferencias en la ingesta del contenido energético total

entre individuos.

3. Evaluacién antropométrica y bioquimica

El IMC se calcul6 dividiendo el peso en kg entre la estatura en metros elevada al
cuadrado (m?) (OMS, 2023). La concentracion sérica de glucosa, triglicéridos,
colesterol total y lipoproteinas de alta densidad (c-HDL), se determind en una
muestra de sangre periférica obtenida después de 8 a 12 horas de ayuno nocturno.
Para las muestras captadas como parte de la cohorte del IMSS, las determinaciones
bioquimicas se realizaron mediante procedimientos enzimaticos en equipos

automatizados (Denova, 2016; Moran et al., 2017).
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4. Recoleccién de muestras de materia fecal

Debido a que la muestra de materia fecal se recolect6 por cada participante en su
domicilio, se le proporcionaron los materiales requeridos para ello. Las muestras se
mantuvieron en una cadena de frio y una alicuota de aproximadamente 200 mg se

almacend a -70 °C, para su posterior procesamiento.
5. Establecimiento de los grupos de estudio

Las 133 mujeres participantes forman parte de un estudio con base poblacional y
fueron seleccionadas de acuerdo a la disponibilidad de una muestra de materia fecal
para el andlisis. De estas mujeres 92 presentaron normoglucemia (controles), 21
tuvieron prediabetes y 20 con DT2. Esta distribucion de casos y controles mantiene
la prevalencia reportada en mujeres mexicanas (Basto et al., 2023). Cada grupo fue
definido con base en la concentracion de glucosa sérica (OMS, 2006): grupo control
<100 mg/dL, grupo con prediabetes > 110 mg/dL y < 126 mg/dL y para el grupo con
DT2, se considerd una concentracion de glucosa >126 mg/dL o diagndstico previo

de la enfermedad.
A continuacion, se describen los criterios utilizados:

Criterios de inclusién: Para todos los grupos se incluyeron mujeres mayores de 18

anos, las cuales fueron clasificadas con base en las concentraciones séricas de
glucosa previamente mencionadas para cada grupo.

Criterios de exclusién: Uso de antibioticos en los tres meses previos al estudio; asi

como de medicamentos hipoglucemiantes, excepto para las pacientes con DT2.
Presentar concentraciones séricas de glucosa en ayuno >100 mg/dL y <110 mg/dL.

Criterios de eliminacion: Ingesta energética diaria menor a 500 kcal o mayor a 5,000

kcal; asi como haber obtenido un numero <10,000 de lecturas en la secuenciacion

de la region analizada del gen rRNA 16S.
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CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA BACTERIANA INTESTINAL
1. Extraccion de DNA de la muestra de materia fecal

Para homogeneizar las muestras de materia fecal se realiz6 un procedimiento inicial
de lisis mecanica en el equipo FastPrep (MP Biomedicals). Para la obtencién de
DNA de las muestras de materia fecal se utilizaron dos estuches comerciales,
ambos fabricados por la empresa Qiagen Inc.: DNA Stool Mini Kit para las
participantes del Hospital Infantil de México y Power Fecal Kit para la cohorte de
Trabajadoras del IMSS. El procedimiento completo se encuentra descrito en el
Anexo A. El DNA obtenido se eluy6 en 200 pL de agua grado biologia molecular y
su concentracion se determind por espectrofotometria con el instrumento Nanodrop
2000c (Thermo Fisher). Las alicuotas de DNA se almacenaron a -20 °C hasta su

posterior utilizacion.
2. Secuenciacion del gen rRNA 16S

Como se describe en un trabajo de Tesis de Maestria de Lopez, 2022, se evaluaron
las regiones variables V4 y V3-V4 del gen rRNA 16S, debido a que la poblacion de
este trabajo pertenece a dos estudios previos que se realizaron en distintas fechas.
Sin embargo, para descartar sesgos atribuibles a la region secuenciada, se
compararon datos de secuenciacion para las dos regiones V3-V4 y para la region
V4. En dicha comparacion no se observaron diferencias significativas en los analisis
de diversidad y taxonomia, por lo que se decidio trabajar solamente con la region
V4 con el objetivo de que todas las muestras fueran comparables. Para la
amplificacion de la region hipervariable V4 se usaron los oligonucleétidos 515F y
806R (Lopez, 2022) en la poblacion de trabajadoras del IMSS. Con este
procedimiento se analizaron las muestras de 84 mujeres controles, 14 con
prediabetes y 14 con DT2. Adicionalmente, en la poblacion captada del Hospital
Infantil de México, el DNA de la muestra fecal de 8 mujeres controles, 7 con
prediabetes y 6 con DT2, se amplificé usando oligonucleétidos para la region V3-V4
del gen rRNA 16S, siguiendo el protocolo para la preparacién de bibliotecas de
lllumina (lllumina, 2013). En ambos procedimientos se realiz6 la amplificacion por

PCR con 100 ng de DNA, pero utilizando los diferentes oligonucleétidos
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mencionados. La presencia y tamafo de los amplificados fue corroborada mediante

una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Las bibliotecas resultantes fueron purificadas con perlas Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter) y su concentracion se determind en un fluorometro Qubit 2.0
(Invitrogen). Posteriormente, se realizO una mezcla equimolar con todos los
amplicones. La secuenciacion se realizé en la Unidad de Secuenciacion del Instituto

Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) con la plataforma MiSeq (lllumina).
3. Procesamiento de secuencias del gen rRNA 16s

El procesamiento de secuencias se realiz6 como se describi6é previamente en la
Tesis de Lopez, (2022) y de Hernandez, (2022), utilizando el programa QIIME2
(Bolyen et al., 2019). Para los andlisis bioinformaticos se utilizo unicamente la
secuencia de 220 pares de bases de la region V4 compartida en los dos ensayos

de amplificacion realizados.

