


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






A mis padres, a mis hermanos y a mi esposo por todo su apoyo, por su ejemplo, por su
amor, les agradezco infinitamente y les dedico cada una de las palabras que estan en

esta tesis.



indice

R =S 11 1= o USSP 1
2. INEFOTUCCION oot e e e e et e e e e 2
3. ANTECEUEBNIES ... e e e e et e e e e e e e e e 3
B Y - T oo I (=To ] Lo o LSRR ERUPURRRPORt 4
4.1. Microbiota intestinal y sobrecrecimiento bacteriano .........ccccccovevvevieeeveseenenne, 4

4.2. Diabetes mellitus tipo 2, esteatosis hepaticay su asociacion con microbiota

bacterianay Su SODrepPODIACION. ..o s 6
4.3. Pruebaen aliento para diagnéstico de sobrepoblacion bacteriana................. 8
5. Planteamiento del problema.............ooiiiiiiiii 9
N N0 K= A (o= To] Lo ] o I UTR TR 10
8. ODJBLIVOS .ottt e e e 10
(O Y/ 1= oo [o YA o [ == o R SRRSO PPRRRPR 11
J0.1. PrOCEAIMIEBNTOS .eeeeee ettt e et e e e e et e e s e et e e seaeeeeseaeeeessareeeeseareeeessassneessans 11
10.2. CriteriOS U SEIECCION oot et e et e e e et e e e e ereeeeseereeeeseereeeesaan 12
11, CONSIAEIACIONES BLICAS wuveeeeeeeeeee et e et e e e e e e e e e e e e 13
2 Yol £ o Y1 o F= U [FUUR T oo ORI 13
13, RECUISOS NUMANOS . ettt et et eeaeens 13
14. Recursos Materiales y finanCieroS ........ccooiiiiiiiiiiiiiice e 14
ST B 1 (T E=1 o Y o IR 14
16. ANALISIS EStaOiStiCO ..o e e, 14
17, VariableS @ INTEIES ..ottt s ettt s e te e st e s et e saaeesereeesneesas 15
ST o LTy U1 = Vo [0} PR 16
B, DS CUSION e e e e e e 18
20, CONCIUSION S .o e 19
21, LimitacCion d@ @STUTIO .ueen e e e, 19
22. Cronograma de aCtividades .......ccoooiiiiiiiiieeeeeeeeee e 20

2, AN XS et 23



1. Resumen

Antecedentes. La microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos vivos
residentes en el tubo digestivo. Estos pueden llegar a causar respuetas adversas del
hospedero mediante multiples mecanismo metabdlicos asociandose su incremento con
diabetes y esteatosis hepatica. Sin embargo, aunque se sabe que la diabetes mellitus
puede predisponer al desarrollo de la microbiota intestinal ocasionando sobrepoblacién
bacteriana, no se ha explorado si esta a su vez esta asociada a la presencia de esteatosis
hepatica. Objetivo. Evaluar la asociacion entre la presencia de sobrepoblacion
bacteriana y esteatosis hepatica en adolescentes con DM2. Material y Métodos. Se
incluyeron 34 adolescentes con DM2 de ambos sexos, menores de 18 arfios, con
consentimiento y asentimiento para participar en el estudio. Se les realizé antropometria,
toma de muestras de HbA1c, pruebas de funcion hepatica y perfil de lipidos. Se les realizé
una prueba en aliento, la cual consistido en la recoleccién basal de una muestra de aire
espirado seguida de la administracién de 10g de lactulosa por via oral y posteriormente
recoleccion de muestras de aire espirado cada 20 minutos durante una hora y luego cada
30 minutos durante dos horas. En las muestras se analizd la concentracion de hidrogeno
y metano por medio de cromatégrafo de gases de marca Quintron. Para evaluar la EH se
realizd ultrasonido hepatico para estadificar el grado de esteatosis hepatica mediante la
clasificacién de Tominaga. Andlisis estadistico. Se empled estadistica descriptiva con
medidas de tendencia centra y dispersién, t de Student para muestras independientes y x
para comparar frecuencias. Se considerd una p<0.05 como significativa. Resultados. La
edad promedio fue de 14.76 £ 2.36 afios, peso 64.27 + 15.18 Kg, talla 153.2 £ 28.54 cm,
IMC 25.32 + 5.82 Kg/m?, circunferencia de cintura 87.84 + 12.99 cm, TAS 104.18 + 11.77
mmHg, TAD 67.33 + 8.89 mmHg. La frecuencia de EH fue de 44.11% (n=15). De los
pacientes con EH, el 60% (n=9) tenia EH leve, el 33.3% (n=5) EH moderada y el 6.7%
(n=1) EH grave. Al comparar caracteristicas antropométricas y bioquimicas entre los
grupos con y sin EH, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. No
se encontré asociacion entre la sobrepoblacién bacteriana (prueba de aliento positiva o
anormal) y la presencia de EH. Conclusiones. En nuestro grupo de adolescentes con
DM2, no se encontré asociacion entre esteatosis hepatica y sobrepoblacion bacteriana

evaluados a través de US hepatico y prueba de aliento.



