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Abreviaturas

> Mayor o igual que

< Menor que

% Porcentaje

+ Mas menos

a Alfa

B Beta

o Sigma

uL Microlitro

uM Micromol

pUl/mL Micro unidades internacionales sobre mililitros

°C Grados centigrados

2h Dos horas

8h Ocho horas

ADN Acido desoxirribonucleico,

AMPCc Adenosin monofosfato ciclico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosomal

ASV Variantes de secuencias de amplicones

AUC Area under the curve

dAUC Daytime area under the curve

nAUC Nighttime area under the curve

tAUC Total area under the curve

BMI Body mass index

c-HDL Colesterol de lipoproteinas de alta densidad

c-LDL Colesterol de lipoproteina de baja densidad

cm Centimetros

cm? Centimetros cubicos

CONGA continuous overall net glycemic action

CT Colesterol total

CTOG Curva de tolerancia a la glucosa

CVv Coeficiente de variaciéon

DADA2 Amplicones divisivos 2

DE Desviacion estandar

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Enzimoinmunoanalisis de adsorcién

FMOC Cloroformiato 9-Fluorenilmetil
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GIP Polipéptido intestinal gastrico
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GPR41/43 Receptores acoplados a proteina G

HCL Acido clorhidrico

HbAlc Hemoglobina glucosilada

HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia
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Resumen

Una concentracion de glucosa posprandial de 2 horas superior a 140 mg/dL se
asocia a un mayor riesgo de diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular. Una curva
de tolerancia a la glucosa es el método mas utilizado para detectar la prediabetes o
la diabetes tipo 2; sin embargo, su uso en la préctica clinica es limitado debido al
periodo de medicion de la prueba. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la
disglucemia, mediante una evaluacion prondstica de la composicion corporal,
parametros bioquimicos y clinicos como predictores de una glucemia posprandial
anormal de 2 h. Los participantes se sometieron a una exploracion fisica en la que
se obtuvieron sus medidas antropométricas y se tomd una muestra de sangre para
andlisis bioguimicos y hormonales. Todos los pacientes se sometieron a una curva
de tolerancia oral a la glucosa de 75 g tras 8 h de ayuno, y se midieron los niveles
de glucosa e insulina. Los resultados se compararon estadisticamente dividiendo la
glucosa posprandial a las 2 h de los participantes en los siguientes grupos:
normoglucemia, <140 mg/dL; prediabetes, de 140 a 199 md/dL; y diabetes tipo 2,
200 mg/dL. De los 381 participantes, 220 pertenecian al grupo de normoglucemia,
131 al de prediabetes y 30 al de diabetes. Interesantemente, el 53.4% del grupo
normoglucemia presentd una curva de tipo monofasico y un indice QUICKI de 0.32.
Posteriormente, se realizaron modelos de regresion lineal asociativos de glucemia
posprandial de 2 h y se obtuvieron 4 modelos. El mejor modelo tuvo un coeficiente
de determinacion de 0.747 (p < 0.001) e incluyd las variables hemoglobina
glucosilada, proteina C reactiva, masa grasa corporal y colesterol total. Por otro
lado, el objetivo del segundo estudio fue evaluar el efecto de una ingesta aguda alta
en proteina sobre la variabilidad glucémica, la composicibn de la microbiota
intestinal y el perfil de aminoacidos en sujetos sanos. Al evaluar la variabilidad
glucémica encontramos que el area bajo la curva a lo largo del dia disminuyé mas
en mujeres, mientras que en los hombres hubo una menor variabilidad glucémica
medida con los indices de amplitud media de las excursiones glucémicas (MAGE,
por sus siglas en inglés), de accion glucémica neta global continua (CONGA, por
sus siglas en inglés) y de medias absolutas de las diferencias diarias (MODD, por
sus siglas en inglés). Ademas, encontramos diferencias en el perfil de aminoacidos
de acuerdo con el sexo tras la suplementacion con proteina.



1. Introduccién

La glucosa posprandial, en referencia a las concentraciones de glucosa en plasma
después de comer, se ha implicado en la etiologia de enfermedades metabdlicas
asociadas con la obesidad, incluida la diabetes tipo 2 y las enfermedades
cardiovasculares. Las concentraciones elevadas de glucosa posprandial pueden
contribuir a un control glucémico suboptimo (1). Debido a esto es importante contar
con herramientas basadas en pardmetros de facil accesibilidad en la préactica clinica
gue puedan ayudar a predecir alteraciones en el metabolismo de la glucosa, pues
es necesario un control glucémico eficaz para mantener la salud del individuo y

prevenir enfermedades cronicas.

El estudio de la variabilidad de la respuesta glucémica que existe tras el consumo
de los mismos alimentos en las mismas porciones es un tema que cada vez esta
tomando mayor relevancia. Las intervenciones en el estilo de vida respaldadas por
pautas dietéticas se utilizan ampliamente en la literatura. Las organizaciones de
salud utilizan esta evidencia que respalda la adopcion de patrones dietarios
saludables para crear pautas para el publico en general o para poblaciones con
patologias especificas (2). El uso de estrategias como el indice glucémico o la carga
glucémica, si bien han sido buenas alternativas principalmente en patologias
relacionadas al metabolismo de la glucosa como la diabetes tipo 2, no toman en
cuenta los habitos y cultura de la alimentacién de una persona, como las porciones
de los alimentos, la mezcla y composicion de estos y los horarios en los que se
consumen, pero lo mas importante es que los individuos que siguen estas
recomendaciones diferirdn en sus respuestas debido a la variabilidad que existe en

cuanto al fenotipo, la genética (3) y otros factores como la microbiota intestinal.

Actualmente se sabe que la microbiota intestinal puede estar modificada por
multiples factores como la dieta, y dentro de los componente de la dieta que pueden
impactar en su composicion esta la proteina dietaria. Sin embargo, poco se ha
estudiado sobre el efecto de un aumento en el consumo de proteina principalmente
en sujetos no atletas aparentemente sanos sobre la composicion de la microbiota

intestinal y como esto puede impactar en la variabilidad glucémica. Por lo tanto, el



objetivo de esta tesis es exponer algunos resultados que muestran 1) qué
paradmetros antropomeétricos, clinicos, bioquimicos y hormonales se asocian mejor
con una prediccion de una glucemia posprandial alterada a las 2 horas y 2) como
se modifica la glucemia posprandial tras el consumo agudo de una suplementacién
de proteina en sujetos sanos no atletas y las modificaciones sexo dependientes a

nivel metabdlico y de la microbiota intestinal.

2. Antecedentes

2.1 Glucemia posprandial

La palabra posprandial significa después de una comida; por lo tanto, las
concentraciones de glucosa posprandial se refieren a las concentraciones de
glucosa en plasma después de comer. En condiciones normales estas
concentraciones comienzan a elevarse a los 10 minutos de haber consumido el
alimento, llegando a su pico maximo entre los 60 y 90 minutos y disminuyendo a
concentraciones basales a las 2-3 horas siguientes (1,4). Segun los criterios 2023
de la Asociacibn Americana de Diabetes, la glucosa posprandial en sujetos
normoglucémicos debe ser menor a 140 mg/dL (5), por lo que concentraciones por
encima de esto se consideran ya una alteracién en la salud, como prediabetes o

diabetes tipo 2.

La aparicion de glucosa en sangre luego del consumo de alimentos es un fenémeno
fisiol6gico normal que depende de diversos factores, entre ellos, la velocidad de
entrada de glucosa en el torrente sanguineo, la cantidad de la glucosa absorbida, la
velocidad de desaparicién de esta del torrente sanguineo debido a la absorcién
tisular y la regulacién hepatica de la liberacion de esta molécula (6). No obstante, la
velocidad con la que la glucosa regresa a sus concentraciones basales depende de

otro tipo de factores.

Anteriormente se creia que la respuesta glucémica posprandial se determinaba
Gnicamente por la cantidad y el tipo de hidratos de carbono absorbidos a través de
la dieta, asi como la secrecion de las hormonas insulina y glucagon, y sus efectos
coordinados sobre el metabolismo de la glucosa en el higado y los tejidos periféricos
(7-9).



La insulina y el glucagén regulan el metabolismo de la glucosa en presencia y
ausencia de los alimentos. Cuando hay un consumo de alimentos se libera insulina
a partir de las células B pancreaticas junto con una disminucién en paralelo en la
secrecion de glucagon por medio de las células a pancreaticas; lo que conlleva a
un aumento en la captacién de glucosa en tejidos sensibles a insulina como el
higado y el masculo esquelético, dando lugar a la glucogenogénesis e inhibiendo la
produccion hepatica de glucosa o gluconeogénesis Por otro lado, cuando hay bajas
concentraciones de glucosa en sangre, como en un estado de ayuno, se activa la
liberacion de glucagdon suprimiendo la sintesis de insulina dando paso a la
gluconeogénesis y a la glucogendlisis para asi regresar a una homeostasis

glucémica al organismo (10).

Ademas de las hormonas pancreéticas, el contenido de macronutrimentos en los
alimentos consumidos también influye sobre la regulacibn de la glucemia
posprandial (8,11). Por décadas, el contenido de hidratos de carbono en los
alimentos ha jugado un papel importante en la modulacion de la glucosa
posprandial, principalmente en aquellas patologias asociadas al metabolismo de la
glucosa, como la diabetes tipo 2. Ademas, la magnitud y el momento mas alto de la
concentracion de glucosa tras el consumo de alimentos dependen también del
momento en el que se consumiod el alimento, la cantidad y la composicion de la

comida (1).

Actualmente la evidencia indica que tanto la proteina dietaria como las grasas,
también participan en esta respuesta al modificar el tiempo de transito
gastrointestinal y al estimular la secrecion de insulina y glucagén (12), generando la
homeostasis del metabolismo de la glucosa como se menciond previamente.
Estudios clinicos han mostrado que la proteina dietaria disminuye la respuesta
glucémica dos a tres veces mas que la grasa (13), ademas de aumentar las
concentraciones de insulina y del péptido similar al glucagon-1 (GLP1, por sus siglas

en inglés), asociado a la secrecion de insulina (14).

Muchos estudios metabdlicos han demostrado que las fuentes dietarias de hidratos

de carbono varian mucho en su tasa de absorcion y por lo tanto en sus efectos



sobre las concentraciones de glucosa e insulina en sangre (15). La mayoria de las
intervenciones dietarias se han enfocado en reducir las concentraciones de glucosa
modificando la cantidad de calorias o de hidratos de carbono, o basandose en el
indice glucémico de los alimentos. Sin embargo, la efectividad de estas estrategias
varia entre individuos (16-18), lo que sugiere que otros factores podrian estar

involucrados en la respuesta glucémica posprandial.

2.1.1 Implicaciones en la respuesta glucémica posprandial

Las fluctuaciones en las concentraciones de glucosa posprandial pueden ser
particularmente importantes en la etiologia de enfermedades crénicas (15).
Hiperglucemias posprandiales constantes, junto con una concentracion elevada de
insulina, provocan un estado metabdlico y hormonal perjudicial, aumentando la
generacion de estrés oxidativo e inflamacion (19). Es por esto por lo que la
respuesta glucémica posprandial ha demostrado ser un predictor importante de
enfermedad cardiovascular (20), asi como un importante factor de riesgo para el

desarrollo de diabetes tipo 2 (1), asi como otras comorbilidades.

La glucosa posprandial forma parte de aproximadamente el 70% de las
hiperglucemias en el dia (7). Las glucemias posprandiales suelen estar
acompafadas de un aumento en la insulina posprandial en sujetos sanos; sin
embargo, en aquellas personas con trastornos en el metabolismo de la glucosa la
secrecion de insulina tras la ingestion de alimentos puede ser ineficiente
ocasionando hiperglucemias posprandiales (11). En condiciones normales las
hiperglucemias posprandiales se presentan tras haber consumido una cantidad
considerable de alimentos; de manera que, un estado de hiperglucemia posprandial

constante puede contribuir a la toxicidad glucémica a nivel celular y tisular (10).

Resultados del estudio de Framingham con una poblacion de 3370 sujetos sugieren
gue por cada aumento de 40 mg/dL en las concentraciones de glucosa a las 2 horas
desde el estado basal, el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular
incrementd en un 12% (21). Mientras que, en un estudio realizado por Monnier y
cols., se observo que la respuesta glucémica posprandial correlacion6 de manera

lineal con la hemoglobina glucosilada (HbAlc) (r = 0.63; p <0,001), y que un punto



de corte de 150 mg/dL de la glucosa posprandial tiene un valor predictivo del 80 %
para un control deficiente de la HbAlc (22). Ademas, se ha propuesto que
concentraciones de glucosa elevadas de forma temprana, seguida de
disminuciones tardias de las concentraciones de glucosa por debajo de los niveles
basales (hipoglucemia reactiva) y un aumento en las concentraciones de acidos

grasos libres se asocian con el desarrollo de resistencia a la insulina (15).

2.1.2 Prediccion de la respuesta glucémica posprandial

En 1981, el Dr. Jenkins D. y cols., (23) propusieron el primer método para “predecir”
las concentraciones de glucosa en sangre a partir de determinar el efecto de los
hidratos de carbono contenidos en diferentes alimentos. Este indice se estima a
través del incremento del area bajo la curva con una cantidad estandar de hidratos
de carbono, frecuentemente 50 g de hidratos de carbono, comparado contra un
alimento estandar como el pan blanco o la glucosa pura (15,24). No obstante, a lo
largo de los afios el indice glucémico al basarse en la determinacion de un Unico

alimento ha creado controversia acerca de su uso en un conjunto de alimentos.

Por otra parte, la carga glucémica vino a complementar el concepto de indice
glucémico al tomar en cuenta las porciones del alimento (25), pero de igual forma
basandose Unicamente en la carga de hidratos de carbono dentro de los alimentos,
lo que limita su aplicabilidad a la vida cotidiana.

A pesar de ser herramientas con una larga historia en la investigacion cientifica, su
uso se ha limitado principalmente a pacientes con presencia de diabetes tipo 2, con
resultados que no siempre concuerdan. Mientras que algunos estudios han indicado
una mejoria notable en los parametros del metabolismo de la glucosa con dietas
bajas en un indice glucémico, existen estudios en los que no se ven resultados
significativos (26,27). De igual manera, al tomar en cuenta a un unico alimento, su
funcionalidad actualmente es limitada en virtud de los cambios en los habitos de

alimentacion que se han ido modificando con el paso de las décadas.

2.1.3 Variabilidad interindividual a la respuesta glucémica posprandial
La variabilidad biol6gica que existe entre los seres humanos ha demostrado que

puede llegar a afectar la respuesta que se tiene sobre el consumo de alimentos,



principalmente en términos de respuestas posprandiales. Estudios recientes han
revelado que la respuesta glucémica posprandial tiene una alta variabilidad intra e
interindividual (28) atribuido primordialmente a la fisiologia de la persona (Figura 1)
(26,29). Mientras que algunas personas tienen una respuesta glucémica
posprandial mas alta ante ciertos alimentos, otras tienen una respuesta mas
modesta a ellos (30—32). Al contrario de lo que se ha pensado sobre el uso de dietas
para una poblacion especifica, la ciencia nos ha demostrado que es necesaria una
nutricion personalizada.
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Figura 1. Variabilidad interindividual a la respuesta glucémica posprandial tras el

consumo de los mismos alimentos.

Conocer la variabilidad de la respuesta glucémica posprandial es importante para
realizar predicciones sobre el comportamiento glucémico del individuo y asi poder
realizar recomendaciones individualizadas para mejorar su salud (31). Gran parte
de las estrategias dietarias utilizadas para desordenes en el metabolismo de la
glucosa, se centran en reducir las respuestas glucémicas posprandiales derivada
de alimentos especificos; sin embargo, este tipo de estrategias tienden a ignorar las
caracteristicas propias del individuo y la variabilidad que existe con el resto de la

poblacion (18,32). Debido a esto, es fundamental contar con herramientas que sean



capaces de predecir la disglucemia® de forma temprana y asi poder evitar el riesgo

de desarrollar a futuro alguna enfermedad como la diabetes tipo 2.

En Israel, Zeevi y cols. (30), en 2015, informaron una gran variabilidad en la
respuesta glucémica posprandial después del consumo de alimentos
estandarizados (glucosa, fructosa, pan y pan con mantequilla) que contenian la
misma cantidad de hidratos de carbono (50 g), en una cohorte de 800 personas con
sobrepeso, obesidad y prediabetes, representativas de este pais. En el caso del pan
y la glucosa, a pesar de que han sido considerados alimentos con alto indice
glucémico, no todos los individuos respondian de forma elevada a su consumo; en
tanto que, con el pan con mantequilla, con la adicién de grasa se esperaba una
menor respuesta glucémica; a pesar de ello, no todas las personas del estudio
presentaron respuestas glucémicas bajas.

Esta misma respuesta se mostré en una cohorte americana de 327 personas en la
gque Mendes-Soares y cols., (16) en Estados Unidos observaron respuestas
glucémicas posprandiales distintas en su poblacion de estudio tras el consumo de
dos desayunos estandarizados. Interesantemente, en el estudio se determind la
sensibilidad a los hidratos de carbono medida como la correlacién entre la cantidad
de hidratos de carbono en gramos del alimento consumido y la respuesta glucémica
posprandial, notando una alta variabilidad entre los participantes a pesar de ser las

mismas cantidades de hidratos de carbono en los mismos alimentos.