Previo a la obtencion de las Variantes de Secuencia de Amplicon (ASV) se
corrigieron los errores de secuenciacion con el complemento DADA2 (Callahan,
2016). Posteriormente, las ASV se agruparon en unidades taxondmicas operativas
(OTU) con una identidad del 97 %, utilizando como referencia la base de datos
SILVA (v.132). Finalmente, las muestras se estandarizaron por rarefaccion a una

profundidad de 10, 000 lecturas de alta calidad.

4. Procesamiento de datos

a. Analisis bioinformatico

La tabla de abundancia de OTUs y el arbol de filogenia se exportaron a la plataforma
de RStudio (v. 4.1.1), utilizando el paquete Phyloseq (v1.38.0) (McMurdie y Holmes,
2013). Para estimar la riqgueza de géneros microbianos se realizaron
determinaciones de la diversidad alfa, la cual indica el nimero de especies
diferentes encontradas en una comunidad. Se evaluaron los indices de diversidad
alfa mas utilizados, incluyendo el numero de OTUs observadas, el indice Chaol que

indica la rigueza de especies encontradas en una muestra, el indice Shannon y el
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indice de Simpson, que consideran tanto la rigueza como la abundancia de especies

microbianas (Kim et al., 2017)

En cuanto a la estimacion de la diversidad beta, se utilizaron métricas de distancia
UniFrac ponderadas y no ponderadas. La diversidad beta determina la
heterogeneidad considerada a través del cambio en la diversidad de especies entre
dos comunidades (Ferriol y Merle, 2012). El analisis de varianza multivariante
permutacional (PERMANOVA) fue usado para probar las diferencias en la
diversidad beta entre grupos, usando el paquete Vegan (v2.5.7) y aplicando la

funcion adonis con 9999 permutaciones (Oksanen, 2023).

Para evaluar las diferencias en la composicién microbiana a nivel de género entre
los casos con DT2, prediabetes y las mujeres controles, se realizé un analisis del
tamano del efecto del discriminante lineal (LefSe), mediante el servidor en linea de
Galaxy Hutlab (Segata et al., 2011). Este analisis permite obtener el tamafio del
efecto; una puntuacion del andlisis discriminante lineal (LDA) mayor a 2.0 y un valor
de p<0.05 se consideré estadisticamente significativo. El efecto confusor del IMC
sobre la asociacion de la abundancia relativa de géneros bacterianos con la
presencia de IG o DT2, se evalu6 mediante un modelo lineal de asociacion
multivariable (MaAsLin2; Rahnavard et al., 2021).

b. Andlisis estadisticos

Para la comparacion de las caracteristicas de los grupos de estudio (datos clinicos,
antropomeétricos y dietarios) se utilizé el programa estadistico SPSS v.24.0 (IBM
Corp., 2016). La normalidad en la distribucion de los datos se evalué con las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk. Para aquellos pardmetros que no
mostraron una distribucion normal, se utilizaron las pruebas no paramétricas de U
de Mann-Whitney para comparar dos muestras independientes o la prueba de
Kruskal Wallis para comparar tres grupos. Las pruebas aplicadas a datos con
distribucion normal fueron t-Student y la prueba ANOVA (post hoc de Tukey para
los datos con varianzas iguales y T3 de Dunnet para los datos que no presentaron

varianzas iguales). El valor para establecer diferencias significativas fue p<0.05.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas antropomeétricas, bioquimicas y nutricionales

El estudio incluyé 133 mujeres adultas, de las cuales 92 fueron controles
normoglucémicos, 21 con prediabetes y 20 con DT2 (Tabla 1). Las mujeres con
prediabetes o DT2 mostraron un IMC y concentraciones de triglicéridos
significativamente mayores que los observados en las mujeres controles. Debido a
gue el uso de metformina fue un criterio de exclusion para los grupos control y con
prediabetes, solamente el grupo de DT2 presentd el uso de este hipoglucemiante
(45%).

Aunque no se observaron diferencias significativas en el consumo de
macronutrientes, la ingesta de fibra dietaria fue mayor en mujeres con DT2,
comparada con los grupos control y prediabetes; aunque sin alcanzar diferencias

significativas (p=0.077).
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, bioquimicas y dietarias de los

grupos de estudio.