2. Introduccién

Los seres humanos co-evolucionaron como superorganismos como resultado de la
relacion mutualista con la enorme comunidad microbiana que reside en el tracto

gastrointestinal; dicho ecosistema es mejor conocido como microbiota intestinal(1).

La microbiota intestinal ha pasado de considerarse un comensal acompanante a un
6rgano metabdlico, con funciones en la nutricion, la regulacion de la inmunidad y la
inflamacién sistémica (2) manteniéndose en constante cambio y reconfigurando su
disposicibn metagendmica en respuesta a las variaciones diarias en la dieta o

necesidades especificas fisioldgicas e inmunoldgicas del huésped a diferentes edades(1).

Estos pueden llegar a causar respuetas adversas del hospedero mediante multiples

mecanismo metabdlicos asocidandose su incremento con diabetes y esteatosis hepatica.



3. Antecedentes

Se han sugerido que la microbiota intestinal ejerce, un papel crucial en el desarrollo de la
masa grasa y la alteracién de la homeostasis energética. Las primeras pruebas que
apoyan esta hipotesis fueron demostradas por Backhed et al. através de un estudio
realizado en ratones libres de gérmenes los cuales tenian un 40% menos de grasa
corporal en comparacion con los ratones que albergaron la microbiota desde su
nacimiento, ademas al llevarse a cabo la convecionalizacién , se observé incremento en

la masa grasa asi como en la resistencia a la insulina (3).

Por otro lado el impacto del contenido en grasa de la dieta sobre microbiota intestinal y el
desarrollo de inflamacion de bajo grado fue estudiado en profundidad en el 2008 por Cani
et al. Estos autores demostraron que la administracién de una dieta alta en grasas por 4
semanas, ademas de alterar la microbiota de los ratones aumentando las bacterias gram-
negativas a expensa de las gram-positivas, afectan la funcién intestinal de barrera(5).
Por lo anterior se sugiere que perturbaciones en la composicion de la microbiota
(disbiosis), se asocian con enfermedades metabdlicas como diabetes melitus,

enfermedades cardiovasculares y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)(6).

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica se esta convirtiendo rapidamente en una de
las enfermedades del higado mas comunes en la poblacién pediatrica de los paises
industrializados esto secundario a la creciente prevalencia de obesidad y sobrepeso (7).

Por lo anterior la comprensién de la importancia del microbioma intestinal en la
modulacion de la salud del huésped se ha convertido en un tema de gran interés para los
investigadores y varios autores han utilizado diferentes pruebas para su estudio, entre las
que destacan las pruebas de aliento, es asi como Levitt y colaboradores han determinado
la naturaleza del gas intestinal infundiendo argdén en el intestino delgado superior, y
analizando gases que eran recogidos del recto. Los 5 componentes principales analizados
fueron el nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, metano y didxido de carbono. Dado que los tres
ultimos no se encuentran en el aire, se deduce que son producidos dentro del intestino(8)
su medicion nos permite detectar diversas anomalias, como la malabsorcién de

carbohidratos y el crecimiento excesivo de bacterias intestinales (SIBO).



4. Marco tedrico

4.1. Microbiota intestinal y sobrecrecimiento bacteriano

Los investigadores se han interesado durante mucho tiempo en el ambiente bacteriano
del intestino delgado y su relacion a estados de enfermedad. En 1940, Hewetson
muestred directamente el intestino delgado abierto durante las operaciones por medio de
un hisopo y concluyé que las porciones superior y media del intestino delgado son
generalmente estériles estableciendo que existe una diferencia en concentracion de
bacterias con el intestino grueso encontrandose magnitudes mayores en este ultimo

secundario a su microambiente y sus diferencias anatémicas con el intestino delgado.(6)

Los seres humanos cuentan con comunidades microbianas intestinales que son
esenciales para preservar la salud humana. La microbiota intestinal es un componente
adaptativo de los superorganismos humanos que permite la adaptacion del huésped en
diferentes escalas de tiempo, optimizando su fisiologia (1). Puede llegar a albergar hasta
100 trillones de microorganismos(2), siendo una de las comunidades mas densamente
pobladas, incluso mas que el suelo y los océanos. Estos microbios son pertenecientes,
fundamentalmente, a 7 filas: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,

Verrucomicrobia, Tenericutes, y Fusobacteria, con un predomino de las 2 primeras (90%)

(9).

Evolutivamente, los organismos que componen la microbiota son determinados por los
tipos de fuentes nutricionales, asi como por factores genéticos, los cuales influyen en el
predominio de unos microorganismos sobre otro, un ejemplo de esto son los ratones
sometidos a dietas de tipo occidental los cuales muestran un incremento de Firmicutes y

una disminucién de Bacteroidetes (5)

La mayoria de los microbios asociados al huésped tienen un potencial metabdlico

extraordinario, desempefiando un papel fundamental en la salud humana, encontrandose



entre sus principales funciones la mejora en la respuesta del huésped a la invasion de
patdgenos, modulacién de la expresion del gen de acogida y de la respuesta inmune y

mejora de la utilizacion de polisacaridos (10).

