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RESUMEN

Antecedentes: La prevalencia de diabetes tipo 2 (DT2) ha incrementado en la
poblacién mexicana, se estima que la mayoria de esta poblacion tiene descontrol
metabdlico aunado a ello en los ultimos afios se ha reportado una disbiosis en la
microbiota intestinal, estas condiciones alertan a fortalecer e implementar
estrategias dietarias incorporadas al tratamiento nutricio y farmacolégico. Se
considera que el uso de alimentos funcionales y la sinergia de ellos puede ser
importante para un mejor control metabdlico y cambios en la composicion de la
Microbiota intestinal.

Objetivo: Evaluar el efecto del portafolio dietario (combinacién de alimentos
funcionales: nopal, chia, proteina de soya e inulina) en parametros bioquimicos y
cambios en la composicion de la microbiota intestinal en sujetos con DT2.
Metodologia: Un total de 81 sujetos fueron incluidos al ensayo clinico, aleatorizado
doble ciego y paralelo y asignados al grupo de Portafolio dietario (PD) (n=44) o
Placebo (P) (n=37). El estudio consisti6 en cinco visitas donde se evalud la
composicion de la microbiota intestinal mediante el secuenciamiento del gen 16S
ribosomal utilizando la plataforma lllumina MiSeq; parametros bioquimicos,
antropometricos y clinicos.

Resultados: La intervencion con el PD aumento la alfa diversidad, disminuyé la
abundancia de Prevotella copri, aumenté Faecalibacterium prausnitzii y
Akkermansia muciniphila en comparacion con el grupo P. Ademas, el grupo de PD
presentd una reduccion significativa en el ABC de glucosa, triglicéridos, colesterol
total, colesterol LDL, AGL en plasma, HbAlc, PCR y un aumento en la actividad
antioxidante en suero.

Conclusiones: Los datos de este estudio sugieren que el consumo de estos
alimentos funcionales podria mejorar el control metabdlico por la via de un

restablecimiento en la disbiosis de la microbiota intestinal en sujetos con DT2.

Palabras clave: Diabetes tipo 2, microbiota intestinal, alimentos funcionales,

portafolio dietario, control metabdlico.
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ANTECEDENTES

1.1 Diabetes Tipo 2

La diabetes es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion
de diversos factores ambientales, que se caracteriza por hiperglucemia crénica
debido a la deficiencia en la produccion o accion de la insulina, lo que afecta al
metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas.! La
diabetes tipo 2 (DT2) es resultado de la presentacion de resistencia a la insulina y
en forma concomitante una deficiencia en su produccion, generalmente las
personas presentan sobrepeso u obesidad y el diagnoéstico se establece si se
cumple cualquiera de los siguientes criterios: glucemia plasmatica casual > 200
mg/dL; glucemia plasmatica en ayuno > 126 mg/dl; o bien glucemia > 200 mg/dL a
las dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en
agual. En el afio 2013 se estimé que aproximadamente 382 millones en el mundo
tenian diagndstico de diabetes, si las tendencias no cambian se estima que para el
afo 2035 la cifra aumente a 592 millones de personas; es decir un adulto de cada
10 tendra diagnoéstico de diabetes.? Estas cifras posicionan a la diabetes como un
problema de salud mundial por su alta incidencia ademas de la carga de mortalidad

y econOmica importante.

En México la DT2 también se ha convertido en un grave problema de salud
ocupando el sexto lugar mundial en nimero de personas con diabetes. De acuerdo
a las encuestas de salud el porcentaje de personas adultas con diagndstico previo
ha ido en aumento los dltimos afos, la encuesta ENSANUT 2000 se report6 al 4.6%
de la poblacion adulta con diagnostico previo de diabetes por un médico,
equivalente a 3.7 millones de personas, para el afio 2006 y 2012 se reportd el 7% y
9.2 respectivamente esta Ultima cifra equivalente a 6.4 millones de personas con
diabetes?, para la encuesta ENSANUT 2016 lo reportado fue 9.4%*. Es importante
recalcar que las cifras reportadas en estas encuestas no incluyen a aquellas