Parametros Total Control Prediabetes Diabetes tipo p
[n=133] [n=92] [n=21] 2
[n=20]
Edad (afios) 60.4+10.9 | 59.7+10.7 62+11.9 61.8+11 0.569
Peso (Kg) 62.6 (54 — 59.1 (51.6— | 75.8(63.9-86.5) 70.4 (61.1 - <0.001
73.1) 68.3) @ b 89.9)
IMC (Kg/m?2) 26.6(23.2— | 254(229- | 31.1(282-36.8) = 32.5(23.6— <0.001
30.4) 27.5)2 b 36.7)°
Glucosa 95 (88 — 110) 91.5 (86 — 117 (111 -120)® 151 (104 - <0.001
(mg/dL) 96) @ 211)°
Colesterol total 200 (174 - 204 (178.5—- | 190 (153.5 — 251) 194 (167.8 — 0.628
(mg/dL) 225) 224.8) 221)
Triglicéridos 138 (105—- | 133(102.3— | 175(126.5—209) = 166.5 (125 — 0.021
(mg/dL) 195) 179)2 b 226.5)b
C-HDL (mg/dL) 51.2 (42.6 — | 52.1(44.6— | 48.7(36.9—-63) 48.1 (42.5— 0.275
60.5) 61) 56.6)
Metformina 9 (6.8%) 0 (0%)? 0 (0%) 2 9 (45%)® <0.001
n(%)
Kcal (kcal/dia) 1539.8 1520 (1188.8 1607 (1034.1 - 1689 (1373 — 0.434
(1211.1 - —1873.6) 2146.5) 2128.3)
1997.3)
Carbohidratos 64.3(59.2— | 64.9(59.8— | 62.3(59.1-66.4) 63.3 (57.6 — 0.495
(%/dia) 69.2) 69.2) 71.1)
Fibra dietaria 15.5(12.6 - | 15.6(12.7- | 15.3(11.9-17.7) 16.4 (13- 0.077
(9/1000 kcal) 19.3) 19.1) 22.1)
Proteina (%/dia) 13.1(11.4- | 13.1(11.4- | 13.1(11.6-14.9) 13 (104 - 0.585
14.7) 14.8) 14.5)
Grasa animal 11.4 (8.9 - 11.2 (8.9 - 13.6 (10.9 - 18.0) 10.4 (5.7 - 0.156
(%/dia) 15.6) 15.6) 15.1)
Grasa vegetal 10.1 (7.8 - 9.8 (7.7 - 10 (7.3-13.8) 12 (9.2 -13.3) 0.116
(%/dia) 12.6) 12.4)

Los valores con distribucion normal son presentados como la Media = Desviacion
Estandar (DE), mientras que los que no presentan esta distribucion se reportan
como mediana (Rango intercuartil). Las letras compartidas de los superindices o la
ausencia de las mismas, indican que no hubo diferencias significativas entre pares
de grupos.
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2. Andlisis de Diversidad de la Comunidad Bacteriana

La rigueza microbiana se estimo a través de la diversidad alfa, mediante el nimero
de OTUs observado y los indices de Shannon, Chaol y Simpson. De manera
interesante, la diversidad microbiana disminuy6 en presencia de prediabetes y DT2,
aunque esta disminucién solo fue significativa para las OTUs observadas y los
indices de diversidad de Chaol y Shannon, al comparar las mujeres con DT2 con

el grupo control (Figura 6).

En contraste, el analisis ponderado y no ponderado para estimar la diversidad beta,
no presenté diferencias significativas al comparar los tres grupos de estudio (Tabla
2).
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Figura 6. Estimaciones de la diversidad alfa bacteriana por grupos de estudio.
En la parte superior se presentan los indices de diversidad y los valores de p para
las distintas comparaciones.
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Tabla 2. Comparaciones de la diversidad beta entre los grupos de estudio.

Comparacién Andlisis R? p
Control- Prediabetes Ponderado 0.1632 0.0631
No Ponderado 0.1091 0.2660
Control- Diabetes Ponderado 0.1920 0.0728
No Ponderado 0.0970 0.3122
Prediabetes- Diabetes Ponderado 0.1705 0.0699
No Ponderado 0.0952 0.3671

Se consider6 un resultado significativo cuando p<0.05 mediante un PERMANOVA.

3. Géneros de la microbiota intestinal enriquecidos en los distintos

grupos de estudio
3.1 Comparacion entre el grupo con prediabetes y controles

La comparacion en el analisis de LEfSe entre los grupos control y prediabetes
permitio identificar 13 géneros con un puntaje LDA>2, de los cuales Sphingobium,
Sphingobacterium, Mycobacterium, Acidaminococcus Yy Paenclostridium se
encontraron incrementados en las mujeres con prediabetes; mientras que los
géneros aumentados en los controles fueron Eubacterium ventriosum group,
Oscillibacter, Odoribacter, Eubacterium xylanophilum group, Ruminococcaceae
UCG 013, Paraprevotella, Ruminococcaceae UCG 014 y Akkermansia (Figura 7).
Ademas, la abundancia de los distintos niveles taxondmicos a los que pertenece el
género Akkermansia (phyla Verrucromicrobia), también presentaron un incremento

en las mujeres con normoglucemia (Figura suplementaria 1).
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Figura 7. Bacterias diferenciadas entre sujetos con prediabetes y el grupo
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3.2 Comparacion entre el grupo con diabetes y controles

La comparacion taxonémica entre el grupo de mujeres con DT2 y controles
normoglucémicos identificd 20 géneros con una abundancia relativa incrementada
(LDA>2). De estos, GCA 900066225 y Corynebacterium 1, del phylum
Corinebacteria; asi como Cerasicoccus, perteneciente al phylum Verrucomicrobia,
fueron los Unicos géneros que se encontraron aumentados en el grupo con DT2,
mientras que en las mujeres del grupo control se observé un incremento en 17
géneros del phylum Firmicutes: Lachnospiraceae NK4B4 group, Family XIll AD3011
group, Eubacterium ventriosum group, Ruminococaceae UCG 013, Anaerostipes,
Ruminococaceae UCG 003, Eubacterium xylanophilum group, Lachnospiraceae
UCG 001, Lachnospiraceae UCG 003, Coprococcus2, Ruminoclostridium 6,
Lachnospiraceae = NK4A136, Roseburia, Faecalibacterium, Lachnospira,
Lactococcus y Erysipelotrichaceae UCG 003 (Figura 8). De manera interesante,
estos dos ultimos géneros fueron los Unicos que no pertenecieron al orden

Clostridiales (Figura suplementaria 2).
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3.3 Comparacion entre el grupo con prediabetes y DT2