Si bien la glucosa es uno de los alimentos mas utilizados como referencia para la
medicion de la respuesta glucémica posprandial por tener un indice glucémico de
100 (23), el pan también puede emplearse para este fin. En Israel, Korem y cols.
(33), en 2017 notaron en un estudio clinico de 20 sujetos sanos que la intervencion
con pan de masa madre o pan blanco con 100 g de hidratos de carbono contenidos
en cada uno, genera respuesta glucémica posprandial individualizadas para cada
persona, lo que demuestra que el uso del indice glucémico como herramienta para
regular la respuesta glucémica posprandial no es efectiva ni aplicable para todas las

personas.



Si se siguieran las recomendaciones nutricionales generales, se diria que los
hidratos de carbono son el mayor componente de la dieta después del agua,
considerando que una dieta debe estar entre el 40-60% de energia de este
macronutrimento (19). Aun cuando el contenido de hidratos de carbono en la dieta
representa una gran parte del consumo total de energia, y aunque los hidratos de
carbono son un elemento importante en la regulacién de la glucemia posprandial,
no son el Unico factor que puede estar involucrado en esta modulacion. Ya se
mencionaron los diversos factores que son capaces de regular la respuesta
glucémica posprandial, como las hormonas pancreaticas y los macronutrimentos
gue componen los alimentos de una dieta, pero también hay otros que pueden
alterar esta respuesta y ser especificos de un individuo (Cuadro 1), como lo es la

microbiota intestinal.

1 Término utilizado para describir la glucemia elevada y puede incluir tanto la intolerancia a la glucosa, la prediabetes, como
la diabetes(34).




Cuadro 1. Factores que afectan la glucosa posprandial

Dieta

Actividad fisica

Patrén horario de alimentacion y suefio

Externos

Microbiota intestinal

Hormonas

Total de hidratos de carbono
hidratos de carbono simples
hidratos de carbono complejos
Fibra

Tipo de proteina

Contenido de grasa

Tamafio de porcion
Sedentarismo

Ejercicio moderado/intenso
Horario de comidas

Horario de suefio

Estrés

Medicamentos

Factores ambientales
Taxonomia

Metabolitos producidos
Gastrointestinales (GIP y péptido
similar al glucagén-1 (GLP1, por
sus siglas en inglés))
Péncreaticas (insulina y

glucagon)

El estudio tanto de la microbiota intestinal como de otros factores involucrados en

la variabilidad de la respuesta glucémica posprandial ha dado lugar a un nuevo

nicho dentro de la nutricibn que permite tomar estas caracteristicas de cada

individuo y transformarlas en recomendaciones puntuales para cada persona, y a

esto se le conoce como nutricion personalizada.
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2.2 Nutricién personalizada

Se sabe que no todos los individuos responden por igual a los cambios en el estilo
de vida, especialmente a las intervenciones dietarias. Por ejemplo, un estudio
demostré que diferentes fenotipos metabdlicos en la resistencia a la insulina pueden
responder de manera diferente a las intervenciones dietarias con respecto a los
resultados de la homeostasis de la glucosa y la deposicion ectépica de grasa, entre
otras cosas (35). Algunos de los factores que se han sugerido que podrian
determinar las respuestas individualizadas a los alimentos son el genoma, el
epigenoma y el microbioma de un individuo, asi como variaciones interpersonales

como factores ambientales y de estilo de vida (36,37).

La Sociedad Internacional de Nutrigenética y Nutrigendmica (ISNN) considerd que
la nutricion personalizada debe entenderse en tres niveles: 1) pautas nutricionales
realizadas a diferentes subgrupos poblacionales y estratificadas por edad, género y
otros determinantes sociales; 2) enfoques individuales derivados de un fenotipo; y
3) una nutriciébn basada en variantes genéticas raras que tienen alto impacto en la
respuesta de los individuos a ciertos alimentos (38). Sin embargo, en los ultimos

afos se han incluido mas factores en el disefio de una nutricion personalizada.

La nutricion personalizada considera caracteristicas del individuo para establecer
estrategias de prevencion o tratamiento de determinadas patologias (39). Entre las
caracteristicas a considerar se encuentran las fenotipicas como el sexo, la edad
(40) y el indice de masa corporal (41), ademas de otras variables que consideran el
estilo de vida como la actividad fisica, los horarios y composicion de las comidas,
los horarios del suefio, entre algunas otras. Si bien las caracteristicas anteriores
aportan informacion importante, no son suficientes para lograr una nutricion
verdaderamente individualizada, pues hay caracteristicas del individuo que sélo las

ciencias dmicas pueden proporcionar (39).

Las ciencias Omicas son disciplinas recientes capaces de identificar una gran
cantidad de moléculas en muestras bioldgicas como la sangre, el suero y las heces.
Los cambios moleculares pueden ocurrir en diferentes niveles: involucrando el acido

desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico mensajero (ARNmM), proteinas,
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metabolitos de bajo peso molecular; modificaciones postraduccionales como parte
de la epigendmica, y de manera importante el estudio de los microorganismos que

son parte de la microbiota o microbioma intestinal (42).

2.3 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal se define como la comunidad de microorganismos que
residen en el tracto digestivo (42). El ecosistema de la microbiota intestinal cuenta
con aproximadamente 1000 especies bacterianas diferentes, las cuéles contienen
100 veces mas genes que el genoma humano (43). Estudios en las Ultimas dos
décadas han demostrado que la actividad metabdlica de la microbiota intestinal es
esencial, ya que ayuda a la homeostasis fisiolégica del hospedero (44). En los
altimos afios, la microbiota intestinal ha cobrado especial interés dentro de la
investigacion debido a que variaciones en su composicion han sido relacionadas
con diversas patologias metabdlicas como son la obesidad, la diabetes y el

sindrome metabdlico, entre algunas otras (2,45,46).

La complejidad de la microbiota intestinal es muy grande, ya que no solo se
encuentran especies bacterianas, sino también virus, hongos y algunos parasitos,
sin embargo, la variabilidad en la taxonomia bacteriana es la que mas se ha
estudiado (47). Debido a la asociaciéon de las variaciones en la composicion de la
microbiota intestinal con ciertas patologias, debe mantenerse un equilibro dentro de
ésta para mantener la salud del individuo (42). Taxon6micamente a las bacterias de
la microbiota intestinal se les clasifica en: fila, clase, orden, familia, género y especie
(48,49), siendo los Firmicutes y Bacteroidetes las filas mas abundantes en la
microbiota intestinal representando un 90% de su composicion, seguidas de las filas
Actinobacterias, Proteobacterias, Fusobacterias, Tenericutes y Verrucomicrobia
(49,50).

La microbiota intestinal se comienza a formar desde el nacimiento y son diversos
los factores que pueden modificarla, factores tanto intrinsecos como la edad, asi
como factores extrinsecos como la dieta (49). La dieta es un factor clave en la
configuracion de la microbiota intestinal y puede ser influenciada por la cantidad de

alimentos, la composicion de la dieta y horarios de las comidas, lo que conlleva a
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un cambio en la abundancia de especies bacterianas especificas, asi como en la
abundancia de metabolitos producidos a través de estas bacterias que a su vez

pueden ejercer efectos en el metabolismo del hospedero (50,51).

Dietas altas en grasa como la dieta occidental han sido relacionadas con una menor
abundancia de Bacteroidetes y un aumento en los Firmicutes, ademas de que se ha
asociado a una menor diversidad y riqgueza de especies bacterianas (51). Por otro
lado, los hidratos de carbono no digeribles son una fuente de energia para la
microbiota intestinal, como el caso de la inulina la cuél con su consumo aumenta la
abundancia de Faecalibacterium prausnitzii (52). De igual manera el almidén
resistente también ha demostrado impactar sobre la abundancia de ciertas bacterias
como Rumminicoccus bromii y Eubacterium rectale (53). Se ha demostrado que el
tipo de grasa consumida, poliinsaturada o saturada (54), el tipo de edulcorantes (55)
afectan la taxonomia de la microbiota intestinal. Por otro lado, la proteina dietaria
ha sido muy poco estudiada sobre el efecto de su consumo sobre la taxonomia de

la microbiota intestinal.

2.4 Proteina dietariay la microbiota intestinal

La proteina de la dieta es un macronutrimento esencial, ya que sus aminoacidos se
utilizan para mantener una tasa adecuada de sintesis de proteinas en el organismo
y proporcionar sustratos para la sintesis de varios compuestos nitrogenados (56).
Varias estrategias de nutricion incluyen el consumo de dietas altas en proteinas
utilizadas a menudo en la prevencion o tratamiento de la obesidad, la diabetes tipo
2 (57,58), el envejecimiento, entre otras (59). De hecho, existe evidencia de que una
dieta alta en proteinas aumenta la termogénesis y la saciedad (60), y también
reduce el peso corporal asociado con un aumento en la reduccién de la masa grasa
(61).

Como se menciond previamente, en los ultimos afios se ha demostrado que los
nutrimentos de la dieta pueden tener un impacto en la taxonomia de la microbiota
intestinal (62). Varios estudios han demostrado que las proteinas de la dieta, tanto
en tipo como en cantidad, pueden modificar la composicion y la funcion de la

microbiota intestinal, lo que repercute en la salud del huésped a largo plazo (63).
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Por ejemplo, existe evidencia de que el consumo de dietas basadas en caseina o
proteina de soya como principales fuentes de proteinas puede provocar cambios en
la diversidad alfa y beta, asi como cambios en la abundancia relativa de especies
especificas presentes en el intestino (54). Esto probablemente esté asociado a la
composicién dada por el conjunto de sus aminoacidos, como a su digestibilidad,

teniendo efectos diferenciales sobre el metabolismo (60).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que el consumo de dietas bajas o
altas en proteinas producen cambios en la composicion de la microbiota intestinal
(64,65). En las dietas altas en proteinas, una mayor cantidad de componentes
derivados de proteinas no digeridas terminan en el intestino grueso, lo que provoca
un aumento en el metabolismo de los aminoacidos bacterianos, lo que resulta en la
fermentacién colénica de los aminoacidos de la dieta (66) y la produccién de
metabolitos que pueden afectar la absorcibn y el metabolismo de
proteinas/aminoacidos del huésped (67). Sin embargo, hay poca evidencia de que
estos cambios puedan tener efectos significativos en la respuesta metabdlica del
huésped, especialmente en términos del metabolismo de la glucosa.

2.4.1 Efecto de la microbiota intestinal sobre la respuesta glucémica
posprandial
La modificacibn de la microbiota asi como la produccion de metabolitos
provenientes de la dieta y factores proinflamatorios, desempefian un papel central
en el control de la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo (Figura 2) (68). La
microbiota intestinal puede regular el metabolismo de la glucosa a través de
diversos mecanismos, como la modulacién de la secrecion de incretinas, la
produccion de acidos grasos de cadena corta, la transformacién de acidos biliares

y la regulacién de la inflamacién del tejido adiposo (48).
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Figura 2. El consumo de alimentos modifica la composicién de la microbiota

intestinal de forma personal lo que genera una glucémica posprandial diferente para
cada persona.

La suplementacion acidos grasos de cadena corta mejora la tolerancia a la glucosa
y la sensibilidad a la insulina en humanos y roedores, tanto delgados como con
obesidad y con diabetes. Los acidos grasos de cadena corta, especialmente el
butirato, actian a través de los receptores acoplados a proteina G GPR41 y GPR43
para inducir la secrecion de péptido similar al glucagéon-1 (GLP1, por sus siglas en
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inglés), de la incretina de las células L intestinales y, por lo tanto, contribuyen al
control de la glucosa. Ademas, el butirato también podria promover la
gluconeogénesis intestinal mediante la transcripcion de genes gluconeogénicos
intestinales en enterocitos a través de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Figura
3) (69).

AGCC

GPR41/43 Butirato

L =
H 0|0]|0|q|o|o]0

AMPc

!

Gluconeogénesis

1 Sensibilidad a la
insulina

Figura 3. Accion de los acidos grasos de cadena corta para mejorar la sensibilidad
a la insulina y regular la homeostasis del metabolismo de la glucosa. AGCC:
acidos grasos de cadena corta; GLP-1: péptido 1 similar al glucagén; AMPc:

adenin monofosfato ciclico.

Por otro lado, el efecto de los acidos biliares esta mediado principalmente por la
conversion de acidos biliares primarios en acidos biliares secundarios a través de la
microbiota intestinal. Los acidos biliares secundarios se unen al receptor 5 acoplado
a proteina G de la membrana de Takeda (TGR5), lo que conduce a la secrecion de
la incretina intestinal péptido similar al glucagon-1 (GLP1, por sus siglas en inglés),

mejorando la homeostasis de la glucosa (68,70).

Varios estudios han demostrado que la microbiota intestinal tiene la capacidad de
sintetizar aminoacidos de cadena ramificada. Por otro lado, la resistencia a la
insulina se asocia con niveles elevados de aminoacidos de cadena ramificada

circulantes, principalmente a través de la activacion del mediador descendente de
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la diana de rapamicina en células de mamifero (INTOR, por sus siglas en inglés), la
proteina ribosomal S6 cinasa 1 (S6K1, por sus siglas en inglés), o que conlleva a
una regulacion negativa del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) a través de
su fosforilacion en la serina 312, disminuyendo la cascada de sefializacion de la
insulina (Figura 4) (71). Estudios han demostrado que el aumento en la expresion
de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de aminoacidos de
cadena ramificada correlaciona positivamente con la presencia de resistencia a la
insulina, siendo Prevotella copri y Bacteroides vulgatus las principales especies
responsables del aumento en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada.
Ademas, se han relacionado a Butyrivibrio crosstus y Eubacterium siraeum con un

menor transporte de aminoacidos de cadena ramificada (72).

Insulina

Figura 4. Efecto de los aminoacidos de cadena ramificada sobre la cascada de
sefalizacion de la insulina. IRS1: sustrato 1 del receptor de la insulina; PI3K:
fosfoinositol-3 cinasa; AKT: proteina cinasa especifica de Ser/Thr; mTOR:

rapimicina en células de mamifero; S6K1: proteina ribosomal S6 cinasa 1.
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La presencia de obesidad y diabetes tipo 2 se caracterizan por una inflamacion de
bajo grado que es estimulada por la presencia del lipopolisacéarido producido por la
microbiota intestinal y que es dependiente del grado de disbiosis en la barrera
intestinal. Los receptores tipo toll (TLR, por sus siglas en inglés) se expresan
principalmente en células epiteliales y pueden detectar patrones moleculares
asociados a patogenos, como el lipopolisacarido, y facilitar asi la respuesta
inflamatoria. Se sabe que el lipopolisacarido estimula los niveles circulantes del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que promueve la fosforilacion de IRS-1 a
través de la serina 312, lo que conduce a una disminucién en la sefializacion de la
insulina (73-75).

Por otro lado, se ha demostrado que alteraciones en la microbiota intestinal pueden
generar firmas que ayudan en el diagnéstico temprano de algunas patologias, como
la diabetes tipo 2. En sujetos con prediabetes se alteraron 36 unidades operativas
taxondmicas (OTUs, por sus siglas en inglés), incluidos niveles bajos de
Akkermansia muciniphila, lo que sugiere que la composicion de la microbiota
intestinal es una posible herramienta para detectar la prediabetes (48). Ademas, en
un estudio transversal en el que participaron personas con prediabetes y diabetes
tipo 2, el analisis de la microbiota intestinal mostré una disminucion de las bacterias
productoras de butirato lo cual se ha relacionado con alteraciones en el metabolismo
de la glucosa (56,76).

Por lo tanto, el microbioma puede considerarse como un potencial terapéutico en
una variedad de patologias como las relacionadas con el control glucémico, ya sea
con la administracion de antibiéticos, a través de trasplante fecales, y mediante
intervenciones dietarias personalizadas (68). Los prebidticos son otro agente que
tiene la capacidad de modificar el microbioma a nivel terapéutico a través del control
glucémico (77). Entre los prebioticos que han mostrado beneficios en la
homeostasis glucémica esta la inulina la cual mejora la sensibilidad a la insulina
durante el sobrepeso y la obesidad (78). También se encuentra el extracto de agave
el cual debido a su contenido de saponinas mejora la sensibilidad a la insulina y
disminuye el indice HOMA-IR en ratones C57BL6 (79).
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Sin embargo, se necesitan mas estudios para mejorar nuestro conocimiento sobre
la regulacion de la microbiota intestinal en la respuesta glucémica posprandial.
Martinez et al., realizaron un ensayo cruzado aleatorizado en el que individuos
sanos consumieron cebada integral, arroz integral o una mezcla igual de ambos.
Ellos encontraron una correlacién negativa entre la abundancia de Oscillibacter y la
glucosa posprandial. Ademas, la mezcla de ambos cereales disminuy0 los picos de
glucosa posprandial los cuales se asociaron con cambios en la abundancia de
Eubacterium rectale (80). Tily y cols., recopilaron datos de la metatranscriptomica y
midieron las respuestas glucémicas de 550 adultos que consumieron méas de 27,000
comidas de dietas tipo omnivoras o tipo vegetarianas/sin gluten y demostraron que
la actividad de la microbiota intestinal hace una contribucién estadisticamente
significativa a la variacion individual en la respuesta glucémica posprandial, ademas

de los factores antropométricos y la composicién nutrimental de los alimentos (81).