personas que aun no habian sido diagnosticadas o a las que estan en riesgo de



desarrollar la enfermedad, solo fue reportado el porcentaje de personas con
diagnéstico previo lo que hace pensar que el porcentaje es aun mayor.
Desafortunadamente en México en el afio 2013 las defunciones asociadas a
diabetes mellitus ocuparon el tercer lugar dentro las principales causas de
mortalidad abarcando un 14.3% del total de las defunciones®, y es de las cinco
principales causas de afios de vida vividos con discapacidad. En el 2015 se realizd
una estimacién de la carga econdmica en México valorada en $362,859.82 millones
de pesos donde se englobo los costos directos e indirectos de la enfermedad
crénica®. Bajo este panorama alertador es necesario conocer y entender la
enfermedad, pero de igual manera lo es proponer nuevas estrategias de prevencion
y tratamiento sobre todo aquellas enfocadas a los cambios en el estilo de vida como

lo es la nutricién.

1.2 Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

Los mecanismos para mantener la homeostasis de la glucosa comprenden
el uso de esta, el 50% se dirige al cerebro (tejido insulino independiente), otro 25%
al area esplacnica, que comprende al higado y el tracto gastrointestinal (tejidos
insulino independientes) y finalmente el 25% restante se dirige a los tejidos
dependientes de insulina, en una mayor proporcion se dirige al musculo y en menor
cantidad al tejido adiposo. Después de la ingestion de hidratos de carbono, la
glucosa se incrementa en el plasma y con ello estimula la liberacién de la insulina,
y tanto la hiperglucemia como la hiperinsulinemia estimulan la captacién de la
glucosa por parte del higado y tracto gastrointestinal, ademas de la captacién por
parte de los tejidos periféricos (80-85% es por parte del higado y solo 4-5% es por
los adipocitos); ademas suprime la produccion de glucosa endégena
(principalmente hepatica). Por otro lado, las concentraciones de glucosa en estado
basal estan determinadas por la tasa de produccion de la glucosa endégena que
proviene en un 85% del higado y en 25% del rifién’. Sin embargo, los sujetos con
DT2 presentan problemas en la homeostasis de la glucosa derivados de la
disfuncion de las células B del pancreas, la resistencia a la insulina y el aumento de

la produccion de la glucosa hepética enddgena. La disfuncion de las células 3
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durante la DT2 sucede antes de la manifestacion clinica de esta, en las etapas
iniciales la produccion de insulina es normal o aumentada en términos absolutos,
sin embargo, la cinética de la insulina, asi como la capacidad de la célula B
pancredtica para liberar la hormona adecuada, estan profundamente
comprometidas, lo cual es la principal determinante de la hiperglucemia, como se

puede observar en la figura 18,

Figura 1. Historia Natural de la diabetes tipo 2

Historia Natural de le diabetes tipo 2
Anos de diagnéstico -10 -5 0 5 10 15

Comienzo Diagnéstico

Secrecion de insulina

Glucosa en ayuno

Glucosa post-prandh

Pre-diabetes

Tomado y modificado de Nathan DM. N Engl J Med. 2002°

Otra caracteristica importante por la que cursan los sujetos con DT2 es la resistencia
a la insulina (RI); definida como la incapacidad de la insulina para aumentar la
captacion y utilizaciéon de la glucosa en tejidos dependientes (tejido musculo
esquelético, higado, rifién y tejido adiposo)!®. En el higado, la RI es manifestada
por un aumento en la produccién de glucosa durante el estado basal a pesar de la
hiperinsulinemia en ayuno. En estado postprandial es el resultado del deterioro en

la supresion hepatica de glucosa por parte de la insulina'!. Esto es la causa primaria
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de la hiperglucemia en ayuno; en cambio en el masculo la Rl se manifiesta por una
alteracién en la captacion de glucosa después del consumo de carbohidratos?!?.
Debido a la Rl aumenta la liberacion de acidos grasos libres (AGL) de tal manera
gue aumentan las concentraciones de triglicéridos (TG) en el musculo y disminuye
la captacion de glucosa por parte de este; provocando mayor Rl creando un circulo
vicioso, también se ha reportado que la acumulacion de AGL provoca disfuncion en
las células B del pancreas, inhibiendo la secrecién de insulina. Debido a estas
hiperglucemias cronicas que presentan los sujetos con DT2 se ha reportado un
aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) produciendo a su
vez estrés oxidativo (EO).2 El EO se define como el resultado de un desequilibrio
entre la produccion de ERO y la capacidad antioxidante (sustancia que retrasa,
previene, disminuye o remueve significativamente la oxidacion de moléculas
blanco).'* La elevacion exagerada de los picos postprandiales en glucosa y lipidos
genera exceso de radicales libres o0 ERO que pueden resultar en inflamacién y/o
disfuncion endotelial.> Ademas estas vias estan ligadas a resistencia y disminucién
de la secrecion de la insulina, caracteristicas importantes en la fisiopatologia de la
DT2.