La comparacién de la microbiota entre mujeres con prediabetes y con DT2 identifico
siete géneros diferenciados. En las mujeres con prediabetes se encontr6 un
incremento en los géneros Prevotella 9, Prevotella, Coprococcus 2, Lactococcus y
Lachnospiraceae UCG 003, mientras que las mujeres con DT2 presentaron
aumentados Odoribacter y Akkermansia. De manera interesante, al igual que en la
comparaciéon del grupo control con prediabetes, se observdé un aumento en los
distintos niveles taxonomicos a los que pertenece Akkermansia (phylum
Verrucomicrobia, clase Verrucomicrobiae, orden Verrucomicrobiales y familia

Akkermansiaceae) (Figura 9).
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Figura 9. Bacterias diferenciadas entre sujetos con diabetes y el grupo con
prediabetes a distintos niveles taxondmicos. Etiquetas de la clasificacion
taxonomica: p=phylum, c=clase, o=orden, f=familia, g=género. LDA= Analisis
discriminante lineal.
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4. Géneros bacterianos incrementados en al menos dos grupos de
estudio

De los 32 géneros identificados en los comparativos entre los tres grupos de
estudios (Tabla suplementaria A), 5 se encontraron significativamente diferenciados
en mas de una comparacion en el analisis de LEfSe: Lactococcus, Coprococcus2,
Lachnospiraceae UCG 003, Akkermansia y Odoribacter (Tabla 3).

Tabla 3. Géneros bacterianos enriquecidos en dos comparaciones.

GENERO CONTROL PREDIABETES DIABETES
Lactococcus T (vs. DT2) T (vs. DT2)
Lachnospiraceae UCG 003 T (vs. DT2) T (vs. DT2)
Coprococcus 2 T (vs. DT2) T (vs. DT2)
Odoribacter T (vs. Prediabetes) T (vs. Prediabetes)
Akkermansia T (vs. Prediabetes) T (vs. Prediabetes)

T La flecha indica el género incrementado y dentro del paréntesis se
indica el grupo con el que se comparo.

Los géneros Akkermansia y Odoribacter tuvieron un comportamiento similar,
mostrando una abundancia relativa significativamente mayor en el grupo control y

en el de mujeres con DT2, comparados con el grupo con prediabetes (Figura 10).
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Figura 10. Abundancia relativa de Ilos géneros incrementados
significativamente en los grupos Control y DT2 comparados con el grupo con
prediabetes. En el grafico se presentan las medianas y los rangos intercuartiles de
las abundancias relativas de los géneros bacterianos correspondientes.

(*) = Diferencia significativa en la comparacién entre dos grupos de estudio.
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Por otro lado, los géneros Lactococcus, Lachnospiraceae UCG 003 y Coprococcus
2 fueron significativamente mas abundantes en mujeres control y con prediabetes,

en comparacion con el grupo con DT2 (Figura 11).
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Figura 11. Comparacién de géneros diferencialmente abundantes en los
grupos Control y Prediabetes comparados con el grupo DT2.

En el grafico se presentan las medianas y los rangos intercuartiles de las
abundancias relativas de los géneros bacterianos correspondientes.

(*)= Diferencia significativa en la comparacion entre dos grupos de estudio.
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Debido a que el grupo control presentd un IMC significativamente menor respecto a
los grupos con prediabetes y DT2, se decidié ajustar los resultados para esta
variable. De manera notable, solo el enriquecimiento de Odoribacter y Akkermansia
permanecio significativo después de ajustar para el IMC (comparacién controles
contra prediabetes, p<0.05), sugiriendo que la asociacion de los otros géneros

bacterianos con la prediabetes y/o la diabetes estd mediada por el IMC.

Es de llamar la atenciébn que, de los 5 géneros descritos anteriormente,
Lachnospiraceae UCG 003 y Lactococcus estuvieron presentes en menos del 50%
del total de las mujeres incluidas en el estudio (39.8 y 18.8%, respectivamente).
Debido a la baja frecuencia de estos géneros y a su enriquecimiento en los grupos
control y prediabetes al compararlos con DT2, se evaluo si la ausencia de
Lachnospiraceae UCG 003y Lactococcus estaba asociada con la DT2, encontrando
gue la presencia de estas bacterias fue significativamente menor en el grupo con
diabetes. De manera interesante, Lactococcus estuvo ausente en el 100% de las

mujeres con esta enfermedad (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de géneros bacterianos asociados con diabetes.

Género Control Prediabetes Diabetes Valor-p
(n=92) (n=21) (n=20)
P/A %P P/A %P P/A | %P Control- Control- | Prediabetes-
Prediabetes DT2 DT2
Lactococcus 20/72 | 21.7% | 5/16 | 23.8% | 0/20 | 0% 1 0.021 0.048
Lachnospiraceae | 41/51 | 44.6% | 9/12 | 42.9% | 3/17 | 15% 1 0.021 0.085
UCG 003

P=Presencia; A=Ausencia; (%P) Porcentaje de personas con presencia del género
bacteriano.
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DISCUSION