2.4.2 Asociacién entre la proteina dietaria, la microbiota intestinal y el
metabolismo de la glucosa
Las dietas altas en proteina han demostrado tener un impacto positivo sobre el
metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina principalmente en pacientes
con alteraciones en el metabolismo de la glucosa como la diabetes tipo 2 (82). Sin
embargo, son pocos los estudios que han evaluado el efecto de este tipo de
estrategias en sujetos sanos no atletas. En un estudio de Xiao y cols., (83) se
monitorearon adultos sanos a través de monitores continuos de glucosa y
observaron que aquellos que consumieron desayunos altos en proteina tuvieron

una disminucion en el incremento del area bajo la curva de la glucosa posprandial.

Ademas, en un estudio de Tettamanzi y cols., (84) en pacientes con obesidad y
resistencia a la insulina observaron que una dieta alta en proteina disminuye las
concentraciones de insulina -3.50 pUI/mL en comparacion con una dieta
Mediterranea, ademas de mejorar la variabilidad glucémica medida a través de
diversos indices obtenidos mediante el monitoreo continuo de glucosa. De manera
interesante, en este estudio investigaron la asociacion de la composiciéon de la

microbiota intestinal y la variabilidad glucémica, encontrando un panel de 10
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géneros que probablemente estén asociados a la mejora de la homeostasis de la

glucosa del huésped.

Por otro lado, en un estudio con sujetos que padecen diabetes tipo 2 se observo
gue una dieta alta en proteina durante 12 semanas aumenta en un 2.6% la alpha
diversidad de la microbiota intestinal, sin embargo, en este estudio no se
demostraron cambios en la glucemia postprandial tras el consumo de una dieta alta

en proteina (85).

Sin embargo, poco se conoce sobre los cambios que un consumo agudo alto en
proteina puede provocar sobre la composicion de la microbiota intestinal en sujetos
sanos no atletas, y existe aun menos evidencia sobre el efecto de este consumo
alto en proteina sobre la variabilidad glucémica en personas sanas. Lo que en el
futuro podria utilizarse como estrategia de prevencion para la disminucién de picos

posprandiales.

3. Planteamiento del problema

Un control glucémico eficiente es necesario para mantener la salud de un individuo
y prevenir el desarrollo de enfermedades cronicas. La glucosa posprandial elevada
ha sido relacionada con la etiologia de diversas enfermedades como la diabetes tipo
2, enfermedad cardiovascular, cancer y demencia. Considerando que el 70% de los
sujetos con prediabetes eventualmente desarrollaran diabetes tipo 2, el aumento de
glucosa en sangre durante el posprandio constituye un importante factor de riesgo
para su desarrollo. Cambios en el estilo de vida reducen el riesgo de esto entre un
30 y 60%. Dentro de las intervenciones en el estilo de vida, las intervenciones
dietarias son las que mayor fuerza han tomado dentro de la literatura. Una de las
intervenciones dietarias utilizadas principalmente durante la obesidad es el uso de
dietas altas en proteina, aunque esto en algunos estudios ha sido relacionado con
un aumento en la resistencia a la insulina. Sin embargo, el uso de dietas altas en
proteina en sujetos sin obesidad, no atletas ha sido poco estudiado. Por otro lado,
se ha observado que existe una gran variabilidad en la respuesta glucémica
posprandial a exactamente los mismos alimentos y esto en gran medida puede

deberse a caracteristicas propias del individuo tanto fenotipicas como el sexo y la
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edad, asi como caracteristicas genéticas, metabolicas como el perfil de aminoacidos
o la microbiota intestinal. La composicion de la microbiota intestinal puede
modificarse mediante diversos factores como lo es la dieta, donde la proteina
dietaria puede jugar un papel importante. Sin embargo, poco se ha estudiado sobre
la modificacion de la microbiota intestinal tras un consumo alto en proteina, y su
relacion con la modificacion de la glucemia. El estudio de la respuesta glucémica
posprandial es importante para generar un mejor control metabalico de la poblacion,
por lo que es importante generar herramientas que puedan predecir un descontrol
en esta respuesta a través de mediciones accesibles durante la consulta con un
profesional de la salud o mediante algoritmos de prediccién a través de inteligencia

artificial, conduciendo a una nutricion indvidualizada.

4. Justificacién

La respuesta glucémica posprandial es un mejor predictor de desarrollo de diabetes
tipo 2 en personas con prediabetes, por lo que es importante crear nuevas
herramientas que puedan predecir la respuesta glucémica posprandial no sélo con
un tipo de alimento, sino con un conjunto de alimentos sin basarse Unicamente en
el contenido de hidratos de carbono de éstos. Un consumo alto en proteina ha sido
relacionado a la disminucién de glucemias posprandiales y se ha observado que
este consumo es capaz de modificar la composicién de la microbiota intestinal. Sin
embargo, poco se conoce sobre la relacion de este consumo alto en proteina, la
modificacion de la microbiota intestinal y una mejora en la variabilidad glucémica de

individuos sanos.

5. Hipoétesis
1. Mediante parametros antropomeétricos, bioquimicos y clinicos se puede crear
una herramienta capaz de evaluar la disglucemia sin la necesidad de realizar
una curva de tolerancia oral a la glucosa de 2 horas.
2. Un consumo alto en proteina mejorara la variabilidad glucémica y modificara

la composicion de la microbiota intestinal en sujetos sanos.
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6. Objetivo General
1. Evaluar la disglucemia, mediante una evaluacion pronéstica de la
composicién corporal y de los parametros bioquimicos y clinicos como
predictores de una glucemia posprandial a las 2 horas.
2. Evaluar el efecto de una ingesta aguda alta en proteina sobre la variabilidad
glucémica, la composicion de la microbiota intestinal y el perfil de

aminoacidos en sujetos sanos.

6.1 Objetivos Particulares

e Determinar los parametros antropométricos, bioquimicos y clinicos que se
relacionan con una glucemia posprandial de 2 horas anormal.

e Determinar si el consumo de una dieta alta en proteina modifica la
composicion del microbiota intestinal en sujetos sanos.

e Evaluar los cambios en la concentracion del perfil de aminoacidos en suero
tras el consumo de una dieta alta en proteina en sujetos sanos.

e Evaluarlos cambios en la variabilidad glucémica tras el consumo de una dieta

alta en proteina en sujetos sanos.

7. Metodologia
Dos estudios se llevaron a cabo durante el doctorado. A continuacion, se
describira cada uno a detalle. El primero de ellos fue un estudio transversal. El
segundo de ellos un estudio clinico. Se seleccionaron a los participantes que
cumplieron con los criterios de inclusion para cada uno de ellos. Estos pacientes
fueron captados mediante publicidad en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Para el estudio transversal en total se
incluyeron a 381 participantes y para el estudio clinico se incluyeron a 22

participantes, que ambos casos cumplieron con los criterios de inclusion.

7.1 Disefno del estudio transversal

Estudio transversal realizado de enero del 2021 a noviembre del 2022 con los

siguientes criterios de seleccion:
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7.2 Criterios de seleccidn

a) Criterios de inclusién

= Masculino y femenino

= Adultos entre 19 y 60 afos.

» indice de masa corporal = 25 kg/m?

» Mexicanos mestizos: padres y abuelos nacidos en México.
= Alfabetizados

= Firma del consentimiento informado.

b) Criterios de exclusion

» Participantes con diagndstico de cualquier tipo de diabetes.

» Participantes con historial de enfermedad cardiovascular.

» Participantes con enfermedades adquiridas que produzcan
secundariamente obesidad y diabetes como hipotiroidismo, sindrome
de ovario poliquistico, sindrome de Cushing, fibrosis quistica, entre
otros.

» Pérdida de peso > 3 kg en los ultimos 3 meses.

» Enfermedades catabdlicas como el cancer y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida.

» Estado de gravidez.

» Tratamiento con medicamentos:

+ Tratamiento o farmacos antihipertensivos (diuréticos
tiaciclicos, de asa o ahorradores de potasio, inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensia, bloqueadores
de los receptores de la angiotensina |II, alfa
bloqueadores, calcios antagonistas, beta bloqueadores).

+ Tratamiento con hipoglucemiantes (sulfonilureas,

metilglinidas, biguanidas, incretinas) o insulina.
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 Tratamiento con estatinas, fibratos u otros farmacos

para control de la dislipidemia.

* Uso de medicamentos esteroides,

iInmunosupresores o radioterapia.

quimioterapia,

* Anorexigénicos o que aceleren la pérdida de peso como

sibutramina u orlistat.

c) Criterios de eliminacion

» Participantes que hayan retirado su consentimiento del estudio.

7.3 Variables del estudio

VAresistencia TIPO DE
< VAresistencia | ESCALA DE
ala DEFINICION -
insulinaABLE f”lla . MEDICION
insulinaABLE
La concentraciéon de Cuantitativa
Glucosa sérica | glucosa en la sangre con 12 | continua
. mg/dL
en ayuno horas de ayuno mediante
colorimetria enzimética.
La concentracion de insulina o
Cuantitativa
. - en la sangre con 12 horas ;
Insulina sérica . continua
de ayuno mediante ensayo mul/mL
en ayuno . T
inmunoenzimatico ligado a
enzimas.
Union de la hemoglobina a
productos avanzados de la
glucosilacién no enziméatica L
. . - Cuantitativa
Hemoglobina de las proteinas, la fraccion . .
’ S continua Porcentaje, %
glucosilada 1c es la glucosilaciéon
reversible y refleja el
promedio de las glucosas
de 120 dias.
Medicion de colesterol Cuarmtatwa
Colesterol s : continua
L sérico por medio de mg/dL
sérico total ) . .
colorimetria enzimatica.
Colesterol-HDL Med|C|on_de lipoproteina de Cuantltatlva
s alta densidad de colesterol | continua
sérico mg/dL

con un método enzimatico
colorimétrico homogéneo.
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Medicion de la lipoproteina

de baja densidad de Cuaptltatlva
Colesterol-LDL ; continua
s colesterol con un método mg/dL
serico Ny S
enzimatico colorimétrico
homogéneo.
o Medicion de los triglicéridos | SYanttativa
Triglicéridos L . continua
s séricos por el método de mg/dL
sericos ) p L
colorimetria enzimatica.
. Medicion de la proteina c Cuaptltatlva
Proteina C : . continua
. reactiva sérica por el mg/dL
reactiva . -
método fotométrico.
Es el &rea obtenida por la
regla de los trapezoides,
Area bajo la despues de realizar una Cuantitativa
curva de tolerancia oral a la ; .
curva de continua mg/dL * 2 hr
glucosa de 2 horas y tras
glucosa ) 7
medir la concentracion de
glucosa en el minuto 0, 15,
30, 45, 60, 90y 120.
Es el &rea obtenida por la
regla de los trapezoides,
Area bajo la después de realizar una Cuantitativa
curva de tolerancia oral a la . .
curva de continua muUl/mL * 2 hr
) i glucosa de 2 horas y tras
insulina ) 7
medir la concentracion de
glucosa en el minuto 0, 15,
30, 45, 60, 90y 120.
La concentracion de
_ _ adiponectina en la sangre Cuantitativa
Adiponectina con 12 horas de ayuno :
- : continua ng/mL
sérica en ayuno | mediante ensayo
inmunoenzimatico ligado a
enzimas.
La concentracion de leptina
. - en la sangre con 12 horas Cuantitativa
Leptina sérica ) ;
de ayuno mediante ensayo | continua ng/mL
en ayuno . AT
inmunoenzimatico ligado a
enzimas.
Corresponde al valor Cuantitativa
Presion arterial | maximo de la presion continua mmHg
sistolica arterial cuando el corazén
esta en sistole.
Presion arterial | Corresponde al valor Cuantitativa
L . s , . mmHg
diastélica minimo de la presién arterial | continua
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cuando el corazén esta en
diastole.

Peso corporal

Medida en kilogramos,
mediante la bascula
ajustada diariamente.

Cuantitativa
contindia

Kg

Circunferencia
de cintura

Medida en centimetros en el
punto mas prominente del
abdomen al final de una
espiracion normal mediante
una cinta métrica ajustada
milimétricamente.

Cuantitativa
contindia

cm

Masa grasa

Corresponde a aquella
masa compuesta de grasas
estructurales y de depdsito
determinada por
bioimpedancia.

Cuantitativa
continua

Porcentaje

Masa musculo
esquelética

Corresponde a aquella
masa constituida el tejido
muscular determinada por
bioimpedancia.

Cuantitativa
continua

Porcentaje

Area de grasa
visceral

Corresponde a aquella
masa grasa que se acumula
en la parte profunda del
abdomen, en el espacio que
rodea los 6rganos
determinada por
bioimpedancia.

Cuantitativa
continua

Edad

Tiempo transcurrido desde
su nacimiento hasta el
momento.

Cuantitativa
continua

ANoS

Sexo

Condicién anatémica que
distingue al hombre de la
mujer.

Dicotomico

Masculino /
femenino

HOMA-IR

indice para medir la
presencia de resistencia a la
insulina: (glucosa en ayunas
(mg/dL) * insulina en ayunas
(uUI/mL))/405

Cuantitativa
continua

=2.5 presencia
de resistencia a
la insulina

indice QUICKI

Indice para medir la
sensibilidad a la insulina:
1/(log glucosa en ayunas
(mg/dL) + log insulina en
ayunas (uUl/mL)).

Cuantitativa
continua

<0.345
disminucién en
la sensibilidad a
la insulina
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7.4 Maniobra de la consulta

1. Se seleccionaron a los participantes que cumplieron con los criterios de
inclusion, se les informé sobre las caracteristicas del estudio y
posteriormente firmaron el consentimiento informado (las mediciones se
realizaron en una unica visita) (Anexo I).

2. Se les realiz6 una historia clinico-nutrioldgica (Anexo ).

3. Se realizaron mediciones antropométricas (peso, talla, circunferencia de
cintura) y de composicion corporal (masa grasa, masa libre de grasa, masa
musculo esquelética, area de grasa visceral, agua intracelular y agua
extracelular) mediante bioimpedancia eléctrica y medicion de presion arterial
sistélica y diastélica.

4. Se realiz6 la toma de muestra sanguinea para la determinacion de glucosa,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triacilglicéridos, insulina,
adiponectina, leptina, proteina C reactiva, HbAlc en suero.

5. Se realizé una curva de tolerancia oral a la glucosa con una duracion de dos
horas en la cual el participante permaneciéo sentado. Se le realiz6 una
puncion en la vena en el brazo para colocar un catéter de venoclisis periférico
de 0.9 mm de diametro y de longitud de 2.5 cm conectado a un adaptador,
se tomaron muestras a través del adaptador del catéter. Para cada muestra
de tomo un volumen de 3 mL de sangre total para obtencion de glucosa e
insulina en el minuto 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos de la prueba. Tras
el minuto 0 al participante se le proporcioné una solucién con 75 g de glucosa
anhidra diluida en 250 mL de agua potable.

7.5 Técnicas utilizadas y mediciones

Estas mediciones se realizaron con un ayuno de entre 10 y 12 horas

aproximadamente, a temperatura ambiente y con ropa ligera.

e Composicion corporal. El peso y la composicion corporal como la masa

magra, masa grasa, masa musculo-esquelética, area de grasa visceral y
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agua extra e intracelular fueron tomados con un analizador de composicion
corporal de bioimpedancia eléctrica (Inbody 720). Los participantes debian
colocar los pies en los electrodos en la base del equipo y los brazos
separados del cuerpo agarrando los electrodos correspondientes sin
moverse.

Circunferencia de cintura. La circunferencia de cintura se realizé siguiendo
la técnica de Lohman (86), utilizando para su medicidon una cinta métrica
flexible marca SECA. La medicion se realizd entre el punto mas bajo del
borde intercostal y la cresta iliaca. Si esto no era posible al tacto, se media el
punto medio de esos dos referentes anatomicos, en el punto mas prominente
del abdomen.

Estatura. La talla se tomé con un estadimetro automatico (The bioespace
BSM370), para lo cual se pidi6 a los participantes estar descalzos y
posicionados en plano de Frankfort. Ademas, debian mantener los pies y
rodillas juntas, con los gluteos y la espalda recta pegados al estadimetro.
Presion arterial. La presion arterial se midié con un baumandémetro digital
(Omron, HEM-781INT), el participante se encontraba sentado con ambos
brazos descubiertos; se tuvo al participante en reposo por lo menos 5
minutos. La medicion se realizd en el brazo derecho, se tomaron cuatro
mediciones, donde la primera se eliminé y posteriormente se realizd un
promedio de las tres mediciones (cada medicidn se tomé con un espacio de
3 minutos).

Parametros bioquimicos en suero. Se tom6 una muestra de sangre a los
participantes después de un ayuno de 10 a 12 horas. La toma de muestra se
realizd con la aplicacion de un torniquete con duracidon menor a 1 minuto.
Posteriormente, la sangre se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se separé
el suero en alicuotas diferentes. El suero se mantuvo a una temperatura de -
80°C.

Para las concentraciones séricas de glucosa, colesterol total, colesterol HDL,

colesterol LDL, triacilglicéridos, y proteina C reactiva las mediciones se
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determinaron a través de métodos enziméaticos y colorimétricos mediante el
autoanalizador (Cobas C111).

Para la hemoglobina glucosilada se recolectd sangre venosa en un tubo con
EDTA y se determiné mediante fotometria de absorcion.

Los analitos fueron evaluados posterior a la calibracion y a la evaluacién de
los controles positivos y negativos.

Medicion de insulina, adiponectina, leptina en suero. La medicion de las
hormonas insulina, adiponectina y leptina se determinaron a través de un
método de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) tipo sandwich (ALPCO
ELISA).