1.2.1 Perfil de aminoacidos en plasmay diabetes tipo 2

La RI no solo afecta el metabolismo de la glucosa, también se ven afectadas otras
vias metabdlicas como es la de los lipidos y aminoacidos, aunque esta Ultima se ha
estudiado menos y de alguna manera es mas controversial. Wang et al'® estudiaron
diversos metabolitos en plasma (aminoacidos, metabolitos derivados del triptdfano
y del ciclo de la urea, N-O0xido de Trimetilamina (TMAOQO), glicerol, colina, betaina
etc.) y su relacibn con una prediccibn a futuro de diabetes, encontrando 5
metabolitos significativos, resaltando como riesgo las concentraciones altas de
leucina OR 3.6 (IC 95%1.61-8.29), seguidos por las concentraciones de isoleucina
OR 3.14 (IC 95% 1.51- 6.55) y concentraciones de valina OR 3.14 (IC 95% 1.43-
6.86), estos modelos fueron ajustados por edad, sexo, IMC y glucosa en ayuno.
Indicando que existe una relacion importante entre las altas concentraciones de

aminoacidos de cadena ramificada y el desarrollo de diabetes.
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Para explicar este enlace entre altas concentraciones de aminoacidos y desarrollo
de DT2 se ha hipotetizado dos principales mecanismos; el primero se relaciona a
gue las tasas de degradacion de la proteina en musculo e higado son inhibidas a
partir de la insulina, al existir la condicion de Rl esta promueve la aminoacidemia,
aumentando la degradacion de la proteina y por lo tanto aumentando los niveles de
aminoacidos totales entre ellos los ACRR. Estas altas concentraciones de ACRR y
de insulina promueven la activacion persistente de mammalian target of rapamycin
complex 1 (mMTORC1) y a su vez la activacion de la serina de la cinasa S6k1
promoviendo RI a través de la fosforilacion de la serina del receptor de sustrato de
insulina (IRS1).

La segunda hipétesis est4d basada de igual manera en la aminoacidemia, este
aumento de los AACR genera metabolitos toxicos sobrellevando a una disfunciéon
mitocondrial, estrés en la sefalizacién y apoptosis de las células B del pancreas
teniendo como resultado el desarrollo de DT2'’. Dentro de estas hip6tesis que
manejan los mecanismos para desarrollo de Rl y/o DT2 se deja entre ver otra
posible causa desencadenada por las concentraciones altas de aminoacidos que
involucra el metabolismo de los AACR y es la oxidacién incompleta de ellos a través
de la enzima deshidrogenasa de los ceoacidos de cadena ramificada (branched-
chain a-keto acid dehydrogenase;BCKDH), ya que modelos de obesidad y en
humanos con RI exhiben niveles reducidos de estas enzima en comparacion con
controles metabdlicamente sanos. También se ha sugerido que la microbiota
intestinal podria contribuir con un 20% de los niveles circulantes de ACRR?8, Las
especies que se han relacionado positivamente con los niveles de AACR son B.
Vulgatus, Prevotella copri,!® y de manera negativa con B. thetaiotaomicron, B.

ovatus, B. unifromis.

1.2.2 Metabolismo del N-6xido de Trimetilamina (TMAOQO) y diabetes tipo 2
La diabetes tipo 2 conlleva un alto riesgo de desarrollo de enfermedad de las arterias
coronarias siendo la primera causa de mortalidad en México. Se han descrito

diversos mecanismos fisiopatoldgicos los cuales convergen en la pared vascular de
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la persona con diabetes para promover el proceso ateroesclerdtico. Estudios
recientes han encontrado que el metabolito N-6xido de trimetilamina (TMAO) en
plasma esté relacionado con la patogénesis de la enfermedad arterial coronarias y
ademas se ha descrito que las concentraciones de TMAO estan aumentadas en
pacientes DT22°. El principal precursor de TMAO es la L-carnitina la cual es
metabolizada por la microbiota intestinal a trimetil-amina (TMA) y oxidado en el
higado a TMAO por la enzima flavin-mono-oxigenasa (FMO3), Figura 2A. Se ha
propuesto la hipoétesis de que la colina podria ser metabolizada de igual forma que
la L-carnitina para la formacion de TMAO. Alternativamente, la colina es oxidada a
betaina, que es un precursor de la S-adenosilmetionina que, a su vez, se utiliza para

la sintesis de fosfolipidos endégenos Figura 2B22.
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Genet. 2015 22,

Figura 2. (A) L-carnitina y colina como precursores de la trimetil amina, (B) Metabolismo de la colina.