El ciego y el colon ascendente son sede de procesos intensos de fermentacion y sus
poblaciones bacterianas estan en continuo crecimiento, estas tiene enzimas que
transforman a los polisacaridos complejos de la dieta, que el intestino humano no puede
digerir ni absorber, en monosacaridos y acidos grasos de cadena corta (AGCC),
principalmente acético, propionico y butirico. El tercero, es empleado por los colonocitos
como fuente de energia(9). Los 2 primeros se absorben a la circulacién alcanzando
concentraciones de 300 a 450 uM en la sangre portal y de 50 y 100 uM en la sangre
periférica. Una vez captado por el higado, el acetato sirve como sustrato preferencial para
la glucogénesis y la sintesis de colesterol y triglicéridos, mientras que el propionato inhibe
la expresion génica de las enzimas hepaticas involucradas en la lipogéneis de novo(11).
La microbiota, a su vez, es capaz de modular los genes que afectan la disposicion de la
energia en los adipocitos(5) y se estima que las calorias derivadas de esta digestion

bacteriana constituyen alrededor del 10% de toda la energia que absorbemos(9)

La mucosa intestinal a su vez, ejerce funciones de inmunidad adaptativa ya que su
sistema inmune tiene la capacidad de responder a una infinidad de antigenos, pero
también existe la inmunidad innata que es el reconocimiento de determinados antigenos,
y que es heredada filogenéticamente desde las plantas hasta los vertebrados. Estos
antigenos se han llamado patrones moleculares asociados a patdégenos (PMAP) e
incluyen lipidos, lipopolisacaridos (LPS) y lipoproteinas.. La interaccién entre los
receptrores de reconocimiento, como el receptro tipo Toll y los PMAP induce la

produccién de citocinas e interferones (9).

La alteracion en la composicion de los microorganismos intestinales puede afectar el
metabolismo del huésped y causar inflamacion e incremento en los depdsitos de grasa en
el cuerpo lo cual es conocido como disbiosis* (12). De manera normal se puede observar

niveles de 10° organismos/ml en el intestino delgado, siendo estos en su mayoria Gram-



positivos, sin embargo cuando se excede de 10°-10° organismos/m se define como

sobrecimiento bacteriano (SB)(13).

4.2. Diabetes mellitus tipo 2, esteatosis hepéticay su asociacion con microbiota
bacterianay su sobrepoblacion.

La diabetes mellitus se define como un conjunto de enfermedades heterogéneas
caracterizadas por hiperglucemia, la cual es resultado de una disminucién en la secrecion
de insulina por las células 3 del pancreas, resistencia a la accion de la misma en tejidos

periféricos o ambas (14).

La incidencia de la diabetes mellitus (DM) se ha incrementado de manera considerable
en las ultimas décadas, tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo. Segun la Federacion Internacional de Diabetes en el 2015 México ocupaba el
lugar numero 6 del mundo con un total de 11.5 millones de personas con diagndstico de
diabetes mellitus(15). En la ENSANUT 2016 se encontro que la prevalencia de diabetes
en el pais pasé de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016, siendo mayor el numero de mujeres
que presentan esta patologia en un 10.3% en comparacién con los hombres que es de un
8.4%(16). Hay evidencia de que la diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes va en
aumento, sin embargo, los datos fiables son escasos. En México, en la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2012 se observé un incremento en el
diagndstico de enfermedades crénico degenerativas entre adolescentes, con una
proporcion de diagndstico de diabetes en adolescentes mujeres de entre 16 y 19 afios de

edad de 0.8% en comparacion con los hombres del mismo rango de edad de 0.6%(16).

La esteatosis hepatica es una de las alteraciones metabdlicas que se pueden encontrar
en asociacion con diabetes mellitus tipo 2. Se define como la acumulacion de lipidos
superior al 5% del peso total del higado, en el interior de los hepatocitos. La incidencia
exacta y la prevalencia de pediatria siguen siendo desconocidos, sin embargo la

prevalencia reportada varia entre el 3% y el 10% con predominio en los nifios frente a las



nifas, con una proporcion 2: 1 (7). La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica se
diagnostica generalmente en periodo puberal / peripuberal, secundario al incremento de
las hormonas sexuales con la consecuente resistencia a la insulina en la pubertad, o al
mayor control sobre las opciones de alimentos poco saludables y sedentarismo del estilo
de vida con modificacion de la microbiota intestinal. Al respecto se observé una
asociacion entre el intestino y el higado, denominado “gutliver eje12”. Esta relacion se ha
basado en que mas del 70% del suministro de sangre al higado se deriva de la vena
porta desde el intestino, por lo que alteraciones de la barrera de la mucosa intestinal
expone el higado a factores téxicos derivados de este ultimo y la disrupcién de la

fisiologia del higado puede inducir a su vez disfuncion intestinal. (17)