Curva de tolerancia oral ala glucosa. Tras 12 horas de ayuno se le coloco
un catéter al participante para obtener una muestra venosa de 3mL cada una.
Posteriormente se determiné la concentracion de insulina y glucosa a los
tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después de haber consumido 75
g de glucosa anhidra. La concentracién de glucosa se determind mediante
un método enzimatico empleando a la enzima hexocinasa. La hexocinasa
cataliza la fosforilacién de glucosa a glucosa-6-fosfato. La glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa oxida a la glucosa-6-fosfato en presencia de NADP. La
cantidad de NADPH formado durante la reaccion es directamente
proporcional a la concentracion de glucosa.

indice HOMA-IR (resistencia a la insulina). La estimacion del indice
HOMA-IR se realiz6 a través del siguiente calculo: glucosa en ayunas (mg/dL)
* insulina en ayunas (uUI/mL))/405.

indice QUICKI (sensibilidad a lainsulina). La estimacion del indice QUICKI
para sensibilidad a la insulina se realiz6 a través del siguiente calculo: 1/ (log

glucosa en ayunas (mg/dL) + log insulina en ayunas (nUI/mL).

7.6 Cateqgorizacién vy definicién de glucemia

Los participantes se dividieron en tres grupos de acuerdo con su glucemia

posprandial a las 2 horas durante la curva de tolerancia oral a la glucosa. Segun los

criterios diagnostico 2023 de la Asociacion Americana de Diabetes (5) se defini
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como normoglucemia una concentracion a las 2 horas de glucosa posprandial < 140
mg/dL tras consumir 75 gramos de glucosa anhidra en una curva de tolerancia oral
a la glucosa. Prediabetes se definio como una concentracion a las 2-h de glucosa
posprandial entre 140 mg/dL a 199 mg/dL tras una curva de tolerancia oral a la
glucosa y por ultimo, diabetes se defini6 como concentraciones > 200 mg/dL a las

2-h de glucosa posprandial tras una curva de tolerancia oral a la glucosa.

7.7 Clasificacion de la curva de respuesta de glucosa

La curva de respuesta a la curva de tolerancia oral a la glucosa de 2 h se clasifico
en tres categorias segun la forma de la curva. Una curva de forma monofésica se
defini6 como un aumento en las concentraciones de glucosa hasta alcanzar una
concentracion maxima entre los 30 y 90 minutos con un descenso hasta los 120
minutos. Una forma bifasica se definio como un aumento en las concentraciones de
glucosa a los 30 o 60 minutos seguido de una disminucién y un subsecuente
aumento posterior a los 120 minutos. Por ultimo, una forma de ascenso continuo se
definié como un tipo de curva continua cuyo perfil aumentaba monétonamente sin

inflexion hacia abajo durante el periodo de 120 minutos (87).

7.8 Célculo tamaio de muestra

El tamafio de la muestra se calcul6 con una ecuacion de coeficiente de correlacion
a fin de obtener un nimero 6ptimo de sujetos para desarrollar un nuevo modelo
para predecir la glucemia posprandial a las 2 h. Se consideraron trece variables
para la evaluacion del tamafio de la muestra: edad, indice de masa corporal, masa
corporal magra, masa grasa corporal, minerales, agua intracelular, agua
extracelular, presion arterial sistélica, presion arterial diastélica, colesterol total, C-
HDL, C-LDL, triglicéridos, adiponectina, leptina, proteina C reactiva y HbAlc. El
tamafo de la muestra necesario para desarrollar la ecuacion fue de 170 sujetos con

normoglucemia y 170 sujetos con prediabetes y diabetes (88).
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7.9 Anélisis estadistico

Las variables continuas fueron expresadas en medianas y percentiles y las variables
dicotdbmicas como frecuencias y porcentajes. Las variables continuas se evaluaron
mediante Z de Kolmogorov-Smirnov para analizar su tipo de distribucién. En caso
de que los datos no tuvieran una distribuciéon normal, se realiz6 la transformacion
logaritmica antes del andlisis. La comparacion de las diferencias entre las variables
clinicas, antropométricas, de composicidén corporal y bioquimicas entre los grupos
se realiz6 mediante un ANOVA de una via. Cuando se identificaron los efectos
principales en el analisis inicial, se aplico la correcciébn de Bonferroni. Para
determinar las diferencias proporcionales en las variables cualitativas se realizé una
chi?. La asociacion entre dos variables se determiné mediante una correlacién de
Spearman. La visualizacién de la correlacion se realiz6 mediante un Heatmap con
el programa GraphPad Prism (versién 7.0 para Windows, GraphPad Software, La
Jolla California USA), cuando el valor de p fue < 0.05, se consider6 como valor
significativo. Para determinar la asociacion entre la respuesta glucémica
posprandial a las 2 h en el grupo de normoglucemia y los marcadores clinicos,
antropometricos y bioquimicos se utilizdé un analisis de regresion lineal multiple. Se
realizd una regresion lineal multiple por pasos para desarrollar el modelo, utilizando
parametros clinicos, antropométricos y bioquimicos como variables dependientes y
el nivel de glucosa posprandial de 2 h como variable independiente para cada
modelo. Se seleccionaron las variables que presentaban correlaciones significativas
y mas fuertes para desarrollar el nuevo modelo. A continuacién, se realizaron
modelos de regresion lineal multiple, obteniéndose un modelo que cumplia todos
los supuestos del andlisis de regresion mudltiple. El valor significativo de p se
establecio en < 0.05 de una cola. Los datos fueron analizados por el programa SPSS
(versién 20.00 SPSS Inc. Chicago. IL).
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7.10 Preceptos éticos para la investigacién en humanos

Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente después de una
explicacion completa del estudio. Este consentimiento fue presentado al Comité de
Etica del INCMNSZ para su aprobacién. El ensayo clinico fue registrado con el

numero 2373.

7.11 Diseiio del estudio clinico

Estudio antes y después realizado de agosto a septiembre del 2023 con los

siguientes criterios de seleccion:

7.12 Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusiéon

= Masculino y femenino

» Adultos = 18 afos

= [ndice de masa corporal (IMC < 30 kg/m?)

» Alfabetizados

* Firma del consentimiento informado

» Sin diagnéstico de alguna enfermedad crénica (de acuerdo con la
historia clinica)

» Sin consumo de medicamentos para enfermedades crénicas

b) Criterios de exclusion

» Sujetos con diagndstico de cualquier enfermedad cronica

= Consumo de cualquier medicamento como tratamiento para
enfermedad cronica

= Consumo de antibidticos 3 meses previos al estudio

» Sujetos con creatinina > 1.3 mg/dL para los hombres y > 1 mg/dL para
las mujeres y nitrogeno ureico en sangre >20 mg/dL

= Tabaquismo positivo
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= Consumo de suplementos de proteina

c) Criterios de eliminacion

= Retiro de la carta de consenstimiento informado

7.13 Variables del estudio

VAresistencia | DEFINICION TIPO DE
a la VAresistencia | ESCALA DE
insulinaABLE a la | MEDICION
insulinaABLE
Glucosa sérica | La concentracion de glucosa | Cuantitativa
en ayuno en la sangre con 12 horas de | continua
. : . mg/dL
ayuno mediante colorimetria
enziméatica.
Insulina sérica | La concentracion de insulina o
Cuantitativa
en ayuno en la sangre con 12 horas de :
. continua
ayuno mediante ensayo muUl/dL
inmunoenziméatico ligado a
enzimas.
Colesterol Medicibn  de  colesterol | Cuantitativa
sérico total sérico por medio de | continua
) . L mg/dL
colorimetria enzimética.
Colesterol-HDL | Medicion de lipoproteina de | Cuantitativa
sérico alta densidad de colesterol | continua
. P mg/dL
con un método enzimatico
colorimétrico homogéneo.
Colesterol-LDL | Medicion de la lipoproteina L
L. . . Cuantitativa
sérico de baja densidad de .
. continua
colesterol con un método mg/dL
enzimatico colorimétrico
homogéneo.
Triglicéridos Medicion de los triglicéridos | Cuantitativa
Séricos séricos por el método de | continua
) ; o mg/dL
colorimetria enzimética.
Alanina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
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Arginina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Aspartato Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmético aminoécidos por HPLC continua uM
Glutamina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Glutamato Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmético aminoécidos por HPLC continua uM
Glicina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Histidina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Serina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Tirosina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Prolina Medicibn de perfil de | Cuantitativa
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
Leucina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
Isoleucina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
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Fenilalanina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Valina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Metionina Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmética aminoécidos por HPLC continua uM
Triptofano Medicion de perfil de | Cuantitativa
plasmatico aminoacidos por HPLC continua uM
Treonina Medicibn de perfil de | Cuantitativa
plasmatica aminoacidos por HPLC continua uM
Sumatoria de |Es la sumatoria de los o
aminoacidos de | aminoacidos leucina, Cua_ntltatlva
) ) , continua
cadena isoleucina y valina en uM
ramificada en | plasma
plasma
Presion arterial | Corresponde al valor | Cuantitativa
sistolica méximo de la presion arterial | continua mmHg
cuando el corazon esta en
sistole.
Presion arterial | Corresponde al valor minimo | Cuantitativa
diastélica de la presion arterial cuando | continua
B} . . mmHg
el corazdn esta en diastole.
Peso corporal Medida en kilogramos, | Cuantitativa
mediante la bascula | continta K
ajustada diariamente. 9
Circunferencia | Medida en centimetros en el
de cintura punto mas prominente del | Cuantitativa
abdomen al final de una | continla em

espiracion normal mediante
una cinta métrica ajustada
milimétricamente.
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Masa grasa Corresponde a aquella masa L
Cuantitativa
compuesta de  grasas ,
estructurales y de depdsito continua Porcentaje
determinada por
bioimpedancia.
Masa musculo | Corresponde a aquella | Cuantitativa
esquelética masa constituida el tejido | continua Porcentaje
muscular determinada por
bioimpedancia.
Masa libre de | Corresponde a aquella
grasa masa constituida por los L
organos internos, los Cua_nt|tat|va Porcentaje
musculos y los huesos. continua
Edad Tiempo transcurrido desde | Cuantitativa
Su hacimiento hasta el | continua ~
Anos
momento.
Sexo Condicion anatémica que | Dicotdbmico i
distingue al hombre de la ]Ic\/lascu_ Ino
; emenino
mujer.
Urea Medicion de urea en sangre | Cuantitativa mg/dL
mediante una prueba | continua
cinética la enzima ureasa y
glutamato deshidrogenasa.
Creatinina Medicion de creatinina en | Cuantitativa mg/dL
sangre mediante un ensayo | continua
cinético colorimétrico.
Apego a la | Se determinara el apego al | Cuantitativa Porcentaje
intervencion caseinato a través de una | continua
(caseinato  de | bitacora de consumo
calcio)
Microbiota Abundancia relativa de Cuantitativa Porcentaje
intestinal especies microbianas que continua

conforman la diversidad del
tracto digestivo.

7.14 Maniobra de la consulta

El estudio consistié en una examinacion previa y 2 visitas durante el periodo de

seguimiento.

Visita previa: pre-ingreso (Duracion 40 minutos aproximadamente)




Se firmo la carta de consentimiento informado (Anexo llI).

Se realizé una historia clinica-nutricia (Anexo V).

Se realizaron mediciones antropométricas (peso y talla) y se determiné el
indice de masa corporal.

Se realiz6 un recordatorio de 24 horas de su consumo de alimentos del dia
anterior a la consulta (Anexo V).

Se realizé una toma de muestra sanguinea para la posterior determinacion
de glucosa, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos,
creatinina, urea y nitrbgeno ureico en sangre.

En caso de que el participante cumpliera con los criterios de seleccién, se
le entreg6 un paquete para la toma de su microbiota con dos tubos para
recoleccion de heces mediante un hisopo y una bolsa ziploc. También se le
entrego6 al participante una infografia de como tomar las muestras de heces

(Anexo VI). El participante debia entregar su muestra en la visita inicial.

Visita uno: (Duracién 30 minutos aproximadamente) (Fase 1)

Se tom6 muestra de sangre para la determinacion de la concentracion
sérica de insulina y perfil de aminoécidos.

Se recolecté el paquete de microbiota y se entregd un paquete nuevo.

Se realizé la determinacion de medidas antropométricas (peso) y medicion
de composicién corporal (masa libre de grasa, masa grasa y masa muasculo
esquelética) por medio de bioimpedancia eléctrica.

A cada participante se le entreg6 un plan de alimentacién controlado con
las siguientes caracteristicas nutrimentales: dieta isocalérica con una
distribucion del 20% de proteina, hidratos de carbono al 50% y 30% de
lipidos del requerimiento calorico total. Durante la segunda semana ademas
de seguir el plan de alimentacion se adicioné una suplementacion del 10%

de proteina con caseinato de calcio.
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El suplemento de caseinato de calcio se entregd a cada participante en
bolsas separadas con los gramos que debia consumir diariamente durante
7 dias (dia 8 al 14, fase 2) del estudio, combinado con sus alimentos.

Se entrego6 una infografia de como mezclar e incluir el caseinato de calcio
en su plan de alimentacién durante la fase 2 del estudio (Anexo VII).
Ademas, se entreg0 una bitacora con la finalidad de medir el apego al
consumo de la intervencién (caseinato de calcio) (Anexo VIII).

Se sugirié al participante no cambiar el nivel de actividad fisica habitual.

Se le coloc6 un monitor continuo de glucosa en donde:

El participante se quedaba de pie, con el brazo (de preferencia el
dominante) relajado. Se le pidi6 que se descubriera la parte posterior del
brazo y se limpié el area donde se colocaria el monitor (con una toallita
sanitizante). Con los guantes puestos se preparo6 el material: se abri6 el
sensor y se coloco con el aplicador, el cual se posicionaba de manera

horizontal y sin ejercer mucha presion.

Se les pregunt6 a los participantes si su celular contaba con tecnologia
Near Field Communication (NFC, para compartir archivos). En caso de que
no se entregd un lector de la misma marca del monitor para escanear este
ualtimo. Si el paciente contaba con NFC en su celular, se le ayudaba a
conectar el monitor a la aplicacion del fabricador de éste.

Se tomo la presion arterial. A cada participante se le pidio se descubriera
ambos brazos para realizar las mediciones en cada uno de los lados, el
brazo que saliera mas alto se repitié y se saco un promedio de las tres
mediciones.

Se entregaron 2 soluciones de glucosa. La primera debia tomarse al
siguiente (dia 2) en no mas de 5 minutos y se les explico a los participantes
gue debian pasar 120 minutos para que desayunaran. La siguiente solucion

se tomo un dia antes de la visita 2 (dia 13).

Visita dos: (Duracion 30 minutos aproximadamente) (Fase 2)
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Se realizaron mismas mediciones antropomeétricas, de composicion
corporal, presion arterial y de parametros bioquimicos que en visita uno.
Se retiré el monitor continuo de glucosa.

Se recogio el paquete de microbiota.

Se citd a los participantes a los 15 dias para la entrega de resultados.
14 days

Continuous Glucose Monitoring

7days 7days
Isocaloric diet Isocaloric diet + protein suppl. (0.6 g/kg/d)
©w te T &
|
B
Day 1 I Day 14
@7 Anthropometrics. 7 Anthropemetrics.
Body composition Body composition
M octT W oetT
N=10 N=12 Biochemical Biochemical I
Amino acid profile Amino acid profile
| B insuiin
H Microbiota (16s) H Microbiota (16s)
Lm SCFA Ltl SCFA

Bile acids Bile acids

Figura 5. Diagrama del disefio del estudio.

7.15 Técnicas utilizadas y mediciones

Estas mediciones se realizaron con un ayuno de entre 10 y 12 horas

aproximadamente, a temperatura ambiente y con ropa ligera.

Determinacion del perfil de aminoacidos. El procedimiento se llevo a
cabo a través de un dispositivo de muestreo (Agilent; G1367F) acoplado a
un HPLC (Agilent 1260 infiniti) y aun detector de fluorescencia (Agilent;
G1321B). Se utiliz6é una columna ZORBAX Eclipse AAA, la cual se
mantuvo a una temperatura de 40°C. Las condiciones cromatograficas
fueron de acuerdo con el inserto técnico de la columna. Se utilizaron dos
fases: Fase A: 40mM Na2HPOs4, pH 7.8 y Fase B: acetronitrilo:metanol:agua
(45:45:10 v/v). Los aminoéacidos fueron derivatizados con reactivos
utilizados para la derivatizacion de aminoacidos primarios OPA (o-
ftalaldehido), y FMOC (cloroformiato 9-Fluorenilmetil) para la derivatizacion

de aminoacidos secundarios. Los aminoacidos se caracterizaron a través
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de su tiempo de retencion comparado con estandares puros. La deteccién
se llevo a cabo por fluorescencia (340 nm excitacion y 450 nm emision).

La preparacion de las muestras consistio en lo siguiente: Se descongel6 una
alicuota de plasma y se tomo6 150 pL de plasma y se le adicion6 38 pL de
acido sulfosalicilico al 10%, se incubaron 30 minutos en refrigeracion y se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se tomaron 100 pL del
sobrenadante y se les agregé 1 pL del estandar interno (norvalina; 15 mM) y

se procedi6 a la derivatizacion e inyeccion de la muestra.