Los mecanismos propuestos por los cuales el TMAO podria promover aterosclerosis
se relaciona a que el TMAO en la superficie celular aumenta la expresion de
receptores “scavenger” CD36 y SRA (Scavenger receptor A) promoviendo la
acumulacion de colesterol en el macréfago y promoviendo la formacién de células
espumosas.

También se ha relacionado una disminucion en la expresion de transportadores

intestinales del colesterol; NPC1L1 que es el responsable de transportar el
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colesterol al interior del enterocito proveniente del lumen, y los transportadores
ABC-ATPG5, ABC-ATPGS8 quienes transportan afuera del enterocito promoviendo

una menor absorcién del colesterol (Figura 3)%2.

Figura 3. Mecanismos propuestos del TMAO para promover aterosclerosis
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Tomado de Koeth R. A, et al. Nature Medicine 201322

1.3 Microbiota Intestinal y su relacion con la diabetes tipo 2

Entre los factores importantes que contribuyen a la suceptibilidad y control de la
DT2, la microbiota intestinal ha sido foco de varios estudios. La microbiota intestinal
se define como un conjunto de microorganismos que habitan en el tracto
gastrointestinal a los cuales se le han atribuido diversas funciones como
fermentacion de hidratos de carbono complejos, la integridad de la barrera intestinal,
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), sintesis de vitamina K,
estimulacion a la respuesta inata y adaptativa del sistema inmune entre otros?s.
Estas funciones atribuidas a la composicion de la microbiota intestinal confieren
homesotasis al hospedero, sin embargo en enfermedades cronico degenerativas
como la obesidad y la DT2 se ha descrito que la composicion de la microbiota

intestinal sufre un desequilibrio (disbiosis) es decir, la composicion cambia en
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comparacién con sujetos sanos ya que se ha observado un incremento en el nUmero
de bacterias patdégenas mas que un cambio en bacterias especificas teniendo asi
una asociacion directa con la patofisiologia de la DT2. Se ha encontrado una
disminuciéon de bacterias que producen butirato?*, esto es importante por que el
butirato es la fuente de energia preferida por las celulas sanas del sistema digestivo
humano, entonces el prevenir la disminucion o aumentar la abundancia de estas
bacterias podria tener un roll protector contra la disbiosis?®.

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la influencia de la microbiota
intestinal en la Rl 'y DT2, dentro de los cuales se encuentran una endotexemia
metabdlica, vias asociadas a la inflamacion, modificaciones en la secrecion de
incretinas y la produccion del butirato. En la endotoxemia metabdlica, el
lipopoliscarido (LPS) juega un papel importante, y se caracteriza por activar
moleculas pro-inlfamatorias. ElI LPS se transloca a través del epitelio dafiando asi
la integridad de la barrera intestinal permitiendo la permeabilidad de esta?®.La
atenuacion del grado de inflamacion derivado de la endotoxemia mediado por el
LPS, asi como la regulacién de la disbiosis intestinal juegan un papel importante en
el control de la Rl y por ende en el control metabdlico de la DT2. Por tal motivo en
los ultimos afios ha aumentado la evidencia e investigacion para la identificacion de
patrones dietarios, alimentos y/o componentes especificos para incrementar la
diversidad bacteriana y promover el crecimiento de bacterias que producen altos
niveles de metabolitos bioactivos benéficos para el hospedero. El consumo de fibra
dietaria, los probioticos, prebiodticos y los componentes bioactivos de los alimentos
podrian tener un impacto positivo en la regulacién de la disbiosis intestinal
promoviendo el crecimiento de bacterias benéficas. Los cambios en la dieta pueden
explicar hasta un 57% de la variacion de la composicion de la microbiota intestinal
esto resulta importante por qué la modificacion en el plan de alimentacion juega un

papel decisivo en la restauracion de la disbiosis.
1.4 Control metabdlico en diabetes tipo 2