La DT2 es una enfermedad metabdlica influenciada por diferentes factores
genéticos y ambientales (DeFronzo et al., 2015). Dentro de estos ultimos, el estudio
de la microbiota intestinal ha cobrado relevancia en los dltimos afios. Por ello,
diversos estudios realizados principalmente en poblaciones de origen europeo, han
evaluado los cambios que se presentan en la composicién microbiana en presencia
de alteraciones en el metabolismo de carbohidratos (Ruuskanen et al., 2022; Wu et
al., 2020; Pedersen et al., 2016). Aunque estos estudios no han reportado un perfil
taxonémico compartido, si han mostrado un alto grado de redundancia funcional
(presencia de bacterias de diferentes géneros que realizan la misma funcién). Por
ejemplo, diversos trabajos han reportado el incremento en bacterias patégenas
oportunistas en personas con DT2 (Lambeth et al., 2015; Qin et al., 2012); asi como
la disminucién de distintos géneros de bacterias productoras de butirato (Forslund
et al. 2015; Zhang et al., 2018; Sedighi et al., 2017). Sin embargo, ain son pocos
los trabajos que han evaluado la microbiota intestinal relacionada con la progresion
de la DT2 en poblacion mexicana (Chéavez et al., 2020; Diener et al., 2021), por lo
gue estudios como el presentado en esta tesis podrian contribuir a evaluar si existe

un perfil compartido de microbiota intestinal en mujeres mexicanas con DT2.

En el presente trabajo se encontraron diferencias significativas en el IMC y las
concentraciones séricas de triglicéridos (TG), observando valores incrementados en
estos parametros en mujeres con prediabetes y DT2, respecto al grupo control.
Existen reportes que establecen que el aumento en las concentraciones de
triglicéridos, asi como el sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para
desarrollar DT2 (DeFronzo et al., 2015). EI aumento en el tejido adiposo altera el
metabolismo de la glucosa mediante la liberacion de adipocinas, factores
proinflamatorios, ROS y AGL (Klein et al., 2021; Ahmed et al., 2021). Asimismo,
diversos estudios han reportado que el incremento en las concentraciones de TG
esta relacionado con el desarrollo de Rl (Kang et al., 2017; Ahmad et al., 2017).
Ademas, en nuestro estudio, ambos grupos (prediabetes y DT2) mostraron

concentraciones de TG elevados y concentraciones bajas de c-HDL, comparados
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con el grupo control, aunque sin alcanzar diferencias significativas. Estas
alteraciones lipidicas son caracteristicas de la dislipidemia aterogénica, descrita
como un desorden en el que se presentan concentraciones anormales de lipidos

y/o lipoproteinas en circulacion (Lépez, 2022).

En este estudio también se identificaron cambios en la microbiota asociados con la
presencia de prediabetes y DT2. De manera interesante, los sujetos con DT2
presentaron una disminucién en la diversidad alfa, comparados con los sujetos con
prediabetes o con normoglucemia, aungue solo la comparacién con este ultimo fue
significativa. Dicho comportamiento es consistente con estudios realizados en
diversas poblaciones (Wu et al., 2020; Huang et al., 2022), incluyendo un estudio
previo en poblacion mexicana (Chavez et al., 2020). Es de llamar la atencion, que
en el presente estudio la disminucion de la diversidad alfa se observé desde
prediabetes, mientras que en el estudio de Chavez y cols, (2020) realizado también
en poblacion mexicana, los sujetos con prediabetes no presentaron disminucidén en
la diversidad. Esta aparente inconsistencia podria deberse al uso de diferentes
definiciones de prediabetes y diferencias en adiposidad. En nuestro trabajo se
incluyeron sujetos con prediabetes que tuvieron concentraciones de glucosa entre
110 y 125 mg/dL (diagnéstico sugerido por la OMS) y una media de IMC de 31.1
kg/m?, mientras que en el estudio de Chavez y cols. (2020), la prediabetes fue
definida por glucosa sérica en ayuno entre 100 y 125 mg/dL (diagndstico de la
Asociacion Americana de Diabetes) y con un IMC menor al presentado por las
participantes de este trabajo (28.4 kg/m?). La proximidad en las concentraciones de
glucosa e IMC similares entre los grupos con prediabetes y controles del estudio de
Chavez y cols. (2020), puede explicar al menos en parte, la falta de diferencias en

la diversidad alfa observada entre estos dos grupos.

A diferencia de lo observado en diversos estudios, donde se presenta una mayor
diversidad alfa en pacientes con DT2 tratados con metformina (Chavez et al., 2020;
De la Cuesta et al., 2017), en el presente trabajo no se observaron diferencias en la
diversidad alfa al estratificar por el uso de este farmaco, lo cual puede deberse al

namero reducido de sujetos con DT2 y tratamiento con metformina (n=9; Figura
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suplementaria 3). Aunado a ello, los analisis de diversidad beta, no presentaron
diferencias entre el grupo control y con prediabetes, esto es consistente con lo
observado en otros trabajos que comparan los fenotipos mencionados (Gaike et al.,
2020; Chavez et al., 2020). Ademas, en nuestro estudio tampoco se identificaron
cambios al comparar el grupo control con los sujetos con DT2, incluso al estratificar
por uso de metformina. En contraste, una menor diversidad beta ha sido presentada
en sujetos con diabetes sin tratamiento hipoglucemiante (Gaike et al., 2020; Chavez
et al., 2020).