Se piensa que el principal producto bacteriano implicado en la EHNA y el HGNA es el
lipopolisacarido, componente activo de las endotoxinas de la pared bacteriana, liberado
con la muerte bacteriana en el intestino. El lipopolisacarido sufre translocacién capilar por
medio de un mecanismo dependiente de receptores tipo Toll (TLR-4 ) y es absorbido
junto con los lipidos de la dieta. La absorcidon del lipopolisacarido activa a su vez la
produccién de TNF, IL-1 e IL-6. Las sefales que despierta el TLR-4 promueven la

resistencia a la insulina, la esteatosis hepatica, la inflamacién y la fibrogénesis. (18)

Los nifios con NAFLD suelen ser asintomaticos. Sin embargo si se puede documentar
hepatomegalia o ligeramente e inexplicables elevadas aminotransferasas séricas.
Generalmente, la relacion AST: ALT es menor que 1, pero este valor puede aumentar
proporcionalmente a la progresion de la fibrosis. Algunos métodos diagndsticos pueden
ser invasivos, sin embargo, la precision del USG en la deteccion de esteatosis hepatica
varia dependiendo de la gravedad de la enfermedad, nos ofrece un diagndstico bastante
preciso de la esteatosis hepatica de moderada a grave (grado histolégico =2 30%), con una
sensibilidad informada que va desde 81.8% a 100% y una especificidad tan alta hasta el
98% (45, 48). Sin embargo, su diagndstico no es tan exacto cuando se consideran todos
los grados de esteatosis (es decir, 2 5%), con una sensibilidad que oscila entre el 53.3% y
el 66.6% y una especificidad que va de 77% a 93.1%. Empero este método es menos

invasivo que la biopsia hepatica la cual es considerada como el estandar de oro.



4.3. Prueba en aliento para diagndéstico de sobrepoblacion bacteriana

La prueba de aliento se basa en la medicion de los gases producidos en el intestino que
difunden en la circulacion sistémica y expiran a través de los pulmones. Existen 4 fuentes
principales de gases intestinales: tragarse aire y aire mezclados con alimentos,
reacciones quimicas en el intestino, difusidon de los gases de la corriente sanguinea, y el
metabolismo microbiano(19). Los sujetos sanos tienen un promedio de aproximadamente
100 ml de gas (comprendido entre 30 y 200 ml), compuesto principalmente de hidrégeno,
diéxido de carbono y metano, con menor cantidades de oxigeno, nitrdgeno, hidrégeno
sulfilico de Indol, esquilato y amoniaco.(20) De estos, el hidrogeno y el metano son
producidos exclusivamente a través de la fermentacion microbiana en el intestino, que es

el principio detras de la prueba de aliento clinico.

Como preparacién de este estudio el uso de antibidticos se ha demostrado claramente
puede alterar la produccidn de gases y aunque no hay datos claros, debe existir una
brecha de 4 semanas entre el cese de la terapia con antibiéticos, asi mismo los
compuestos de magnesio pueden afectar los niveles de hidrégeno exhalado aumentando
la probabilidad de un resultado falso positivo por lo que se recomienda suspender dicho
medicamento 4 semanas previas al estudio. La prueba de aliento también se puede ver
alterada por el consumo de carbohidratos complejos fermentables por lo que es necesario
suspenderlos una noche previa al estudio. El tabaquismo impacta los resultados de las
pruebas respiratorias aumentando el H 2 exhalado y CO 2 contenido de la respiracion
exhalada ademas aumenta el tiempo de transito gastrico, por lo que se debe evitar su
consumo. (19) Esta prueba se puede realizar con diferentes sustratos entre los que se
encuentra la lactulosa con una dosis de 10 g, glucosa a 75 g, fructosa a 25g o
lactosa 25 g y se debe considerar positiva para sobrepoblacién bacteriana con niveles
de metano 210 p.p.m. con respecto al basal a los 90 minutos o un aumento de hidrégeno

de = 20 p.p.m. a los 90 min de iniciada la prueba con respecto al basal(19).



5. Planteamiento del problema

A nivel global se ha observado un incremento en la incidencia y prevalencia de obesidad,
actualmente México se encuentra en el primer lugar a nivel mundial con el consecuente
incremento de otras alteraciones metabdlicas como lo son la diabetes mellitus tipo 2
reportandose en el 2015 por la Federacion Internacional de Diabetes en el lugar nimero

6 del mundo con un total de 11.5 millones de personas con este diagnéstico.

Sin embargo la poblacién pediatrica ha tenido un aumento exponencial en el numero de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 lo que implica que la tendencia de edad de inicio de
esta patologia cada vez es menor con el consecuente incremento de las complicaciones
asociadas a esta patologia lo que conlleva a un incremento de morbimortalidad asi como

aumento de los recursos de salud publica utilizados en el tratamiento de las mismas.