El tratamiento de la diabetes tiene como objetivo principal el control

metabdlico y en un segundo plano prevenir las complicaciones agudas y cronicas,
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reduciendo asi la mortalidad a causa de la enfermedad. Las metas basicas del
tratamiento incluyen concentraciones adecuadas de glucosa, colesterol total, c-LDL,
c-HDL, TG, presion arterial, indice de masa corporal (IMC), circunferencia de cintura
y finalmente la hemoglobina glucosilada fracciéon 1c (HbAlc), estas metas y los

criterios para evaluar el control del paciente se refieren en la Tabla 1.

Tabla 1. Metas béasicas del tratamiento para el control de DT2

Metas del tratamiento.

Glucemia en ayuno. 70 -130 mg/dL | c-HDL. Hombres >40 mg/dL
Glucemia postprandial de 2h. <140 mg/dL c-HDL. Mujeres >50 mg/dL
HbAlc. <7 % Micro albuminuria. <30 mg/dia
Colesterol total. <200 mg/dL Presién arterial. <130/80 mm de Hg
c-LDL. <100 mg/dL Circunferencia abdominal. <90 cm

Hombres
TG en ayuno. <150 mg/dL Clr(_:unferenma abdominal. <80 cm

Mujeres
IMC. <24.9 kg/m?

Tomado y modificado de American Diabetes Association Standards of Medical Care in Diabetes®®

De acuerdo con datos analizados de la ENSANUT 2016, el porcentaje de casos que
alcanzan el control con el tratamiento es bajo. En el analisis de una sub muestra se
determinaron concentraciones de glucosa en ayuno y concentraciones de HbAlc se
encontré que el promedio de glucosa fue de 159.7 mg/dL (IC 95% 149.8-169.7), y
la HbAlc fue de 10.6 % (IC 95% 9.1- 11.2). Referente al control de perfil de lipidos
en estos sujetos con DT2, se reportd que el 42.3% (IC 95% 39.5-45.2%) de la
poblacion refirid niveles elevados de colesterol total y el 72.3% (IC 95% 68.2-76.0)
recibian tratamiento con algun hipolipemiante y el porcentaje de hipertension arterial
por diagndéstico previo fue de 46.9% (IC 95% 44.5-49.4). Como se puede observar
de acuerdo a los datos obtenidos, el descontrol metabdlico en esta poblacién esta
presente a pesar de que se reportdé que el 85.5% (IC 95% 83.6-87.3) tenia un
tratamiento meédico y el 72.4% (IC 95% 69.9-74.8) tenia tratamiento con
hipoglucemiantes orales, pero solo 26.9% de la poblacién (IC 95% 24.6-29.3)
realizaba dieta y 10.3% (IC 95% 8.9-11.9) realizaba ejercicio®'. Esto resulta
importante porque deja ver un panorama en el énfasis de las recomendaciones

referentes a alimentacion para el control de la DT2.
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Hemoglobina glucosilada (HbAlc) como parametro de control metabdlico y
factor pronéstico de complicaciones

La hemoglobina es una de las proteinas que se someten a la glucosilacion no
enzimética, la fraccién de la hemoglobina Al incluye HbAla, HbAlb, y la HbAlc,
esta Ultima se forma a partir de la hemoglobina y la glucosa ya que esta fraccion
tiene unién especifica con la glucosa y ademas la reaccion es irreversible; debido a
gue los eritrocitos son facilmente permeables a la glucosa, la tasa de formacion es
directamente proporcional a la concentracion ambiente de la glucosa en el que
circulan los eritrocitos; debido a estas caracteristicas la HbAlc constituye una
medida fiable de la concentracion promedio de glucosa en la sangre durante la vida

Gtil de los eritrocitos es decir de 2 a 3 meses32. Tabla 2

Tabla 2. HbAlc como parametro de control glucémico

% de HbA1c mg/dL de glucosa
Valores normales <5 89 (76-120)
Pre diabetes 57-6.4 126 (100-152)
Diagnostico de Diabetes >6.5 154 (123-185)