Determinacion de &cidos grasos de cadena corta. Se recogieron
muestras de heces el dia 0 y el dia 14. Se colocaron entre 100 a 300 mg de
muestras de heces en un tubo de 2 mL, colocando una perla de acero y
agregando 5 pL de HCI 0.1 N por cada mg de muestra. Las muestras se
procesaron en el Tyssue Lyser a una frecuencia de 30 sacudidas/min durante
3 minutos. Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm durante 20 minutos y
se recupero el sobrenadante. En un tubo de 0.2 mL se colocaron 1 pL de
solucion de acido 2-etilbutirico 100 mM (como estandar interno) y 99 uL del
sobrenadante de las muestras de heces procesadas. Posteriormente se
llevaron las muestras a analizarse a través de cromatografia de gases
(Agilent 6850 GC con detector de ionizacion de llama) utilizando una columna
capilar DB-225MS (30 m x 0.25 mm de didmetro interior con 0.25 mm de
espesor de pelicula (J&W Scientific, Albany, NY, EE. UU.). La inyeccion de 1
UL de solucién de muestra se realiz6 en modo dividido (1:20.8) a 225°C. Se
utilizé hidrégeno como fase mavil, con un flujo constante de 0.5 mL/min, y la
temperatura de la interfaz se mantuvo a 225°C. La temperatura del horno se
elevo de 180°C a 200°C (5 min a 180°C, aumentd a 190°C [1°C/min]; 5 min
a190°C, aument6 a 200°C [1°C/min] /min]; 10 min a 200°C). La cuantificacion
de las muestras se llevo a cabo utilizando estandares de &cidos acético,
propionico y butirico, y las areas de los picos se obtuvieron de los

cromatogramas generados.
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Monitor continuo de glucosa. La glucosa intersticial se midi6 utilizando el
monitor continuo de glucosa Abbott FreeStyle que mide los niveles de
glucosa intersticiales utilizando sensores subcutaneos. ElI monitor se colocé
en el brazo por una persona capacitada en colocar dichos monitores. Este
monitor continuo de glucosa mide las concentraciones de glucosa
intersticial del participante durante 14 dias dando una medicion cada 15
minutos. El principio de la medicion es una reaccion de 6xido reduccion

llevada a cabo por la enzima glucosa oxidasa.

Andlisis de la composicion de la microbiota intestinal en heces. La
extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) de las muestras de heces se
llevé a cabo por medio del paquete comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN). La concentracion de ADN asi como su pureza se cuantifico
mediante el NanoDrop 2000. Posteriormente se realiz6 un andlisis de
integridad del ADN por medio electroforesis utilizando el equipo QIAXCEL
(QIAGEN). Las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S del acido
ribonucleico ribosomal (ARNr) se amplificaron utilizando cebadores
especificos que contenian las secuencias de nucleétidos sobresalientes del
adaptador de lllumina. Luego se llevé a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (proteina C reactiva) para unir los indices duales utilizando un kit
Nextera XT V.2. La secuenciacion se realiz6 en una plataforma Illumina
MiSeq (MiSeq Reagent Kit V.3, 600 ciclos) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante para generar lecturas finales pareadas de 300 pares de bases

de longitud en cada direccién.

Bioinformatica y asignacion taxonoémica de la microbiota intestinal. Las
secuencias de amplicones sin procesar como FASTQ, se procesaron
bioinforméaticamente utilizando el algoritmo de eliminacién de ruido de
amplicones divisivos (DADA) a través del paquete de software estadistico R
DADAZ2 version 1.7.0, utilizando parametros predeterminados. Brevemente,
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los archivos FASTQ demultiplexados se filtraron (a longitudes de 240 hacia
adelante y 200 hacia atras) y se recortaron (con errores maximos esperados
de 1y 2). La eliminacién de quimeras se produjo al mismo tiempo que se
asignaban amplicones a variantes de secuencias de amplicones (ASV)
mediante desreplicacion, eliminacion de ruido, fusibn de lecturas
emparejadas y tabulacion de secuencias. Los ASV se asignaron a la base de
datos SILVA v128 132 SSU NR99 para determinar las taxonomias (89).

7.16 Calculo del tamarfio de muestra

Se realizo el célculo de tamafio de muestra tomando en cuenta la diferencia de la
abundancia relativa de bacteroidetes (20%) y también realizamos el calculo
tomando en cuenta el cambio de verrucomicrobia (18%) después de la ingesta alta
en proteina (50%) en comparacién de consumo de proteina 6% y 20% en nuestro
estudio en modelo animal (datos no publicados). Considerando un error tipo 1 (a) =

0.05, y un error tipo Il (8) de 0.20, utilizando la férmula:

n= (0(Za+ZB)/ (u-Ho))*

Se obtuvo un resultado de 4 y 7 participantes, respectivamente. Tomando en cuenta
una pérdida del 30% nos da un total de 10 participantes. Para poder evaluar las
diferencias entre hombres y mujeres decidimos reclutar 10 participantes mujeres y
10 participantes hombres.

7.17 Andlisis estadistico

Las variables continuas fueron expresadas en promedios y en desviacion estandar
y las variables cualitativas como frecuencias y porcentajes. Las variables continuas
se evaluaron mediante Z de Kolmogorov-Smirnov para analizar su tipo de
distribucion. En caso de que los datos no tuvieran una distribucion normal, se realizé
la transformacion logaritmica antes del analisis. Para analizar las diferencias de la

ingesta dietética, las diferencias en los datos clinicos, antropomeétricos, bioquimicos,
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hormonales y de monitorizacién continua de la glucosa antes y después de la
suplementacién con proteina, se realizé una T de Student pareada. Para evaluar las
diferencias en las variables cualitativas se utilizé la prueba chi?. Las diferencias se

consideraron significativas cuando el valor de p fue < 0.05.

Los resultados de la medicidon del monitoreo continuo de glucosa se utilizaron para
calcular diversos pardmetros de las concentraciones de glucosa como la media, la
mediana, los percentiles 25 y 75, la hemoglobina glucosilada estimada, la
desviacion estandar (DE), el coeficiente de variacion (CV), el area bajo la curva
durante el dia (dAUC), el &rea bajo la curva nocturna (nAUC) y el area bajo la curva
total (tAUC). Las métricas del rango de tiempo se recopilaron a partir de los datos
del monitor continuo de glucosa. El tiempo dentro del rango (TIR) se definié como
el porcentaje de tiempo en el rango de glucosa de 70 a 140 mg/dL, el tiempo por
debajo del rango (TBR) como el porcentaje de tiempo < 70 mg/dL y el tiempo por
encima del rango (TAR) como porcentaje de tiempo > 140 mg/dL. Ademas, la
variabilidad de la glucosa se calculé mediante varios indices como accion glucémica
neta global continua (de accién glucémica neta global continua (CONGA, por sus
siglas en inglés), por sus siglas en inglés), medias absolutas de las diferencias
diarias (de medias absolutas de las diferencias diarias (MODD, por sus siglas en
inglés), por sus siglas en inglés) y amplitud media de la excursion glucémica (de
amplitud media de las excursiones glucémicas (MAGE, por sus siglas en inglés),

por sus siglas en inglés) (90).

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés)
de parametros antropométricos, bioquimicos, perfil de aminoacidos y abundancia
relativa de especies de la microbiota intestinal antes y después del consumo de
caseinato de calcio para resumir el conjunto de datos y estudiar las posibles
relaciones entre estas variables. Esto se llevo a cabo con el paquete factoextray se

graficaron utilizando el paquete ggplot2 ambos de Rstudio.

Las asociaciones entre la concentracion de aminoacidos seéricos y los parametros
del monitor continuo de glucosa se evaluaron con un analisis con el coeficiente de

correlacion de Pearson y se mostraron como un mapa de calor con su dendograma
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correspondiente utilizando el paquete dendextend de Rstudio. Todas las
correlaciones se consideraron significativas cuando el valor de p fue <0.05. Los
analisis se realizaron con el software SPSS version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EE. UU.). La significancia estadistica se establecié en p < 0.05.

7.18 Preceptos éticos para la investigacidon en humanos

Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente después de una
explicacion completa del estudio. Este consentimiento fue presentado al Comité de
Etica del INCMNSZ para su aprobacion. El ensayo clinico fue registrado con el
namero 4532. Este ensayo se registro en ClinicalTrials.gov como NCT05906641 y

se informo de acuerdo con las pautas CONSORT (91).
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8. Resultados
8.1 Resultados estudio transversal

8.1.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Los participantes fueron captados mediante publicidad en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. El estudio fue realizado de enero
del 2021 a noviembre del 2022. Durante este periodo existieron alrededor de 530
interesados para participar en el proyecto, de los cuales sélo 437 fueron valorados
para saber si cumplian los criterios de inclusién y sélo 380 cumplieron con los

criterios tras su valoracion.

Respondieron a la publicidad: 530

Completaron el cribado durantela
previsita: 437

No elegibles: 57

Inscritos en el estudio: 380

Finalizaron el estudio: 380

Figura 6. Diagrama de flujo de los participantes en el estudio.

Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblaciéon de los 381
participantes del estudio mostraron que el 73.4% fueron mujeres, mientras que la
mediana (percentil 24 y 75) de edad fue de 42 (34 — 49) afios con un indice de masa
corporal de 34.1 (31.2 — 36.8) kg/m?. La mediana de la glucosa posprandial a la hora
fue de 171 (136 — 204) mg/dL, mientras que a las dos horas fue de 130 (109 — 160)
mg/dL Cuadro 1.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas, antropomeétricas, bioquimicas y hormonales de los participantes

Variable Todos los participantes

N =381
Mediana 25 — 75 percentil

ﬁ/lel)J(joer/Hombre 280/101 i

Edad, afios 42.0 34.0-49.0
Peso, kg 87.0 78.0-96.0
IMC, kg/m? 34.1 31.2-36.8
C.Cintura, cm 103 96.0 — 112
Area de grasa visceral, cm? 145 126 — 165
Masa grasa, kg 40.2 32.6-47.7
Masa magra, kg 27.0 24.0-31.9
PAS, mmHg 109 101 -119
PAD, mmHg 77.0 71.0-83.0
Glucosa, mg/dL 98.6 89.9 — 105
1-h GP, mg/dL 171 136 — 204
2-h GP, mg/dL 130 109 — 160
Colesterol total, mg/dL 185 160 — 211
Triacilglicéridos, mg/dL 182 144 — 239
C- HDL, mg/dL 34.3 28.5-410
C- LDL, mg/dL 123 101 - 147
Proteina C reactiva, mg/mL 3.38 1.91-5.69
Adiponectina, ng/mL 4.43 3.17-6.45
Leptina, ng/mL 46.9 28.1-63.8
HbAlc, % 5.68 5.46 -5.98
Insulina, pU/mL 13.8 9.48 - 20.2
HOMA-IR 3.38 2.18-5.06
indice QUICKI 0.31 0.30 —0.33

Los resultados son presentados como medianas y percentiles 25 — 75. IMC, indice de masa corporal.
C.Cintura, circunferencia de cintura. PAS, presion arterial sistélica. PAD, presion arterial diastolica.

GP, glucosa posprandial. HbAlc, hemoglobina glucosilada.

46



De acuerdo con los valores de glucemia posprandial a las 2 horas tras una curva de
tolerancia oral a la glucosa la clasificacion de los grupos quedoé de la siguiente
manera: grupo normoglucemia (n = 220), grupo de prediabetes (n = 131) y el grupo
de diabetes (n = 30). Es importante resaltar, que aquellos participantes en el grupo
de diabetes no contaban con conocimiento de su diagnoéstico previo al ingreso del
protocolo de investigacion. Las caracteristicas antropométricas, bioquimicas y
hormonales de estos participantes se presentan en el Cuadro 2. El grupo de
diabetes tuvo una mediana de edad significativamente mayor con 45.5 (37.2 —51.7)
afos que los grupos normoglucemia y de prediabetes. Ademas, se observo que en
el grupo normoglucemia los valores del indice HOMA-IR se encontraban por encima
del punto de corte para poblacion mexicana con una mediana de 3.10 (1.97 — 4.82).
De igual forma, se observo que los valores del indice QUICKI fueron més elevados
(Almeda-Valdes 2018 indices) con una mediana de 0.32 (0.30 — 0.34) Cuadro 2.
Las curvas de tolerancia oral a la glucosa con 75-g de glucosa anhidra se presentan
en la Figura 7 tanto de glucosa como de insulina para cada uno de los grupos de

acuerdo con la clasificacion de la ADA.
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Cuadro 2. Caracteristicas clinicas, antropomeétricas, bioquimicas y hormonales de los participantes en los diferentes grupos

Grupo normoglucemia Grupo Prediabetes Grupo Diabetes

i 1 2
Variable N = 220 N= 131 N= 30 P P
Mediana 2575 Mediana 2575 Mediana 25175
percentil percentil percentil

Sexo* Mujer/Hombre 153/67 - 105/26 - 22/8 - 0.09 -
Edad, afios 41.0° 33.0-47.7 44,03°P 34.0-50.0 455" 37.2-51.7 0.02 -
Peso, kg 88.1 78.0-96.4 84.6 78.0-94.4 84.6 78.0-94.4 0.89 0.01
IMC, kg/m? 34.0 31.3-37.0 34.2 31.1-36.8 34.2 31.1-36.8 0.16 0.81
C.Cintura, cm 104 96.7 — 112 102 95.0-110 102 95.0-110 0.88 0.01
Area de grasa visceral, cm? 144 127 - 170 143 124 - 164 152 133-174 0.37 0.08
Masa grasa, kg 40.1 32.8-48.0 39.6 32.3-47.7 42.2 31.8-48.0 0.87 0.80
Masa magra, kg 27.3 23.9-33.2 26.2 24.1-28.6 28.3 23.7-32.7 0.05 0.01
PAS, mmHg 110 101 -119 108 102 - 119 107 98.7 - 120 0.65 0.01
PAD, mmHg 77.0 71.7-83.0 77.0 71.0-81.2 78.5 69.0 -85.2 0.93 0.02
Glucosa, mg/dL 94.6° 87.0 - 103 101° 93.2-108 107° 97.2-117 0.01 0.01
1-h GP, mg/dL 1492 127 - 177 193° 176 — 212 232°¢ 196 — 252 0.01 0.01
2-h GP, mg/dL 1122 98.0 - 126 160° 149 - 176 218°¢ 206 — 242 0.01 0.01
Colesterol total, mg/dL 186 156 — 211 185 161 - 208 189 172 - 225 0.34 0.10
Triacilglicéridos, mg/dL 182 146 — 232 182 141 — 258 179 145 — 228 0.90 0.09
C-HDL, mg/dL 34.6 28.8-41.1 335 28.1-40.8 313 28.1-43.6 0.70 0.01
C-LDL, mg/dL 121 997 — 144 123 103 - 150 125 99.7 — 155 0.29 0.02
Proteina C reactiva, mg/mL 3.25 1.71-553 3.68 2.17-6.01 3.60 2.30-5.45 0.22 0.11
Adiponectina, ng/mL 4.42 3.04-6.73 4.47 3.33-6.64 4.03 2.95-5.89 0.22 0.01
Leptina, ng/mL 47.7 279-63.4 41.0 28.5-60.3 47.0 21.1-744 0.98 0.01
HbAlc, % 5.60°? 5.39-5.90 5.70° 5.56 — 6.00 6.05° 5.59 - 6.26 0.01 0.12
Insulina, pU/mL 12.8 8.80-19.5 15.3 11.2-20.8 14.6 9.22-20.9 0.13 0.03
HOMA-IR 3.10 1.97-4.82 3.74 2.69-5.32 3.92 2.22 -5.47 0.06 0.01
indice QUICKI 0.32°2 0.30-0.34 0.31° 0.30-0.32 0.3120 0.29 - 0.33 0.01 0.01

Los resultados son presentados como medianas y percentiles 25 — 75. IMC, indice de masa corporal. C.Cintura, circunferencia de cintura. PAS, presion arterial sistolica. PAD, presion
arterial diastolica. GP, glucosa posprandial. HbAlc, hemoglobina glucosilada. Cuando los datos no tenian una distribucion normal, se realizé una transformacion logaritmica previo
al anélisis. p!ANOVA de una via se realizé para evaluar las diferencias entre grupos. El analisis post hoc se realizé mediante el método de Bonferroni. Las letras denotan diferencias

significativas entre grupos, a > b > c. p? se ajusto por edad y sexo. *Chi? se utilizo para evaluar las diferencias proporcionales entre los grupos.
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Figura 7. Curvas de respuesta de glucosa e insulina durante una curva de tolerancia
oral a la glucosa de 2 horas clasificadas como normoglucemia, prediabetes y

diabetes.

Por otro lado, la curva de glucosa de los participantes se clasifico segun su forma
en monofasica, bifasica y continua (Figura 8). En el grupo normoglucemia, el 53.4%
presentd un tipo de curva monofasica, el 33.7% presentaron un tipo de curva
continua y el 13% presentd un tipo de curva bifasica. En el grupo de prediabetes, el
56.1% presento un tipo de curva monoféasica, el 31.6% presento una curva continua
y el 11.4% una curva bifasica. Por ultimo, el grupo de diabetes presenté en un 55.6
% un tipo de curva monofésica, un 29.6% un tipo de curva continua y un 14.8% un
tipo de curva bifasica. Interesantemente, el 87.1% de los participantes del grupo
normoglucemia presentaron un tipo de curva asociadas a una baja sensibilidad a la
insulina (monofésica y continua) Cuadro 3. Al categorizar a los participantes segun
su forma de la curva de tolerancia oral a la glucosa y los niveles de insulina a las 2
h, el grupo normoglucemia no mostré diferencias en los tres tipos de curvas

(monoféasica, bifasica y continua).