Dentro de las principales complicaciones encontradas en pacientes con obesidad y
diabetes mellitus tipo 2 es la esteatosis hepatica. Recientemente se ha encontrado una
asociacion positva con la presencia de sobrepoblacion bacteriana y esta condicién, por lo
que el poder realizar un estudio que nos permita encontrar la asociacién de esteatosis
hepatica en nifos con diabetes mellitus tipo 2, nos permitiria a futuro poder establecer un
posible tratamiento con la finalidad de disminuir su incidencia y a su vez la

morbimortalidad secundaria a la esteatosis hepatica.

6. Pregunta de Investigacion
¢ Existe asociacion entre sobrepoblacién bacteriana y esteatosis hepatica en pacientes

adolescentes con diabetes mellitus tipo 27



7. Justificacion

En el paciente con DM2 se presenta alteracion en el eje entero-endocrinolégico. El
mecanismo por el cual se afecta el sistema gastrointestinal es muy controversial, y aun

no se conoce con exactitud el porcentaje de la poblacion afectada.

Sin embargo actualmente no existen estudios en poblacion pediatrica que hayan evaluado
la asociacion entre esteatosis hepatica y sobrepobalcién bacteriana en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2.

8. Objetivos

General

Explorar la asociacion entre la presencia de sobrepoblacion bacteriana con esteatosis

hepatica en pacientes adolescentes con DM2.

Especificos

1. Establecer la frecuencia de sobrepoblacién bacteriana en los pacientes

adolescentes con DM2.

2. Establecer la frecuencia de esteatosis hepatica en pacientes con DM2.

9. Hipdtesis
La presencia de sobrepoblacién bacteriana se asocia a esteatosis hepatica en los

pacientes adolescentes con DM2.

10



10. Método y disefio

Disefio: Estudio observacional, transversal y comparativo.
Poblacion objetivo adolescentes con diabetes mellitus tipo 2

Poblacion elegible: Adolescentes con diabetes mellitus tipo 2 tratados en la clinca de

diabetes del Hospital Infantil de México Federico Gémez.

10.1. Procedimientos

Medicién de Hidrégeno y Metano Consistira en la recoleccién basal de una muestra de
aire espirado seguida de la administracion de 10g de lactulosa por via oral vy
posteriormente la recoleccién de muestras de aire espirado cada 20 minutos durante una
hora y luego cada 30 minutos durante dos horas. En las muestras se analizara la
concentracion de hidrégeno y metano por medio de un cromatografo de gases de marca

Quintron.

Estadificacion de esteatosis hepatica mediante USG: Se realizara con equipo
Simmens 2003 con sonda multifrecuencia electronica y frecuencia 6-2. EI grado de
Esteatosis hepatica se establecera segun la clasificacion de Tominaga y sera realizado

por mismo medico radidlogo experto.

11



10.2. Criterios de seleccién

Inclusion

GRUPO 1
Pacientes de ambos sexos menores de 18 afios de edad
Diagnostico de DM2 de acuerdo a los criterios de la ADA.
Estadio de Tanner de II-IV.

Consentimiento para participar en el estudio

GRUPO 2
Pacientes de ambos sexos menores de 18 afios de edad
Diagndstico de DM2 de acuerdo a los criterios de la ADA.
Estadio de Tanner de II-IV.
Consentimiento para participar en el estudio
Esteatosis hepatica diagnosticada mediante USG hepatico.
Exclusion
Hepatopatias distintas a esteatosis hepatica.
Antecedente de tratamiento con antimicrobianos las 4 semanas previas al estudio

Reseccién o derivaciones intestinales.

Paciente con antecedente de enfermedad pulmonar

Eliminacion:

Al ser un estudio transversal no se cuenta con criterios de eliminacion.

12



11. Consideraciones Eticas

De acuerdo a los lineamientos de la Ley General de Salud este estudio se considera con

riesgo minimo

El estudio involucra la extraccion de sangre, por lo cual fue elaborado un formato de
consentimiento informado (Anexos). Se solicitara el asentimiento del nifio y el
consentimiento del padre o tutor del familiar durante la consulta de primera vez. Se
explicara con anticipacion la confidencialidad de la informacién y los beneficios y
derechos del paciente, los cuales estan descritos en las cartas de asentimiento y

consentimiento informado.

Se seguiran los principios éticos emitidos en la declaracién de Gensiki, el Informe Belmont

y las pautas normadas por la OMS.

El protocolo se sometié a evaluacién pro el comité de investigacion bioética y seguridad

del Hospital infantil de México Federico Gémez

12. Factibilidad

Se cuenta con una poblacion significativa de pacientes con DM2 en la consulta externa
del Departamento de Endocrinologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez que
permitira incluir un total de 100 pacientes durante un afo. Ademas se contara con el
apoyo del personal y equipo del laboratorio de radiologia, para la realizacion de los

estudios especiales requeridos.

13. Recursos humanos
El equipo para el desarrollo del proyecto esta conformado por un alumno de especialidad

en endocrinologia, asi como dos investigadores con experiencia en estudios de diabetes y

sobrecrecimiento bacteriano.