Es de llamar la atencién que los dos estudios para la microbiota intestinal en
pacientes mexicanos con DT2 (Chavez et al.,, 2020; Diener et al., 2021), no
identificaron ningun género compartido (Tabla suplementaria B). Particularmente, el
estudio de Chavez y cols. (2020) identificé 13 géneros diferenciados entre los
sujetos controles, prediabetes o DT2, de los cuales ninguno se compartio con los
identificados en este estudio. En contraste, de los cuatro géneros relacionados con
la progresion de la diabetes en el estudio de Diener y cols. (2021), solo la
disminuciéon del género Anaerostipes en sujetos con DT2, fue consistente con los
observado en la presente tesis. De manera notable, el género Anaerostipes ha sido
asociado con un estado saludable del hospedero. Particularmente, sujetos sin DT2
de distintos grupos étnicos han mostrado una mayor abundancia de este género,
comparado con pacientes con DT2 (Arumugam et al., 2011; Doumatey et al., 2020;
Zeevi et al., 2019). El género Anaerostipes es uno de principales productores de
butirato, el cual puede ser producido a través de diferentes sustratos como fibra,
lactato y acetato (Nam et al., 2021). Debido a que el consumo de fibra no se observo
incrementado en el grupo control con mayor abundancia de Anaerostipes, se
requieren estudios para evaluar si las especies representativas de este género que
utilizan sustratos distintos a la fibra, se encuentran incrementadas en los sujetos del
grupo control. Otro de los géneros identificados en este estudio fue
Acidaminococcus, el cual también se encontré incrementado en sujetos con
prediabetes y en sujetos con DT2 de distintos grupos étnicos, particularmente de la
India (Dutta et al., 2023). Esta bacteria produce ademas de butirato, acido
sulfhidrico (H2S), el cual es un gas con efectos deletéreos para la barrera intestinal,
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relacionado con patologias como el sindrome de intestino irritable, enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa (Jumas et al., 2007; Singh et al., 2015). Ademas,
concentraciones pancreéticas elevadas de H»S pueden desencadenar la muerte de
las células beta, debido al aumento de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(zhao et al., 2021). Se requieren estudios adicionales para evaluar si la relacion del
género Acidaminococcus con la prediabetes/diabetes, es mediada por un aumento

en la concentracion de H2S.

Por otro lado, Prevotella presenté un incremento en su abundancia en mujeres con
prediabetes respecto al grupo con DT2. Se encontraron reportes de dos estudios en
poblacion latinoamericana, incluyendo mexicanos, que observaron un incremento
de la abundancia relativa de Prevotella en sujetos con prediabetes y/o en pacientes
con diabetes; aunque el incremento de este género fue significativo solamente en
poblacién de Colombia (De la Cuesta et al., 2017; Chavez et al., 2020). Prevotella
se ha asociado con la degradacion de carbohidratos y polisacaridos complejos (Wu
et al., 2011). Aunque en nuestro estudio la ingesta de carbohidratos no vario
significativamente entre los grupos, se requiere evaluar si el género Prevotella
correlaciona con la ingesta de carbohidratos. Ademas, este género se ha asociado
con la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA), los cuales
participan en el desarrollo de Rl y progresion a DT2 (Krogh et al., 2016; Newgard et
al., 2009).

Uno de los objetivos de este estudio fue identificar géneros bacterianos que
pudieran ser marcadores tempranos de la enfermedad, presentando modificaciones
desde prediabetes y permaneciendo significativamente diferenciados en la DT2. Sin
embargo, no se identificd ningln género que presentara dicho comportamiento. De
manera interesante, se observd una menor abundancia de los géneros
Lactococcus, Lachnospiraceae UCG 003 y Coprococcus 2 en el grupo de DT2,
respecto al grupo control y prediabetes. En nuestro conocimiento, no se tienen
reportes previos de una menor abundancia de Lactococcus en personas con DT2;
aunque este género se reportd disminuido en un modelo de ratas con diabetes

(Chen et al., 2020). La especie L. lactis ha sido usada como un probiético intestinal;
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particularmente estudios con subespecies especificas como lactis KF145 sefialan
gue esta bacteria esta relacionada con la reduccion del colesterol total, triglicéridos;
asi como con el incremento de c-HDL (Hassanein et al., 2013; Sroka et al., 2020).
Sin embargo, no se ha evaluado su potencial benéfico para disminuir las

alteraciones relacionadas con el metabolismo de carbohidratos.

Lachnospiraceae UCG 003 fue otro de los géneros disminuidos significativamente
en el grupo con DT2. Sin embargo, no se ha reportado este comportamiento en
otros estudios en humanos o modelos animales. No obstante, un estudio en un
modelo murino con diabetes reportd disminucion del género Lachnospiraceae UCG
001, el cual también pertenece a la familia Lachnospiraceae (Wei et al., 2018).
Distintos géneros de esta familia, incluyendo Lachnospiraceae UCG 003, son
conocidos como productores de AGCC (Wei et al., 2018; Ai et al., 2019). Se ha
reportado que el aumento en la abundancia de Lachnospiraceae UCG 003 esta
relacionado con la ingesta de probidticos, especificamente bacterias productoras de
acido lactico, las cuales tienen efectos benéficos que incluyen la modulacion del

metabolismo de lipidos y el control de obesidad (Gryaznova et al., 2022).

Coprococcus presentd una menor abundancia en mujeres con DT2, el cual también
se ha observado en pacientes de origen chino con DT2 (Huang et al., 2022).
Ademas, la especie Coprococcus eutactus se identifico disminuida en sujetos con
prediabetes (Wu et al., 2020). Aunado a ello, el género Coprococcus mostré una
abundancia relativa baja en sujetos mexicanos con dislipidemia aterogénica,
comunmente observada en sujetos con DT2 (Lopez et al., 2022). Este es otro
género perteneciente a la familia Lachnospiraceae, la cual se caracteriza por su
capacidad de producir butirato, un AGCC relacionado con beneficios para la salud,

incluyendo menor riesgo de desarrollar DT2 (Kim et al., 2022).