Cuadro 3. Tipo de curvas durante la curva de tolerancia oral a la glucosa presentes en

los tres diferentes grupos

Monofasica Bifésica Continua
Normoglucemia 53.4% 13% 33.7%
Prediabetes 56.1% 11.4% 31.6%
Diabetes 55.6% 14.8% 29.6%
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Figura 8. Curvas de glucosa e insulina durante una curva de tolerancia oral a la
glucosa de 2 horas segun la clasificacion de la forma (monofasica, bifasica y

continua) entre los tres estados glucémicos diferentes.
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Posteriormente, se realizO un andlisis de correlacion con el coeficiente de
correlacion de Spearman calculado para la glucemia posprandial a las 2 horas, area
bajo la curva de glucosa, concentraciones de insulina a las 2 horas, area bajo la
curva de insulina para cada grupo y cada parametro clinico, bioquimico y hormonal;
y estas correlaciones se presentan en un mapa de calor (Figura 9).
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Figura 9. El analisis del coeficiente de correlacion de Spearman entre los tres
diferentes estados glucémicos y los parametros clinicos, antropométricos,
bioguimicos y hormonales se presenta como un mapa de calor. IMC, indice de masa
corporal; WC, circunferencia de cintura; SBP: presion arterial sistélica; DBP, presion
arterial diastdlica; TC: colesterol total; TG, triglicéridos; HDL-C, colesterol HDL; LDL-
C, colesterol LDL; Alc, hemoglobina glucosilada; CRP, proteina C reactiva; OGTT,
prueba de tolerancia oral a la glucosa; area bajo la curva, area bajo la curva.

Significancia estadistica p < 0.05.
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En el grupo normoglucemia se observé una correlacion positiva entre la edad y las
cuatro variables principales. Ademas, en el grupo normoglucemia los parametros
antropometricos correlacionaron positivamente con el area bajo la curva de insulina.
Mientras tanto, en el grupo con prediabetes solo el porcentaje de masa grasa y el
porcentaje de masa magra correlacionaron positivamente con el area bajo la curva
de insulina y las concentraciones de insulina a las 2 h. Para el grupo de diabetes,
se observé una correlacion negativa entre la hemoglobina glucosilada y las

concentraciones de insulina a las 2 h.

Por ultimo, con la finalidad de obtener una herramienta que fuera capaz de hacer
un pronostico oportuno de una disglucemia sin la necesidad de realizar una curva
de tolerancia oral a la glucosa, se realiz6 un modelo de regresion lineal multiple para
determinar a partir de pardmetros clinicos, antropométricos, bioquimicos y
hormonales qué variables podrian asociarse con la glucemia posprandial a las 2 h.
Los resultados revelaron que el modelo para hemoglobina glucosilada, proteina C
reactiva, masa grasa corporal y colesterol total representd la mayor varianza. Este
modelo fue estadisticamente significativo (p < 0.05) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Andlisis de regresion lineal para sujetos con una glucosa posprandial-2 h <= 139.9.

Cocficiente 3

Error Coeficiente 3 P 0 Modelo Modelo
Modelo no. estandar estandarizado t Value 95%IC R R?
estandarizado

1 (Constante) -49.097 59.0 -0.831 0.41 -169a71.3 0.43 0.19
HbAlc 28.912 10.6 0.439 2.719 0.01 7.22 a50.6 ' '

5 (Constante) -73.901 55.4 -1.332 0.19 -187 a39.4
HbAlc 31.637 9.89 0.480 3.199 0.003 11.4a51.8 0.57 0.33
PCR 2.405 0.96 0.376 2.505 0.01 0.44 a2 4.36

3  (Constante) -79.143 49.3 -1.603 0.12 -180a21.8
HbAlc 38.233 9.06 0.580 4,217 0.001 19.6 a 56.7 0.70 0.49
PCR 3.862 0.98 0.604 3.930 0.001 1.85a5.87 ' '
MG -1.018 0.34 -0.463 -2.990 0.006 -1.71a-0.32

4  (Constante) -92.343 47.1 -1.957 0.06 -189a4.32
HbAlc 36.524 8.62 0.554 4,234 0.001 18.852 a 54.195
PCR 3.866 0.93 0.605 4.153 0.001 1.96a5.77 0.74 0.55
MG -1.000 0.32 -0.455 -3.099 0.004 -1.66 a-0.33
CT 0.123 0.05 0.263 2.080 0.04 0.002 a 0.24

Para evaluar la asociacion entre glucosa posprandial de 2 h en el grupo normoglucemia y marcadores clinicos, antropométricos, bioquimicos, y
hormonales se utilizé un analisis de regresion lineal multiple por pasos. Variable dependiente: GP de 2 h, glucosa posprandial de 2 horas. HbAlc,

hemoglobina glucosilada; PCR, proteina C reactiva; CT: colesterol total; MG, masa grasa.
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8.2 Resultados estudio clinico

8.2.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Los participantes fueron captados mediante publicidad en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. El estudio fue realizado de agosto
del 2023 a septiembre del 2023. Durante este periodo existieron alrededor de 47
interesados para participar en el proyecto, de los cuales so6lo 32 fueron valorados
para saber si cumplian los criterios de inclusion y sélo 22 cumplieron con los criterios

tras su valoracion.

Responded to Advertising: 47

{

Completed Clinical Screen: 32

Enrolled into Study: 22

i
Jly

Completed study: 22

!

Figura 10. Diagrama de flujo de los participantes en el estudio.

En este estudio se reclutd a un total de 22 participantes (12 mujeres y 10 hombres).
Las caracteristicas clinicas, antropométricas, bioquimicas y hormonales de los
participantes se muestran en el Cuadro 5. La edad media de la poblacion fue de
29.8+6.02 afos, mientras que el indice de masa corporal promedio fue de 23.1+2.34
kg/m2. Las concentraciones de glucosa fueron de 94.7+7.89 mg/dL y los niveles de
insulina fueron de 14.4+10.9 pUI/mL. Después de 7 dias de aumento en la ingesta
de proteina, los niveles de colesterol total disminuyeron significativamente 163+30.4
mg/dL a 147+32.0 mg/dL, respectivamente. Sin embargo, las concentraciones
iniciales estaban en valores normales. Interesantemente, se observo también una
disminucion significativa en el area de grasa visceral de 66.7+14.5 cm® a 64.8+14.1
cm3. Por otro lado, las concentraciones de urea aumentaron tras la intervencion,
manteniéndose en valores normales de 4.59+1.01 mmol/L a 5.36£1.02 mmol/L
Cuadro 6.
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas, antropomeétricas, bioquimicas y hormonales de los

participantes.

Variable N=22 Valores Normales

Sexo

Mujer/Hombre 12/10

Edad, afios 29.8 £ 6.02

Peso, kg 62.8 +8.78

IMC, kg/m? 23.1+2.34 18.5—24.9

C.Cintura, cm 75.0 + 7.35 < 80 mujeres / < 90 hombres

Area de grasa visceral, cm?® 66.7 + 14.6 <100

Masa grasa, kg 18.4+11.2

Masa magra, kg 43.7 + 8.58

PAS, mmHg 103 +13.0 120

PAD, mmHg 68.5 + 5.56 80

Glucosa, mg/dL 94.7 + 7.89 <100

Colesterol total, mg/dL 163 + 30.4 <200

Triacilglicéridos, mg/dL 101 + 37.6 <150

C-HDL, mg/dL 453+ 11.3 > 40 hombres / > 50 mujeres

C-LDL, mg/dL 102 + 25.0 <110

Urea, mmol/L 459 +1.01 21-85
Hombres >0.74 - < 1.35

Creatinina, mg/dL 0.81+0.17 Mujeres > 0.59 - < 1.04

Hombres 10 — 40
AST, U/L 235+ 13.6 8-33
Insulina, pulU/mL 14.4 +10.9 5-25

Los datos son presentados como promedios y desviacion estandar. IMC, indice de masa

corporal. C.Cintura, circunferencia de cintura. PAS, presién arterial sistolica. PAD, presion

arterial diastolica.; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa.
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Cuadro 6. Caracteristicas clinicas, antropomeétricas, bioquimicas y hormonales de los

participantes antes y después de la ingesta aguda de proteina.

Variable Dia0-7 Dia8- 14 P

Peso, kg 62.8 £ 8.78 62.7 £ 8.42 0.46
IMC, kg/m? 23.1+1.34 23.1+2.24 0.77
C.Cintura, cm 75.0+7.35 75.0 £6.55 0.98
Area de grasa visceral, cm® 66.7 + 14.6 64.8 +14.1 0.03
Masa grasa, kg 184 +11.1 16.0 £3.49 0.25
Masa magra, kg 43.7 £ 8.58 44,2 £8.44 0.09
PAS, mmHg 103 £13.0 103 £13.2 0.94
PAD, mmHg 68.5 + 5.56 69.4 + 6.98 0.49
Glucosa, mg/dL 94.7 £7.89 96.0+11.4 0.48
Colesterol total, mg/dL 163 £ 30.4 147 £ 32.0 0.01
Triacilglicéridos, mg/dL 101 + 37.6 87.5+38.1 0.07
C-HDL, mg/dL 453+ 11.3 4731124 0.15
C-LDL, mg/dL 102 £ 25.0 98.7+24.4 0.43
Urea, mmol/L 459+1.01 5.36+£1.02 0.01
Creatina, mg/dL 0.81+£0.17 0.80+£0.16 0.93
ALT, U/L 20.4 £ 8.06 20.5+6.82 0.95
AST, U/L 23.5+13.6 20.8 £ 6.88 0.42
Insulina, plU/mL 8.01+3.64 6.74+2.17 0.14

Los datos son presentados como promedios y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de
Student para muestras pareadas. IMC, indice de masa corporal. C.Cintura, circunferencia de
cintura. PAS, presién arterial sistélica. PAD, presion arterial diastdlica.; ALT, alanina

aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa.
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Con lafinalidad de determinar el efecto de un consumo agudo alto en proteina sobre
la variabilidad glucémica se colocaron a los participantes monitores continuos de
glucosa, donde se observd que los parametros de glucemia que aumentaron
significativamente con la suplementacion de caseinato de calcio fueron la media de
glucosa, la mediana, el percentil 25, el percentil 75 y la hemoglobina glucosilada
estimada. Sin embargo, los pardmetros asociados a la variabilidad glucémica como
el CV y los indices de amplitud media de las excursiones glucémicas (MAGE, por
sus siglas en inglés), de accion glucémica neta global continua (CONGA, por sus
siglas en inglés) y de medias absolutas de las diferencias diarias (MODD, por sus
siglas en inglés) disminuyeron significativamente. Con respecto a los tiempos en
rango, los porcentajes de TIR y TAR no cambiaron durante los 7 dias de
intervencidn con caseinato de calcio. Sin embargo, el porcentaje de TBR disminuyo6
significativamente después de la ingesta de proteinas de 6.20% a 1.57% Cuadro 7.
Ademas, al analizar los datos del monitor continuo de glucosa se observé una
disminucion significativa en el area bajo la curva de dia de 715471 + 71946
mg/dL*2h a 578148 + 184725 mg/dL*2 h Cuadro 7, mientras que una disminucién
de casi el 20% de se observo el area bajo la curva total con la intervencion de

caseinato de calcio Figura 11.
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Cuadro 7. Medidas de monitoreo continuo de glucosa; control y variabilidad glucémica

antes y después de la ingesta aguda de proteina.

Variable Dia0-7 Dia8- 14 P

Promedio glucosa, mg/dL 93.8+8.84 97.4+£7.06 0.01
Mediana glucosa, mg/dL 92.2+7.94 95.1+6.93 0.01
Percentil 25 glucosa, mg/dL 85.1+8.70 88.9 £ 6.99 0.01
Percentil 75 glucosa, mg/dL 100 £ 8.50 103 +£7.63 0.02
HbA1lc estimada, % 4.89 +0.31 5.01+0.25 0.01
Desviacidn estandar, mg/dL 14.3 £ 2.27 12.8 +2.78 0.01
CV, % 0.15+0.02 0.13+0.02 0.01
TIR, % 38.0+47.2 40.0 +49.3 0.13
TBR, % 6.20 £ 9.19 1.57+3.19 0.01
TAR, % 1.40+1.98 142 +1.69 0.94
dAUC, mg/dL 715471 + 71946 578148 + 184725 0.01
nAUC, mg/dL 238020 + 38839 232131 + 83866 0.69
tAUC, mg/dL 954954 + 106288 811668 + 262529 0.01
MAGE 31.5 + 6.54 27.8+6.35 0.01
CONGA 15.0+2.41 13.6 £2.88 0.01
MODD 13.7+2.74 11.0+£2.06 0.01

Los datos son presentados como promedios y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de
Student para muestras pareadas. HbAlc, hemoglobina glucosilada; CV, coeficiente de
variacion; TIR, tiempo en rango; TBR, tiempo por debajo del rango; TAR, tiempo por encima
del rango; dAUC, area bajo la curva de dia; nAUC, area bajo la curva de noche; tAUC, area
bajo la curva total; MAGE, mean amplitude of glycemic excursions; CONGA, continuous
overall net glycemic action; MODD, mean of daily differences.
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de proteina de todos los sujetos.

Posteriormente, se realizé un andlisis para determinar si existian diferencias entre
el antes y después del consumo de caseinato de calcio y el sexo de los participantes
(Figura 12), e interesantemente se observé que no sélo los grupos se separan de
acuerdo con la suplementacion de proteina, sino que también existe una separacion

de acuerdo con el sexo, siendo esto mas evidente para el grupo de las mujeres.
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Figura 12. Analisis de componentes principales entre hombres y mujeres antes y

después del consumo agudo de proteina.

Por lo que se decidio analizar los parametros del monitor continuo de glucosa de
acuerdo con el sexo Cuadro 8. Se observo que soélo en el grupo de mujeres existio
un aumento en los pardmetros de la glucemia y una disminucion en el coeficiente
de variacién y de medias absolutas de las diferencias diarias (MODD, por sus siglas
en inglés) asociados a la variabilidad glucémica. Ademas, el porcentaje del tiempo
bajo el rango disminuy6 de 8.64% a 2.08%, y tanto el area bajo la curva de dia como
el area bajo la curva total disminuyeron significativamente después de la
suplementacion con caseinato de calcio de 687171 + 53060 mg/dL*2 h a 529737 +
80336 mg/dL*2 h y de 911379 + 82166 mg/dL*2 h a 749361 + 114246 mg/dL*2 h,
respectivamente. Mientras que en el grupo de hombres las Unicas diferencias
observadas fueron en los indices de variabilidad glucémica de amplitud media de
las excursiones glucémicas (MAGE, por sus siglas en inglés), de accion glucémica
neta global continua (CONGA, por sus siglas en inglés) y de medias absolutas de
las diferencias diarias (MODD, por sus siglas en inglés) con una reduccién
significativa de 34.2+7.51 a 28.4+8.18, de 16.2+2.56 a 14.4+3.17 y de 14.6£2.83 a

11.9+£2.12, respectivamente.
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Cuadro 8. Medidas de monitoreo continuo de glucosa; control y variabilidad glucémica de acuerdo con el sexo antes y después de la ingesta aguda

de proteina.

Mujeres Hombres
Variable n=13 P n=9 P
Dia 0 Dia 14 Dia 0 Dia 14

Promedio glucosa, mg/dL 89.0+£6.21 94.9+6.33 0.01 99.5+8.22 100 + 6.92 0.62
Mediana glucosa, mg/dL 87.6 +£5.66 92.7 £6.07 0.01 97.6 +6.93 97.9+7.09 0.84
Percentil 25 glucosa, mg/dL 81.0+7.15 86.9 £ 6.53 0.01 90.0+8.04 91.4+7.00 0.47
Percentil 75 glucosa, mg/dL 95.5+5.62 100 £ 6.42 0.01 106 +7.52 106 £7.76 0.95
HbA1c estimada, % 471+0.22 492+0.21 0.01 5.10+0.27 513+0.24 0.68
Desviacidn estandar, mg/dL 136 +1.84 12.1+1.85 0.02 15.2+251 13.6 £3.53 0.06
CV, % 0.15+0.03 0.12+0.01 0.01 0.15+0.02 0.13+0.03 0.06
TIR, % 29.0+43.7 325+48.1 0.16 48.7+51.4 49.0+51.7 0.36
TBR, % 8.64+115 2.08 £ 3.68 0.01 3.27+£3.98 0.96 +2.54 0.07
TAR, % 0.52 £0.37 0.95+0.92 0.93 2.46 +2.58 1.99+2.24 0.55
dAUC, mg/dL 687171 + 53060 529737 + 80336 0.01 749432 + 79294 636241 + 254673 0.21
nAUC, mg/dL 222807 + 34980 218278 + 41648 0.55 256275 + 36679 248755 + 117170 0.82
tAUC, mg/dL 911379 + 82166 749361 + 114246 0.01 1007243 + 111978 886437 + 365345 0.32
MAGE 29.2+4.83 27.3+4.66 0.17 342+751 28.4+8.18 0.01
CONGA 14.0+1.83 13.0+2.58 0.11 16.2 + 2.56 14.4 +3.17 0.01
MODD 13.0 +2.54 10.2+1.73 0.01 14.6 +2.83 11.9+2.12 0.02

Los datos son presentados como promedios y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de Student para muestras pareadas. HbAlc, hemoglobina
glucosilada; CV, coeficiente de variacion; TIR, tiempo en rango; TBR, tiempo por debajo del rango; TAR, tiempo por encima del rango; dAUC,
area bajo la curva de dia; nAUC, area bajo la curva de noche; tAUC, area bajo la curva total; MAGE, mean amplitude of glycemic excursions;

CONGA, continuous overall net glycemic action; MODD, mean of daily differences.
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Dado que existen diferencias notables en la variabilidad glucémica antes y después
del consumo del caseinato del calcio entre hombres y mujeres, nos preguntamos si
esto era debido a diferencias entre los diversos parametros metabolicos estudiados
y si esto estaba relacionado a una diferencia en la composicién de la microbiota
intestinal. En primer lugar, se estudiaron los cambios en los parametros
antropometricos, bioquimicos y hormonales entre hombres y mujeres donde se
observo que en el grupo de las mujeres hubo una disminucion significativa en el
area de grasa visceral de 68.5+12.2 cm3 a 66.3+£12.3 cm3. Ademas, en este mismo
grupo se observd un aumento en la masa magra de 37.7+£3.70 kg a 38.4+4.17 kg,
esto probablemente debido al aumento en el consumo de proteina. Por otro lado,
en el grupo de los hombres Unicamente se observo una disminucion significativa en
las concentraciones de colesterol total de 162+30.3 mg/dL a 132+25.0 mg/dL
Cuadro 9.
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Cuadro 9. Caracteristicas clinicas, antropométricas, bioquimicas y hormonales de los

participantes de acuerdo con el sexo antes y después del consumo agudo de proteina.