13



14. Recursos Materiales y financieros

Se contara con los recursos disponibles en el Departamento de endocrinologia del
Hospital Federico Gomez y del Laboratorio de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria
del CMN Siglo XXI.

Se utilizaran los recursos de Fondos Federales 2015 del Hospital Infantil de México
Federico Gomez, y en caso necesario se solicitara apoyo complementario al laboratorio

de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI.

15. Difusioén

-Publicacion de articulos originales en revistas cientificas indexadas y con arbitraje
estricto.

-Presentacion de trabajos en congresos cientificos

16. Analisis Estadistico

Las caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio se presentardn como
porcentaje en el caso de variables categoricas y como media + desviacion estandar para

las variables continuas.

Las variables categéricas se compararan por medio de X cuadrada, mientras que las
variables continuas por medio de la prueba t de Student o U de Mann Whitney. Para
explorar el grado de asociacion entre la presencia de SB y EH se realizara un analisis de
regresion logistica multivariada. Todos los analisis se realizaran con el programa SPSS
20.
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17.Variables de interés

Dependiente:

Esteatosis hepatica. Clasificacion de Tominaga.

Se considera que no hay esteatosis hepatica con un puntaje de 0, leve con puntaje de 1-

3, moderada con puntuacion de 4-6 y mayor de 7 se considera severa.

Independiente:

Sobrecrecimiento bacteriano: Niveles de metano 210 p.p.m. con respecto al basal a los 90
minutos o un aumento de hidrégeno de = 20 p.p.m. a los 90 min de iniciada la prueba con

respecto al basal

Variables confusoras:

Edad, género, tiempo de evolucién de DM2, tratamiento.
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18. Resultados
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Grafica 1. Poblacion total con diabetes mellitus tipo 2
Caracteristica GLOBAL Grupo con EH Grupo sin EH Valor de p*
(N=34) (N=15) (N=19)
44.11% 55.9%

Edad (afios) 14.76(+2.36) 14.27(+1.58) 15.16(+2.81) 0.281
Peso (Kg) 64.27(+15.18) 66.32(+15.05) 62.64(+15.48) 0.491
Talla (cm) 153.2(+28.54) 146.87(+40.97) 158.20(+11.33) 0.257
IMC (Kg/m?) 25.32(+5.82) 26.02(x7.37) 24.76(+4.36) 0.540
Circunferencia de Cintura (cm) 87.84(+12.99) 90.92(+14.86) 85.42(+11.11) 0.226
TAS (mmHg) 104.18(+11.77) 103.95(+13.04) 104.36(+11.04) 0.921
TAD (mmHg) 67.33(+8.89) 68.34(+9.95) 66.53(+8.14) 0.565

Tabla 2. Caracteristica clinicas y antropométricas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
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Caracteristica GLOBAL Grupo con EH Grupo sin EH Valor de p*
(N=34) (N=15) (N=19)
44.11% 55.9%
Perfil lipidico (mg/dl)
-Colesterol Total 161.61(%45.29) 165.33(+53.60) 158.68(+38.79) 0.678
-C-HDL 45.73(+12.28) 43.66(+9.61) 47.36(+14.08) 0.391
-C-LDL 98.24(+36.67) 97.98(+36.87) 98.44(+37.51) 0.678
-Triglicéridos 123.82(+100.78) 157.26(+133.86) 97.43(+54.93) 0.086
Perfil Hepatico (nU/L)
-ALT 29.19(+14.38) 34.00(+£19.67) 25.23(+6.03) 0.129
24.90(+12.27) 29.35(+12.27) 21.23(+11.33) 0.066
_AST 34.39(+19.96) 31.30(+11.37) 36.76(+24.99) 0.527
-GGT
HbA1c (%) 7.95(+1.72) 7.38(+0.84) 8.42(+2.11) 0.069

Tabla 3. Caracteristicas metabdlicas (Perfil lipidico y hepatico) en pacientes con diabetes tipo 2.

70%

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

0%

M Leve

B Moderada

Grave

Grado de Esteatosis hepatica

Gréfica 2. Grado de esteatosis hepatica segun clasificacion de Tominaga.
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19. Discusioén

El presente estudio evalu6 de manera transversal la existencia de la asociacion entre
esteatosis hepatica en pacientes adolescentes con diabetes tipo 2 en el cual se incluyeron
pacientes de 14.76 £ 2.36 afios de los cuales 44.11% cursaron con esteatosis hepatica la
cual se clasifico segun los criterios de Tominaga en leve, moderada y severa, siendo su
mayoria los paciente con esteatosis hepatica leve con un 60%. No existe hasta el
momento en la literatura un estudio similar en pacientes pediatricos, por lo que a pesar
de no encontrarse asociacién no se puede descartar que esto sea secundario al tamafio

de la muestra.