Finalmente, los géneros Akkermansia y Odoribacter se encontraron disminuidos
significativamente en el grupo con prediabetes, comparados con el grupo control y
con DT2. Ademas, estos dos Ultimos grupos mostraron una abundancia similar en
ambos géneros bacterianos. Akkermansia es una bacteria muy estudiada en las

enfermedades metabdlicas debido a su asociacion con la salud del huésped (Gaike
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et al., 2020). Por ello, es de llamar la atenciobn que este género no se haya
identificado en ninguno de los estudios previos en poblacién mexicana con DT2
(Chéavez et al., 2020; Diener et al., 2021). Diversos estudios han encontrado una
asociacion entre el uso del farmaco hipoglucemiante metformina, con el incremento
en la abundancia de Akkermansia (Zhang et al., 2018; De la Cuesta et al., 2017).
Ademas, en un estudio en ratones se observo que metformina restaura la barrera
intestinal al incrementar la produccion de mucinas y el namero de células
caliciformes. Las mucinas son glucoproteinas epiteliales involucradas en la
proteccion de la integridad de la mucosa intestinal, lo cual esta relacionado con el
aumento en la abundancia de Akkermansia (Haoran et al., 2021). Aunque no ha
sido completamente dilucidado el mecanismo a traves del cual metformina puede
desencadenar su efecto hipoglucemiante, se sugiere que modifica la microbiota
intestinal, incrementando Akkermansia, lo cual puede favorecer la integridad y
funcionalidad de la barrera intestinal, la reduccion de los niveles de LPS, el
aumento de AGCC y la regulacion del metabolismo de los &cidos biliares (Zhang,
2018). Por ello, en estudios futuros se requiere incluir un namero mayor de
pacientes con DT2 tratados con este farmaco, lo que podria ayudar a definir si el
incremento en la abundancia de Akkermansia, observado en los pacientes con DT2,
se debe al uso de este medicamento. El género Odoribacter mostré un
comportamiento similar al de Akkermansia. Ademas, de manera conjunta con
Akkermansia, este género se ha asociado con beneficios metabdlicos para la salud
(Lim et al., 2017; Brahe et al., 2015). En un estudio de mujeres postmenopausicas
con obesidad se encontré que tanto Akkermansia como Odoribacter se asociaron
con un perfil de lipidos saludable (Brahe et al., 2015). Estos dos géneros se han

observado disminuidos en individuos sin sindrome metabdlico (Lim et al., 2017).

En conclusidn, este estudio identificd una menor diversidad en la composicion de la
microbiota intestinal y disminucién de la abundancia de géneros bacterianos
productores de AGCC, particularmente en mujeres con DT2. Estos géneros podrian
estar relacionados con la salud metabdlica, a través del mantenimiento de la

integridad de la barrera intestinal y una menor resistencia a la insulina.
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PERSPECTIVAS

Debido a que las posibles rutas metabdlicas en las que se involucra la
microbiota intestinal de este estudio no fueron evaluadas mediante el uso de
herramientas bioinforméticas, es necesario realizar andlisis de prediccion
funcional y la determinacion de metabolitos de origen bacteriano, como los
AGCC.

Se requiere que en estudios futuros se incluya un nimero mayor de pacientes
con DT2 tratados con metformina, para poder definir si el incremento en la
abundancia de géneros como Akkermansia en pacientes con DT2, se debe
al uso de este medicamento.

Finalmente, se requiere evaluar la participacion de la microbiota intestinal en
una poblacion de hombres con alteraciones en el metabolismo de

carbohidratos.
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ANEXO

Anexo A. Procedimiento para "DNA stool mini kit (Qiagen)”
1. Pesar 180 - 220 mg de materia fecal y colocar en tubo de 2 mL.
NOTA: si se utilizan muestras congeladas, evitar descongelacién hasta que el buffer
ASL sea afadido, para evitar degradacion de DNA. Resto de pasos, se realizan a

temperatura ambiente.

2. Anadir 1.4 mL de amortiguador ASL y colocar en vértex 1 minuto (o hasta que la

muestra esté completamente homogeneizada).

NOTA: verificar que amortiguador ASL no tenga formacién de cristales; si es asi,

calentar hasta homogeneizarlos.
3. Calentar en termoblock a 95°C por 5 minutos.

4. Homogeneizar en vortex 15 segundos y centrifugar 1 minuto a maxima velocidad
(24x49).

5. Anadir tableta INHIBITEX y agitar 1 minuto en vortex (o hasta que pastilla se haya

desintegrado).

6. Transferir 1.2 mL de sobrenadante a nuevo tubo de 2 mL (desechar pellet).
NOTA: cortar individualmente el blister para evitar contaminacion cruzada.

7. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

8. Centrifugar 3 minutos a maxima velocidad.

9. Transferir todo el sobrenadante a nuevo tubo de 1.5 mL (desechar el pellet).
10. Centrifugar 3 minutos a maxima velocidad.

11. Pipetear 15 pl de proteinasa K en nuevo tubo de 1.5 mL.

12. Agregar a la proteinasa K, 200 uL del sobrenadante del paso 10.

13. Afnadir 200 yuL de amortiguador AL y agitar en vortex por 15 segundos hasta

formar solucion homogénea.
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NOTA: realizar la adicién de los reactivos y la muestra en ese orden; de otra forma,

se reduce el rendimiento de la extraccion.

14. Incubar en termoblock a 70°C por 30 minutos.

15. Centrifugar un "push” (3000 rpm) para bajar gotas de la tapa.

16. Afiadir 200 pL de etanol (96-100%) al lisado y mezclar en vortex.

17. Centrifugar un "push” para bajar gotas de la tapa.

NOTA: si después de este paso se tiene un pellet, es necesario resuspenderlo.
18. Etiquetar tapa de columna y colocar en tubo de recoleccion de 2 mL.