Mujeres Hombres
Variable n=12 P n =10 P
Dia 0 Dia 14 Dia0 Dia 14

Peso, kg 57.1+554 572+540 062 698+6.71 694+6.30 0.30
IMC, kg/m? 222+230 223+218 030 241+202 240+204 0.33
C.Cintura, cm 69.8+286 70.3+3.87 038 81.2+6.05 80.7+4.03 0.54
Area de grasa visceral, cm® 68.5+122 66.3+123 002 645+174 63.1+16.6 0.35
Masa grasa, kg 206+147 165+349 0.29 158+3.73 154+357 042
Masa magra, kg 37.7+3.70 384+417 001 509+7.06 51.2+6.77 0.61
PAS, mmHg 956+11.7 965+113 0.70 111+843 111+111 0.82
PAD, mmHg 66.2+441 675+681 033 714+569 716%+6.88 0.92
Glucosa, mg/dL 916+588 941+113 034 984+865 983+11.6 0.97
Colesterol total, mg/dL 164 +£31.8 159+326 052 162+30.3 132+25.0 0.01
Triacilglicéridos, mg/dL 86.3+£324 809+369 047 118+37.1 953+399 0.10
C-HDL, mg/dL 497+116 525%+116 020 399+865 41.2+108 0.54
C-LDL, mg/dL 99.8+233 103+25.7 051 104+279 93.1+228 0.07
Urea, mmol/L 437+092 536+110 0.01 484+109 536+098 0.13
Creatina, mg/dL 0.71+£0.16 0.77+0.19 030 093+0.10 0.85+0.11 0.09
ALT, U/L 16.8+4.07 17.1+£356 0.77 249+956 247759 0.96
AST, U/L 19.4+510 187+453 0.71 285+187 233+851 048
Insulina, plU/mL 8.17+203 6.68+2.09 0.09 7.82+508 6.82+241 0.54

Los datos son presentados como promedios y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de

Student para muestras pareadas. IMC, indice de masa corporal. C.Cintura, circunferencia de

cintura. PAS, presion arterial sistolica. PAD, presion arterial diastdlica.; ALT, alanina

aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa.
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En diversos estudios el perfil de amino&cidos se ha asociado a un mayor riesgo de
presentar disglucemia (92—94), debido al consumo agudo alto en proteina se decidio
determinar el perfil de aminoacidos en suero de estos participantes. En el total de la
poblacion se observo que después de 7 dias de intervencion el cido aspartico, el
acido glutamico, la glicina y la fenilalanina disminuyeron, mientras que la isoleucina,
metionina, prolina, treonina, tirosina y valina aumentaron significativamente Cuadro
10. Al momento de analizar por sexos Cuadro 11, en el grupo de las mujeres
disminuyeron significativamente las concentraciones del &cido aspdartico, &cido
glutdmico, glicina y fenilalanina. En este mismo grupo se observé un aumento
significativo en las concentraciones de isoleucina, metionina, prolina y la sumatoria
de los aminoacidos de cadena ramificada. Mientras que en el grupo de los hombres
Unicamente se observé una disminucién significativa en las concentraciones de
fenilalanina. Y se observdé un aumento en las concentraciones de histidina,
isoleucina, metionina, prolina, treonina, tirosina, valina y la sumatoria de los

aminoacidos de cadena ramificada.
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Cuadro 10. Perfil de aminoéacidos de los participantes antes y después del consumo agudo de

proteina.

Variable (uM) Dia 1 Dia 14 P

Alanina 363 +£67.2 353+£67.5 0.61
Arginina 82.3+14.8 78.7+14.0 0.25
Asparagina 38.3+4.99 37.3+6.08 0.50
Acido Aspartico 6.65+4.01 499 +2.14 0.03
Acido Glutamico 32.6+139 27.1+12.6 0.04
Glutamina 435+ 52.4 421 +51.2 0.16
Glicina 242 +64.5 208 +49.8 0.01
Histidina 63.0£6.11 66.7 £15.1 0.28
Isoleucina 529+ 132 64.0+ 154 0.01
Leucina 96.8+17.6 102 £19.6 0.23
Lisina 129+19.1 116 £ 16.9 0.02
Metionina 16.4 £2.83 23.6 £8.43 0.01
Fenilalanina 47.4 £7.37 41.2 £6.93 0.01
Prolina 155+54.2 194 + 68.2 0.01
Serina 99.4+19.2 95.7+15.3 0.37
Treonina 100+ 33.4 124 + 42.6 0.01
Triptofano 43.0+5.74 421 +7.59 0.52
Tirosina 51.6 £ 8.15 58.3+11.6 0.02
Valina 149 £ 37.3 178 £29.2 0.01
>BCAA 299 + 58.5 345 +59.6 0.01

Los datos son presentados como promedio y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de Student para

muestras pareadas. > BCAA, sumatoria de aminoacidos de cadena ramificada.
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Cuadro 11. Perfil de aminoacidos de los participantes de acuerdo con el sexo antes y después

del consumo agudo de proteina

Mujeres Hombres
Variable (uM) n=12 P n=10 )
Dia 0 Dia 14 Dia0 Dia 14

Alanina 364 £ 76.1 330 £60.7 0.20 361+ 58.8 381 £67.5 0.48
Arginina 81.3+16.3 73.9+£12.6 0.17 836x136 845+14.1 0.77
Asparagina 379+591 355+6.20 026 38.6+387 39.2+538 053
Acido Aspartico  8.08 +4.94 485+ 143 001 495+132 517+285 0.70
éﬁf;mico 314+154 21.1+6583 001 342+126 342+146 0098
Glutamina 424+66.9  404+50.0 021 449+234 442+465 0.54
Glicina 256 £ 79.9 218 + 58.7 0.04 224 + 35.6 196 £ 35.8 0.07
Histidina 63.7+6.48 627+169 084 621+585 715+119 0.3
Isoleucina 46.6+9.10 553+144 003 606+138 746+854 0.02
Leucina 88.0 £9.07 915185 0.58 107 £19.9 114+12.3 0.24
Lisina 124 £ 20.9 112 £ 15.6 0.15 135+ 155 120 +£18.2 0.07
Metionina 15.7+3.22 22.3£9.06 0.02 173x209 251+7.80 0.01
Fenilalanina 48.2 +8.04 41.4 +£6.51 0.02 466+6.80 41.0+7.76 0.04
Prolina 132+ 34.4 163 £55.1 0.05 183 £62.1 231 +66.0 0.02
Serina 105+ 18.6 97.3+16.6 019 920+180 93.8+x140 0.71
Treonina 93.5+38.9 118 +44.9 0.07 108 £ 25.0 131+41.1 0.03
Triptéfano 42.4 + 6.88 40.5+8.18 043 43.8+422 441+6.72 0.85
Tirosina 51.0 £ 8.67 55.1+£10.7 035 524+786 622+£120 0.01
Valina 144 £15.1 164 £ 28.0 0.0561 171229 196 £ 20.1 0.01
> BCAA 266 = 39.3 311 +55.2 0.04 339 +53.5 385 + 34.3 0.02

Los datos son presentados como promedio y desviacion estandar. * P-value < 0.05 T de

Student para muestras pareadas. > BCAA, sumatoria de aminoacidos de cadena ramificada.
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Por otro lado, para determinar si existe una asociacion entre la variabilidad
glucémica y el perfil de aminoacidos se realiz6 un andlisis de conglomerados
jerarquicos utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson calculado para la
concentracion de cada aminoacido y cada parametro del monitor continuo de
glucosa. Los grupos se visualizaron mediante un mapa de calor con su respectivo
dendograma. Se identificaron dos grupos principales tanto en concentraciones
basales, como en las concentraciones finales en el total de la poblacién estudiada
(Figura 13a y 13b). Un grupo estaba compuesto por la valina, la isoleucina y el
acido glutamico, y el segundo por el resto de los aminoacidos. De manera
interesante, se observd que las concentraciones basales de prolina, aspartato,
tirosina e histidina correlacionaron negativamente con parametros como la media
de glucosa, la mediana y los percentiles, perdiéndose este perfil con el consumo
agudo de proteina. Ademas, al final de la intervencion la metionina, histidina y la
treonina correlacionaron positivamente con la area bajo la curva y los indices de

variabilidad glucémica, cuando esto no se reflejé previo a la intervencion.

e
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Figura 13. Heatmap de correlacién utilizado el coeficiente de correlacionde Pearson
entre el perfil de aminoacidos de los participantes y parametros del monitor continuo
de glucosa antes y después de un consumo agudo de proteina. *Se considero una

p significativa cuando el valor fue < 0.05.
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Para examinar la posibilidad de que la variabilidad glucémica observada
anteriormente estuviera asociada a posibles cambios en la microbiota intestinal, en
primer lugar, se realiz6 un analisis de la composicion de ésta antes y después del
consumo del caseinato de calcio tanto en hombres como en mujeres. En cuanto a
la Alpha diversidad en los OTUs observados, y los indices Chaol, Shannon y
Simpson (Figura 14) en ambos sexos se observa una tendencia a aumentar tras el
consumo agudo de proteina, sin embargo, no se obtuvo significancia estadistica

para alguno de los indices.

Observed Chao1 Shannon Simpson

- 2 N
' o U Sex
men

* women

Alpha Diversity Measure

$
J1 K

|euy
aujaseq -
|euy
|euy -
jjoseq -
Jeuy -

njast

Timepoint

Figura 14. Analisis de alpha diversidad de acuerdo con el sexo antes y después del

consumo agudo de proteina.

Por otro lado, se evalud también su composicién taxonémica. Para el total de la
poblacién se observé que la variabilidad interindividual en la composicion taxonomia
es muy evidente sin importar el sexo. Al realizar un promedio de acuerdo con el
sexo se observo que a nivel de phylum previo a la suplemetacion con proteina
Bacteroidota fue el phylum con mayor abundacia relativa, seguido por los Firmicutes
y las Proteobacterias para ambos sexos (Figura 15a). Mientras que tras el consumo

agudo de proteina fueron los Firmicutes el phylum méas abundante (Figura 15b).
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Figura 15. A) Abundancia relativa a nivel phylum de forma basal. B) Abundancia

relativa a nivel de phylum de forma final.

Al realizar el analisis a nivel de género, se observo que de forma basal no hay

diferencias entre los dos grupos. Siendo los géneros mas abundantes al inicio los

Bacteroides, Prevotella, y Parabacteroides, nuevamente sin mostrar diferencias

entre sexos. De forma interesante, el género Prevotella fue predominante previo a

la intervencion en los hombres, y al final de la intervencién fueron los hombres

guienes mostraron mayor abundancia de este género (Figura 16ay b).

67



Relative abundance Genus Baseline

1.004
Genus
0.751 . Bacteroides . Ruminococcus
. Other . Subdoligranulum
. Prevotella . Lachnospiraceae_NK4A136_group
8 . Parabacteroides . Agathobacter
§ 050 . Alistipes . Christensenellaceae_R-7_group
5
E 0 uce-002 [ Roseburia
< . [E ium]_coprostanali _group . P ok
Faecalibacterium Coprococcus
. Clostridia_UCG-014 . Alloprevotella
0.251 B oiaister B =scherichia-Shigelia
. Barnesiella
0.00
Sample
) Relative abundance Genus Final
1.00 4
Genus
. Bacteroides . Lachnospiraceae_NK4A136_group
0.75 . Other . Christensenellaceae_R-7_group
B uce-002 B Agathobacter
. Prevotella . Phascolarctobacterium

. [Eubacterium]_coprostanoligenes_group . Roseburia

. Faecalibacterium . Barnesiella

Abundance
o
o
o

. Parabacteroides . Subdoligranulum
Alistipes UCG-005
0.251 [ clostridia_uce-014 [ Butyrivibrio
. Ruminococcus . Coprococcus
. Dialister
0.00 4

Sample

Figura 16. A) Abundancia relativa a nivel de género de forma basal. B)

Abundancia relativa a nivel de género de forma final.

Por ultimo, en cuanto a nivel de especie se notd un cambio en cuanto a la
composicién antes y después de la intervencién con la suplementacion de proteina
principalmente en los hombres (Figura 17ay b). A nivel de especie se observé que
previo al consumo agudo de proteina en las mujeres Bacteroides dorei,
Parabacteroides merdae y Bacteroides vulgatus fueron las especies mas
abundantes, mientras que en los hombres fueron Parabacteroides dorei,

Bacteroides coprocola y Prevotella copri. Tras la intervencion las especie mas
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9. Discusioén

9.1 Estudio transversal

En este estudio se evaluo, entre otras cosas, la prevalencia de disglucemia y los
factores predictivos de una glucemia posprandial de 2 h alterada tras una curva de
tolerancia oral a la glucosa de 2 h. 42.2% de los participantes presentaron
alteraciones en las concentraciones de glucosa luego de realizar la curva de
tolerancia oral a la glucosa, de los cuales el 34.3% presento prediabetes y el 7.87%
presentd concentraciones para diagndéstico de diabetes (5). En estudios previos se
ha demostrado una mayor prevalencia de diabetes tipo 2 en comparacién con la
observada en nuestra poblacién de estudio utilizando una curva de tolerancia oral a
la glucosa de 2 h como criterio diagnostico. Por ejemplo, Carnevale et al., (95)
reportaron una prevalencia de diabetes del 11.2% en 619 sujetos con obesidad y
alteracién de las concentraciones de glucosa en ayuno. En otro estudio, Yang et al.,
(96) encontraron una prevalencia de prediabetes del 15.5% y una prevalencia de
diabetes tipo 2 del 9.7% en 46,239 adultos de diferentes provincias de China.
Mientras que el Informe Nacional de Estadisticas de Diabetes 2020 de los Centros
para el Control y la Prevencién de Enfermedades en Estados Unidos informé una
prevalencia del 38% para prediabetes y 8.2% para diabetes tipo 2 utilizando los
diferentes criterios diagndsticos como la curva de tolerancia oral a la glucosa, la
glucosa en ayuno o la hemoglobina glucosilada (97). Sin embargo, estas diferencias
pueden explicarse por diversos factores relacionados con la poblacién, como el

origen étnico, la edad y la genética (5).

Interesantemente, observamos que la proporcién de sujetos con concentraciones
de glucosa alteradas después de una curva de tolerancia oral a la glucosa de 2 h
respalda los resultados de estudios previos que informan que las alteraciones
posprandiales ocurren previas a un aumento en las concentraciones de las
concentraciones de glucosa en ayuno, lo que muestra la progresion natural de la
diabetes tipo 2(98). Asimismo, este estudio confirma que una curva de tolerancia
oral a la glucosa de 2 h tiene una mayor sensibilidad para detectar prediabetes o

diabetes en comparacién con las concentraciones de glucosa en ayuno y los valores
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de hemoglobina glucosilada. Los participantes que cumplieron con los criterios de
diabetes tipo 2 después de la curva de tolerancia oral a la glucosa de 2 h tuvieron
niveles medios de la concentraciéon de glucosa en ayuno y concentraciones de
hemoglobina glucosilada inferiores a los puntos de corte establecidos por la
Asociacion Americana de Diabetes en 2023 (5,99). Por tanto, es importante
concientizar sobre realizar un cribado rutinario como la curva de tolerancia oral a la
glucosa de 2 h en personas aparentemente sanas. Aunque, las limitaciones
financieras y el tiempo que esta conlleva crean un bajo apego a esta herramienta
de evaluacion diagnostica.

Por otro lado, varios estudios han descrito que la forma de la curva de glucosa
después de realizar una curva de tolerancia oral a la glucosa refleja la funcionalidad
de las células B en sujetos sin diabetes (100). Nuestros resultados revelan que en
sujetos con normoglucemia, el 53.4% presenté una curva monofasica y el 33.7%
presentd una curva de glucosa continua, los cuales han sido asociados con una
disminucién en la funcionalidad de las células B y por tanto un mayor riesgo de
progresion a diabetes tipo 2 en comparacion con un patron de curva bifasica. Otros
estudios también han descrito que el patron de una curva monofésica ocurre con
mayor frecuencia en sujetos con normoglucemiay prediabetes, lo que podria reflejar

una disminucion de la sensibilidad a la insulina (100,101).