Aunque no era el objetivo de este estudio se logran identificar un grupo de pacientes que
respecto a la prueba de aliento, no se encuentran ni dentro de rangos de la normalidad
ni dentro de los rangos establecidos para hacer diagndéstico de sobrepoblacidén bacteriana
ya que la elevacion de hidrégeno > 20 p.p.m al basal ocurre a los 120 min considerado
por algunos autores como parte del intestino grueso, cabe recordar la definicion
establecida para sobrepoblacion bacteriana es la elevacion de >20 p.p.m. con respecto al

basal a los 90 min posterior al inicio de la muestra.

La microbiota intestinal es un actor importante en el rescate colonico de energia, participa
en el almacenamiento de grasa en los adipocitos, sin embargo la microbiota de los
pacientes con obesidad o sobrepeso se puede encontrar alterada comparada con aquella
de los normopeso, lo que podria explicar que al estar e relacién con una dieta rica en
grasas es un factor que lo que podria explicar su mayor eficiencia en la extraccion de
energia a partir de los alimentos. El contenido en grasa de la dieta también es un factor
que puede alterar la composicion de la microbiota del aumento de las concentraciones
plasmaticas de lipoproteinas y el consiguiente desarrollo de un estado proinflamatorio
que facilita la aparicion de resistencia insulinica, por lo tanto seria ideal mantener en
vigilancia tanto a los pacientes que cursan con prueba de aliento positiva y los que cursan
con una prueba anormal ya que el riesgo metabdlico en estos pacientes se podria ver

incrementado.
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20. Conclusiones

En nuestro grupo de adolescentes con DM2, no se encontrd asociacion entre esteatosis
hepatica y sobrepoblaciéon bacteriana evaluados a través de US hepatico y prueba de

aliento.

21.Limitacién de estudio

Dada la naturaleza transversal del estudio, los resultados solo pueden demostrar o que
ocurre en el momento delas mediciones correspondientes, por o que solo podemos

establecer asociacion entre las variables sin poder establecer causalidad.

Solo se incluyen pacientes con diagnésticos de dm 2 de al menos 6 meses de evolucion,
de acuerdo a los criterios de la ADA, ya que algunos pacientes pediatricos, con diabetes
mellitus, al momento del debut de la enfermedad o permiten diferenciar entre el tipo de

diabetes.

Ademas, por situaciones metodolégicas del estudio, la prueba. de aliento solo se puede

realizar en adolescentes, lo que reduce nuestro tamafio de muestra.

19



22.Cronograma de actividades

ACTIVIDAD Abril 2016 a Diciembre 2016 a Febrero 2017 a
Diciembre 2016 Febrero 2016 Mayo 2017

Disefio del protocolo X

Ejecucion del estudio X X

Recoleccién de datos X X

Andlisis de datos X

Presentacion de X

resultados

Publicacion del escrito y X

Tesis
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24. Anexos

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Carta de Consentimiento para Participar en un Estudio de Investigacién
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

El propdsito de esta carta de consentimiento es darle la informacion necesaria para que usted y

su hijo(a) decidan la participacion en el estudio.

Investigador Principal: Dra. Patricia Guadalupe Medina Bravo

Propésito del estudio: Se le ha pedido a su hijo (a) participar en una investigacion que se esta
realizando en nifos y adolescentes con diabetes mellitus tipo 2, para encontrar si la presencia
de bacterias en su intestino, se relaciona con el control de su enfermedad. El estudio consiste
en determinar la cantidad de bacterias en su organismo a través de una prueba de aliento y

medir los niveles de diversas sustancias en su organismo.

Procedimientos del estudio: Si usted acepta que su hijo participe en el estudio, debera
acudir en una ocasion para que se tomen muestras de sangre en ayuno. Una muestra de
sangre sera utilizada para medir las grasas en la sangre (colesterol, triglicéridos, lipoproteinas
de alta densidad que es considerado como colesterol protector o bueno y el colesterol de baja
densidad, considerado como el colesterol malo) y la hemoglobina glucosilada, que nos dice
como se encuentra el control de la diabetes de su hijo en los ultimos tres meses. En una cita
posterior se le realizara una prueba de aliento, la cual consistira en la toma de una muestra de
aire que sale por la boca de su hijo y se colecta en un tubo, seguida de la toma de un
medicamentos (lactulosa) por via oral y posteriormente seguir tomando muestras del aire que
sale de la boca de su hijo cada 20 minutos durante una hora y luego cada 30 minutos durante
dos horas. Medico radiologo experto en ultrasonido realizara estudio ultrasonografico del

higado para estadificar la esteatosis hepatica.

Riesgos del estudio. Los riesgos de este estudio surgen de la necesidad de obtener muestras

de sangre. Las punciones venosas pueden causar incomodidad local y posiblemente
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moretones. La extraccion de muestras de sangre puede causar ligero mareo o vértigo que
puede remediarse con bajar la cabeza y alzar las piernas. La realizacion del estudio de la
prueba de aliento es la forma de medir la cantidad de bacterias que pueden existir en su
organismo y puede presentarse mareo durante la prueba que puede remediarse con bajar la

cabeza y alzar las piernas.