19. Transferir contenido de paso 16 a la columna, sin humedecer el borde.

20. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

21. Colocar la columna en nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y desechar tubo que

contiene el filtrado.

NOTA: cerrar la columna para evitar la formacion de aerosol durante la
centrifugacion. Si después de la centrifugacion el lisado no ha pasado

completamente, volver a centrifugar hasta que la columna quede vacia.
22. Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 500 yL de amortiguador AW1.
23. Cerrar tapa y centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

24. Colocar la columna en nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y desechar tubo que

contiene el filtrado.
25. Abrir cuidadosamente la columna y afadir 500 ul de buffer AW2.
26. Cerrar tapa y centrifugar 3 minutos a maxima velocidad.

27. Colocar la columna en nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y desechar tubo que

contiene el filtrado.

28. Cerrar tapa y centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.
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29. Colocar la columna en nuevo tubo de 1.5 mL etiquetado.

30. Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 200 yL de amortiguador AE

directamente en la membrana.
31. Cerrar la tapa e incubar minuto a temperatura ambiente.

32. Centrifugar a maxima velocidad 1 minuto para eluir el DNA.
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Figura suplementaria 1. Cladograma de la microbiota representativa en la
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estratificando por uso de metformina.
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Tabla suplementaria A. Géneros bacterianos que mostraron incremento
diferencial en la abundancia relativa al compararse entre los grupos de
estudio.

1: género incrementado en el grupo de la columna correspondiente.

( ): Grupo contra el que se encontré6 aumentado; a=control, b=prediabetes,

c=diabetes.
GENERO CONTROL | PREDIABETES | DIABETES
Eubacterium T (b, o)
ventriosum group
Oscillibacter T (b)
Odoribacter T (b) T (b)
Eubacterium T (b, o)
xylanophilum
group
Ruminococcaceae | T (b, c)
UCG 013
Paraprevotella T (b)
Ruminococcaceae | T (b)
UCG 014
Akkermansia T (b) T (b)
Sphingobium T (a)
Sphingobacterium T (a)
Mycobacterium T (a)
Acidaminococcus T (a)
Paenclostridium T (a)
Corynebacterium 1 T (a)
Cerasicoccus T (a)
GCA_900066225 T (a)
Lachnospiraceae T (c)
NK4B4 group
Family XIll AD3011 | T (c)

group
Ruminococcaceae | T (c)

UCG 003

Lactococcus T (c) T (0
Erysipelotrichaceae | 1 (c)

UCGO003

Anaerostipes T ()
Lachnospiraceae T (0)

UCG 001

Lachnospiraceae T (c) T ()
UCG 003

Coprococcus 2 T (c) T (0
Ruminoclostridium | T (c)

6

Lachnospiraceae T (0

NK4A136

Roseburia T (0
Faecalibacterium T ()
Lachnospira T (c)

Prevotella 9 T (c)
Prevotella T (c)
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Tabla suplementaria B. Comparacidn entre estudios previos en la progresion

de DT2 en poblacién mexicana.

Caracteristicas

Chéavez et al., 2020

Diener et al., 2021

Presente estudio

Lugar de origen
de los
participantes
Poblacién (n,
%M)

Definicion del
diagnostico de
prediabetes

Diversidad alfa

Diversidad beta

Bacterias
incrementadas
en el grupo
control

Bacterias
incrementadas
en prediabetes

Bacterias
incrementadas
en DT2

Ciudad de México

n= 217, 65.9%

%HbAlc: 5.7 - 6.4%
Concentracion sérica de
glucosa en ayuno: 100-
125 mg/dL

{ Grupo DT2 sin
Metformina

Diferencias entre
distintos comparativos
entre grupo control,

prediabetes y DT2.

Betaproteobacteria,
Burkholderiales,
Alcaligenaceae.

Suterella,
Comamonadaceae

Suterella, Acidobacteria,
Pelomonas,
Acidobacteriales,
Koribacteraceae,
Bacteroidia,
Bacteroidales,
Roseburia, Oscillospira.

Guanajuato

n=430, 71.6%

Concentracion de
glucosa en ayuno: 100-
125 mg/dL; o alteracion
en la prueba de
tolerancia oral a la
glucosa.

No se reporta por grupos

No se
andlisis.

reporta este

Anaerostipes, Blautia,
Intestinibacter,
Romboutsia

Escherichia/Shigella,
Veillonella

Escherichia/Shigella,
Veillonella

Ciudad de México

n=133, 100%

Concentracion de glucosa en
ayuno: 110-125 mg/dL

J Grupo DT2

Sin  diferencias
entre los grupos.

significativas

Eubacterium ventriosum group,
Ocillibacter, Odoribacter,
Eubacterium xylanophilum
group,

Ruminococcaceae UCG 013,
Paraprevotella,
Ruminococcaceae UCG 014,
Akkermansia, Lachnospiraceae
NK4B4 group, Family Xl
AD3011 group,
Ruminococcaceae UCG 003,
Lactococcus,
Erysipelotrichaceae UCGO003,
Anaerostipes, Lachnospiraceae
UCG 001, Lachnospiraceae
UCG 003, Coprococcus 2,
Ruminoclostridium 6,
Lachnospiraceae NK4A136,
Roseburia, Faecalibacterium,
Lachnospira.

Sphingobium Sphingobacterium
Mycobacterium
Acidaminococcus
Paenclostridium, Lactococcus,
Lachnospiraceae UCG 003,
Coprococcus 2, Prevotella 9,
Prevotella.

Odoribacter, Akkermansia,
Corynebacterium 1,
Cerasicoccus,
GCA_900066225.
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