Ademas, se observd que en el grupo de normoglucemia se presenté una mayor
proporcion de resistencia a la insulina evaluada mediante el indice HOMA-IR, indice
QUICKI y concentraciones de leptina, a pesar de tener concentraciones normales
de glucosa ayuno. Por lo que se ha propuesto utilizar la curva de glucosa
monofasica o continua como biomarcador de riesgo temprano de desarrollo de
diabetes tipo 2, dado que independientemente de la concentracion de glucosa en
ayunas o post-curva de tolerancia oral a la glucosa de 2 h, se ha asociado con
menor sensibilidad a la insulina y mayor incidencia. de diabetes tipo 2 en sujetos

jévenes obesos (102,103).

En sujetos con prediabetes, se observéd una correlacion positiva entre la glucemia

posprandial a las 2 h, la edad, la presion arterial sistOlica y diastolica, glucosa
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plasmatica en ayunas y colesterol HDL-C; sin embargo, no encontramos
correlaciones significativas en el grupo de diabetes. La relacion entre la edad y una
disminucién progresiva de la tolerancia a la glucosa relacionada con la pérdida de
la funcionalidad de las células B ha sido descrita previamente. Chen et al.(104),
demostraron que hay una respuesta de insulina mas baja en la primera hora en una
curva de tolerancia oral a la glucosa en adultos mayores que en adultos mas
jovenes, a pesar de que los adultos mayores tenian concentraciones de glucosa
mas altas después de una curva de tolerancia oral a la glucosa. Ademas, la relaciéon
entre la presion arterial y la alteracion de las concentraciones glucosa después de
una curva de tolerancia oral a la glucosa se ha descrito previamente. Si et al. (105),
encontraron que la glucosa posprandial a las 2 h alterada es un factor de riesgo

independiente de hipertension en una poblacion asiatica.

Finalmente, se realizd una regresion lineal multiple con la finalidad de obtener una
herramienta prondéstica de una glucemia posprandial alterada sin la necesidad de
realizar una curva de tolerancia oral a la glucosa, basada en parametros de mayor
accesibilidad como parametros antropométricos, clinicos, bioquimicos vy
hormonales. Por tanto, se observé que el mejor modelo para predecir una glucemia
posprandial alterada a las 2 h fue con las variables hemoglobina glucosilada,
proteina C reactiva, masa grasa y colesterol total (R>=0.55). Babbar et al. (106),
encontraron resultados similares al evaluar diferentes variables demogréficas,
antropométricas y de laboratorio para predecir una curva de tolerancia oral a la
glucosa alterada, y las variables mas sélidas en su modelo fueron la glucosa en
ayunas, los acidos grasos libres, los triglicéridos, la hemoglobina glucosilada y la
proteina C reactiva. Interesantemente, en este modelo, la proteina C reactiva y la
hemoglobina glucosilada fueron las variables més sdlidas para predecir la glucemia
posprandial alterada, demostrando que la proteina C reactiva refleja un papel
importante de la inflamacion crénica en la patogénesis de la disglucemia y la

diabetes tipo 2.

Ademas, se ha demostrado que la hemoglobina glucosilada correlaciona

directamente con las concentraciones de glucosa, lo que contribuye a la elevacion
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de la ésta (106). Incluso se ha descrito una sensibilidad del 72% de la hemoglobina
glucosilada para predecir una glucemia posprandial de 2 h en sujetos con
concentraciones normales de glucosa en ayunas (107). Por otro lado, la masa grasa
corporal y el colesterol total fueron variables menos solidas para predecir la
disglucemia; sin embargo, fueron significativos cuando se agregaron al modelo final.
Se sabe que el efecto negativo de la masa grasa corporal sobre la sensibilidad a la
insulina también puede estar relacionado con las citocinas proinflamatorias
liberadas por el tejido adiposo, que desempefian un papel central en la patogénesis
de la diabetes tipo 2 y la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por
sus siglas en inglés) y el metabolismo de los lipidos al promover la lipogénesis de
novo, y la lipogénesis hepatica de novo que contribuyen al desarrollo de esteatosis
(108,109).

Este estudio revela que a través de diferentes parametros que pueden determinarse
diariamente en la practica clinica o que pueden ser de mayor accesibilidad, pueden
ser Utiles para predecir alteraciones en las concentraciones de glucosa sin realizar
una curva de tolerancia oral a la glucosa. Esta herramienta puede ayudar a
identificar de forma temprana a un mayor porcentaje de individuos que curse con
alguna alteracion en su glucemia. Lo que se traduce en el inicio de intervenciones
tempranas para el tratamiento de estas alteraciones y asi limitar futuras
complicaciones. Se ha encontrado que cuanto mayor es el grado de disglucemia

mayor es el riesgo de desarrollar higado graso no alcohélico (110).

La limitacion mas importante de nuestro estudio es el tamafio de la muestra y por lo
tanto la representatividad de la poblacién estudiada, lo que puede restar validez
externa, pero sin duda aporta informacion util para estudios posteriores. Aunque se
puede lograr una mejor prediccién con un tamafio de muestra mayor y mediante
técnicas de inteligencia artificial, este trabajo puede dar una pauta de las
caracteristicas que se pueden considerar en la practica clinica para una posible

prediccién de una glucemia posprandial de 2 h.
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9.2 Estudio clinico

En este estudio se evaluo el efecto de un consumo alto en proteina de manera
aguda sobre la variabilidad glucémica, perfil de aminoécidos y la composicion de la
microbiota intestinal en sujetos sanos no atletas. De nuestros 22 participantes 12

fueron mujeres y 10 hombres.

El uso de dietas altas en proteina ha sido una estrategia dietaria utilizada
principalmente en el tratamiento de pacientes con obesidad o en adultos mayores
(111,112). Sin embargo, su uso en pacientes normopeso, que no padecen
enfermedades y que no son atletas de alto rendimiento ha sido poco estudiado.
Segun las recomendaciones de ingesta proteica en sujetos sanos, ésta debe ir de
0.8 a 1 g/kg/dia (113), en este estudio el promedio de consumo de proteina previo
a la suplementacion fue de 1.44 kg/kg/dia, y al finalizar la suplementacion de 7 dias
la ingesta lleg6 a 2.10 g/kg/dia de proteina. Diversos estudios han demostrado que
los mamiferos pueden adaptarse a una dieta alta en proteina, en parte reduciendo
la velocidad del vaciado gastrico (114). Esta retroalimentacion negativa sobre la
velocidad del vaciado gastrico y la ingesta de alimentos podria estar implicada en

sefiales bioquimicas y/o fisiolégicas del organismo (115).

En estudios en personas con sobrepeso y obesidad se ha demostrado que una
ingesta alta en proteina disminuye la cantidad de masa grasa (116). Lo que
concuerda con nuestros resultados pues observamos que en las mujeres disminuy6
significativamente el &rea de grasa visceral y a su vez aumento la cantidad de masa
magra de forma significativa. Esto en los hombres no se observé probablemente
debido a que los hombres per se presentan una mayor cantidad de masa magra y
una menor cantidad de masa grasa (117), por lo que el aumento en la

suplementacion de proteina no genero algun cambio en su composicion corporal.

A pesar de gue existe evidencia de que la caseina puede promover un aumento en
las concentraciones de insulina (118), en nuestro estudio se observo una tendencia
a disminuir las concentraciones de esta hormona en ambos sexos. Sin embargo, se
ha encontrado que las concentraciones de aminoacidos séricos deben alcanzar un

cierto nivel antes de que se pueda detectar cualquier aumento en las
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concentraciones de insulina, independientemente de la tasa de vaciado gastrico o
la composicion de las comidas (119). Ademas, nuestros resultados demostraron una
disminucién en la tarea bajo la curva tras el consumo del suplemento de proteina.
De acuerdo con la literatura el consumo de una bebida a base de caseina puede
mantener niveles mas bajos del area bajo la curva de insulina (118). Aunado a esto
se ha informado que el patron de aminoacidos del tipo de proteina también podria
afectar a la liberacion de insulina, por ejemplo, los aminoacidos arginina, lisina,
fenilalanina, alanina, leucina e isoleucina estimulan la secrecion de esta hormona
(118).

Al medir el efecto del consumo alto en proteina de forma aguda sobre la
concentracion de aminoacidos séricos, observamos que, en ambos sexos, los
aminoécidos de cadena ramificada aumentaron significativamente, sin embargo, al
ser una poblacion sana esto no tuvo efecto sobre las concentraciones de insulina.
Por otro lado, observamos que el perfil de aminoacidos se comport6 diferente tanto
en hombres como en mujeres. Si bien son pocos los estudios que describen la
modificacién de lo aminoacidos séricos en mujeres tras el consumo de una
suplementacién de proteina. Un estudio de van Loon y cols. (118) entre diferentes
tipos de proteina dieron una bebida a base de caseinato a hombres sanos, no
obesos e informaron concentraciones de algunos aminoacidos mas elevadas que
las encontradas en nuestro estudio como es el caso de la metionina, la prolina, la
tirosina y la valina. Sin embargo, comparando las concentraciones de los
aminoacidos del total de nuestra poblacion contra sujetos sanos jovenes
observamos que nuestra poblacion de forma basal ya contaba con concentraciones
mas elevadas de algunos aminoacidos como la isoleucina, la prolina, la tirosina y la
valina (120). Esta diferencia probablemente se deba a que la poblaciéon referencia

era mas joven y con un indice de masa corporal menor que la nuestra.

La mayoria de los estudios de intervencion dietarias centrados en el efecto sobre la
composicién de la microbiota intestinal se han centrado en el tipo de grasas o en los
hidratos de carbono no digeribles, mientras que el efecto de las proteinas dietarias

se ha estudiado mucho menos. Se ha demostrado que el consumo de una dieta alta
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en proteinas durante 3 semanas no afecta a la composicion de la microbiota
intestinal (121). Concordando con nuestros resultados donde no observamos
diferencias en la taxonomia de la microbiota intestinal a nivel de phylum, genéro o

especie.

10.Conclusién

10.1 Estudio transversal

Aproximadamente 4 de cada 10 participantes con sobrepeso y obesidad
presentaron disglucemia después de la prueba de tolerancia oral a la glucosa de 2
h, a pesar de tener concentraciones normales de glucosa plasmatica en ayunas, de
los cuales casi el 8% cumplieron los criterios diagndésticos de diabetes tipo 2. La
hemoglobina glucosilada, proteina C reactiva, masa grasa y colesterol total fueron
las variables mas importantes asociadas a un glucosa posprandial de 2 h alterada.
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£ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

clonaLDE

NCIAS MEDICA

Y onuTR
SALVADOR

J.&1 o n MODULACION DE LOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS A TRAVES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL,
TRAS EL CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINA.
(ABRIL DE 2023, VERSION 1)

Investigador principal: Dr. Armando R. Tovar Palacio.

Direccion del investigador: Av. Vasco de Quiroga No. 15, Col. Belisario Dominguez, Seccidn XVI,
Tlalpan CP. 14080, Ciudad de México.

Teléfono de contacto del investigador:

54870900, ext. 2801 y 2802 celular 5539260946

Investigadores participantes: Dr. Armando R. Tovar Palacio, Dra. Martha Guevara Cruz, MC. Edgar
Pichardo Ontiveros, MC. Maria del Rocio Guizar Heredia, Dra. Nimbe Torres y Torres, Dra. Ménica
Sanchez Tapia, Dra. Laura Alejandra Velazquez Villegas, Dr. Omar Granados Portillo, Dra. Sandra
Tobén Cornejo, LN. Diana Alejandra De Jesus Jacintos, PLN. Montserrat Molina Espinoza.

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Version uno, abril de 2023.

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacion a participar en un estudio de investigacion del Instituto. Por favor,
tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre
cualquier duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no
como sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los
beneficios y riesgos del proyecto sin ningln tipo de presién y usted tendra todo el tiempo que
requiera para pensar, solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta
participar. Cualquiera que sea su decisiéon no tendré efecto alguno sobre su atencidn médica en el
Instituto.

Con el fin de tomar una decisién verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion,
la cual podra comentar quien usted quiera, por ejemplo, un familiar, su médico tratante, el investigador
principal de este estudio o con algun miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y
entendida esta informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaracion de Helsinki, y a las Buenas
Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

MODULACION DE LOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS A TRAVES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL,
TRAS EL CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINA. (ABRIL DE 2023, VERSION 1),

Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha Coloque la huella digital del participante
sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal

Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador
que explicd el documento
Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 10 paginas)

MODULACION DE LOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS A TRAVES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL,
TRAS EL CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINA. (ABRIL DE 2023, VERSION 1)
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FR-FN-55

“MODULACION DE LOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS A TRAVES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL TRAS EL

Historia Clinica Previsita

CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINA"

ID:
Fecha:
Nombre: Edad:
Lugar de nacimiento: Teléfono de casa: Celular:
Medicamentos: Enfermedades:
SI_| NO sl NO
Gastritis Diabetes
Acidez HTA
Antibidticos ECV
Pérdida de peso Cancer
Glucosa VIH
Presion arterial Tiroides
Colesterol Renal
Antiinflamatorios Pancreatica
Otra: Vesicula biliar
Hepatica
Otra:
Tratamientos:
Sl [NO
Esteroides
Quimioterapia
Inmunosupresores
Radioterapia
Otra:

Consumo de tabaco:

[Isi [INo

No. de cigarros al dia/semana:

Ha fumado en los Ultimos 6 meses: I:lSi I:'No

Consumo de alcohol:

[Isi o

Evento cardiovascular en los tiltimos 6 meses:

[Isi [INe

Embarazo actual/embarazada/lactancia en los tltimos 6 meses:

[Isi [INe

Alergias a algun alimento:

[Jsi [INo

Sintomas gastrointestinales:

FR-FN-55

Perdido mas de 3 kg en los dltimos 3 meses:

[Isi [Ino

Csi

Anticonceptivos orales:

[INo

Uso de suplementos:

SI

NO

Acidez

Sx. Intestino irritable

Diarrea cronica

Estrefiimiento cronico

Otra:

Sl NO | ULTIMA VEZ DE
CONSUMO
Proteina
Probioticos
Prebioticos
Simbidticos
Otra:

97




Anexo V

CIENCIAS MEDICAS
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RECORDATORIO DE 24 HORAS

Visita:

FR-FN-56

Kcal recomendadas:

Dia:

Hora y lugar de consumo

Alimentos

Cantidad

Desayuno
Hora:
Lugar:

Colacién
Hora:
Lugar:

Comida
Hora:
Lugar:

Colacion
Hora:
Lugar:

Cena
Hora:
Lugar:

Anexo VI

INSTRUCTIVO PARA 1A TOMA

— DE MUESTRAS FECALES

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

* 3 tubos con solucién
EL KIT CONTIENE: . 3 hisopos

* 1 bolsa tipo ziploc
;COMO RECOLECTAR LA MUESTRA?

Después de evacuar, al limpiarse, Una vez recolectada la muestra en el hisopo,
agarrar con un hisopo un poco de las heces. introducir el hisopo en el tubo de muestra
IMPORTANTE tener suficiente muestra. con solucién y cerrarlo bien.
REPETIR ENTREGAR
Realizar lo mismo con los otros tubos. Meter los tubos en una bolsa tipo ziploc,
entregar en la fecha indicada.
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+Cémo consumir el
Caseinato de calcio (Ca) ?

Ly

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Antes de consumirlo, debes considerar:
+ Almacenarlo a temperatura ambiente.
« Conservar a temperatura ambiente a no més de 25°C.
+ Protegerlo de la luz y humedad.
+ Consumirlo en tiempo y forma indicada.
« Evitar mezclar con alimentos a alta temperatura.

Opciones para mezclar con los alimentos el Caseinato de Ca:

PREPARACION CON LIQUIDOS: PREPARACION CON SOLIDOS:
« Licuados. « Arroz
+ Jugos de frutas o verduras. + Guisados
T « Cereales (avena, amaranto,
« Leche quinoa, cereal de caja)

v
+ Yogurt bebible, ' ’. :
L X

a

+ Consomé o caldos
+ Agua simple D’

Recuerda:

El caseinato de calcio es una protefna fécil de combinar que no modifica el olor ni sabor de los alimentos.

Departamento Fisiologia de la Nutricién, INCMNSZ.

Anexo VIII

" MODULACIGN DE LOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS A TRAVES DEL MICROBIOTA INTESTINAL TRAS EL CONSUMO DE UNA DIETA

*Adends de esla bitéeora de loma de caseinato de caluio, deb

Bitacora de Consumo de Caseinato de calcio

£Como consumir el caseinato de calcio?

ALTA EN PROTEINA FR-FN-55-4532"

0 vaias en la proxima consulla

FR-FN-55-4532

L.

|a prepararian del caseinarn se miestra en la infgrafia entregada sobre “¢Cémn consumir caseinarn de calrin (C2)?" FECHA:
V' Marcar con una palomita si es que usted tomd el caseinato de calcio
Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha
Caseinato de
calcio 1018 () 20ia () iDia () 4.0ia () 50ia () 60ia () T0ia O
(En bolsas
de pldstico)
Observaciones
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