Beneficios del estudio: En esta parte del estudio, no existiran beneficios directos para su
hijo. De encontrase que el tener mas bacterias en su intestino se relaciona con el control de su
diabetes, se realizara un seguno estudio para dar tratamiento en aquellos pacientes con mayor
cantidad de bacterias en su intestino y en caso de contar con datos de esteatosis hepatica se

iniciara tratamiento.

Costos: La participacion en este estudio no tiene ningun costo para usted y su hijo(a).

Compensacion: Por participar en este estudio usted y su hijo(a) no recibiran ninguna

compensacion monetaria.

Confidencialidad: Los resultados de los estudios realizados a su hijo les seran
proporcionados dos semanas despues de que sea extraida la muestra de sangre. Algunas
determinaciones de seran realizadas posteriormente y los resultados seran mantenidos en

archivos confidenciales de los investigadores principales.

La participacion es voluntaria: La participacion de su hijo(a) en este estudio es voluntaria.
Pueden hacer cualquier pregunta relacionada con este estudio y tienen derecho a obtener
respuestas adecuadas. Su hijo(a) puede abandonar o terminar este estudio en cualquier
momento. Si su hijo(a) decide abandonar el estudio, ésto no sera obstaculo para ningun
tratamiento que esté recibiendo o tenga que recibir, y no afectara sus consultas médicas

actuales o futuras en los servicios que ofrece el Hospital Infantil de México Federico Gomez..
Preguntas: Usted puede ponerse en contacto con la Dra. Patricia Guadalupe Medina Bravo

al teléfono 5228-9917, extension 2167si tiene alguna pregunta relacionada con la

participacion en esta investigacion.

24



Asegurese de firmar esta carta hasta que haya usted entendido el estudio y resuelto sus

dudus con el investigador responsable del estudio.

Nombre con letra de molde:

Firma: Fecha:

Madre (Padre)

Nombre y firma Fecha:
Testigo:
Nombre y firma Fecha:

Investigador:

Dra. Patricia Guadalupe Medina Bravo Fecha

Departamento de Endocrinologia

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Dr.Marquez No 162. Colonia Doctores. Delegacién Cuauhtémoc. C.P. 03020
Teléfono 5228-9917 Extension 2167
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Carta de Asentimiento para participar en un estudio de investigacion
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

Carta de Asentimiento para Participar en un Estudio de Investigacion.

En el Hospital Infantii de México Federico Gémez estamos realizando un estudio de
investigacion en nifios con diabetes mellitus tipo 2. El realizar estudios de investigacion es una
forma de aprender mas sobre las enfermedades. Te estamos invitando a participar en este
estudio, en el cual investigaremos si existe relacién entre el peso que tuviste cuando naciste y

la cantidad de grasa que hay a nivel de tu abdémen.

Procedimientos del estudio: si decides participar en el estudio, debera asistir a la consulta
externa de endocrinologia para que se te tomen muestras de sangre en ayuno en la primera
cita. Una muestra de sangre sera utilizada para medir las grasas en la sangre (colesterol,
triglicéridos,colesterol de lipoproteinas de alta y baja densidad ). Uno de los investigadores te
realizara un examen fisico y te medira tu peso, estatura, presién arterial y cintura.
Posteriormente se te dara una cita, para la realizacon de una prueba de aliento, para
determinar la cantidad de bacterias que hay en tu intestino. La prueba de aliento consiste en la
toma de una muestra de aire que sale por tu la boca y se colecta en un tubo, después se te
da a tomar un medicamento (lactulosa) por via oral y posteriormente se te seguiran tomando
muestras del aire que sale de tu bocacada 20 minutos durante una hora y luego cada 30

minutos durante dos horas.

Los riesgos de este estudio estan dados porque se necesita tomar muestras de sangre
mediante la realizacion de una puncion en la vena del antebrazo, lo cual puede ser doloroso o

causarte moretones.

Este estudio nos proporcionara mas conocimientos acerca de la diabetes y el control de dicha
enfermedad, los cuales podemos utilizar para transmitirlos a otros médicos y ayudar a otros
adolescentes que padezcan la misma enfermedad.

Cuando hayamos terminado el estudio escribiremos un reporte sobre los resultados y lo que

hemos aprendido. En este reporte no aparecera tu nombre y nadie sabra que participaste en el
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estudio. Puedes preguntar todas las dudas que tengas en cualquier momento y eres libre de
participar 0 no segun sea tu deseo. Nosotros seguiremos dandote la atencion con mucho
gusto.

Si decides participar en el estudio escribe tu nombre y firma

Estoy de acuerdo en participar Si No

Nombre con letra de molde:

Firma: Fecha:

Testigo 1

Nombre con letra de molde:

Firma: Fecha:

Testigo 2

Nombre con letra de molde:

Firma: Fecha:

Dra. Patricia Guadalupe Medina Bravo

Fecha

Investigador responsable

Departamento de Endocrinologia

Hospital Infantil de México Federico Gbmez

Dr. Marquez # 62. Col. Doctores. Delegacién Cuauhtémoc. CP 06720. México DF.
Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 2167
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