Tomado y modificado de Nathan DM, et al. Diabetes Care 200833

Ademas de ser un buen estimador para el control de la glucemia, la HbAlc es
también utilizada como factor prondstico, ya que la mejoria del control glucémico
reduce el riesgo de complicaciones asociadas con diabetes en sujetos con diabetes
tipo 1 y 2 (Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) y el United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS). Ambos estudios mostraron que por cada 1%
de reduccion de HbAlc hay una reduccién de riesgo del 21% (IC 95% 15-27) para
muerte relacionada a DT2, una reduccion de riesgo del 14% (IC 95% 8-21) para
infarto agudo al miocardio, reduccion de riesgo de 37% (IC 95% 33-41) para

enfermedad microvascular34-35,
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1.4.1 Terapia nutricional en diabetes tipo 2

Tanto el tratamiento farmacoldgico como el ejercicio juegan un papel importante en
la disminucién de la HbAlc y en el control metabdlico en general, pero ninguno ha
sido tan controversial como la dieta. Se han empleado diversas estrategias
nutricionales para el control metabdlico en los sujetos con DT2, dentro de las cuales
se encuentra dietas con bajo indice glucémico (IG), dietas con un control especifico
en carbohidratos simples, colesterol y grasa saturadas, dietas con alto consumo de
fibra dietaria y granos enteros.

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion,
tratamiento y control de la diabetes mellitus, la dieta para el paciente con diabetes
debe ser variada y con un consumo suficiente de verduras y frutas, hidratos de
carbono complejos, fibra, con restricciones en el consumo de grasas y reduccion o
evitar el consumo de azucares simples (miel, jaleas, dulces y bebidas azucaradas),
con el objetivo de mantener concentraciones normales de glucosa en la sangre y
disminuir los niveles de lipidos. Pacientes que presenten obesidad (IMC > 30) se
sugiere dietas con restriccion energética 20-25 kcal/dia con base en el peso
recomendable, iniciando una disminucion del consumo habitual 250 a 500 kcal/dia
hasta alcanzar 1200 kcal/dia para lograr una reducciéon de peso de 0.5 a 1.0

kg/semana.

Las guias nutricionales basadas en evidencia cientifica del Reino Unido (D.UK)
recomiendan como primera estrategia nutricional el manejo de peso con una
disminucién modesta a la ingesta de calorias en general. Ademas del enfoque en
los macronutrimentos como un control en la cantidad y calidad de carbohidratos,
reducciones en el consumo de grasa total y las grasas saturadas deben minimizarse
y reemplazarse por grasas insaturadas con predominio en las grasas mono
insaturadas.También recomienda el consumo de fibra de 24 g por dia y dietas con
IG bajo ya que se ha visto asociacién con una disminucién de la HbA1c.3¢ La guia
de alimentacién de la American Diabetes Association (ADA) recomienda que las

kilocalorias consumidas y los macros y micro nutrimentos sean de acuerdo al IMC?”.
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A continuacion, en la Tabla 3 se muestra una revision de las caracteristicas de la
dieta de acuerdo a las guias Diabetes United Kingdom (D.UK) y la ADA.
Tabla 3. Recomendaciones plan de alimentacion en DT2
Componente Recomendacién Guia
dietario
Sobrepeso u obesidad con DT2, (Diminucidon del aporte de energia ADA
manteniendo una dieta adecuada) para la pérdida de peso moderada con
el objetivo de tener un mejor control de la glucemia, la presion arterial,
Balance de y/o lipidos).
energia.
El manejo del peso en sobrepeso y obesidad debe ser la primera
estrategia para el control de glucosa. D.UK
L No hay un porcentaje ideal del aporte de calorias de los carbohidratos, ADA
Combinacion : ;
- proteinas y grasas para todas las personas con diabetes, por lo tanto, la
opimade  gioiibucion de macronutrientes debe basarse en la evaluacion
macronutrientes  9istribucion de macronutrientes debe basarse en la evaluacio
individualizada de los actuales patrones alimentarios, preferencias y
objetivos metabdlicos.
Una variedad de patrones de alimentacion (combinaciones de diferentes ADA
alimentos o grupos de alimentos) son aceptables para el tratamiento de
Habitos de la diabetes. Las preferencias personales (por ejemplo, tradicion, cultura,
consumo. religion, creencias de salud y metas, economia) y objetivos metabodlicos
deben ser considerados cuando se recomienda un patron de
alimentacion sobre otro.
El monitoreo de la ingesta de hidratos de carbono es una estrategia clave ADA
para alcanzar el control glucémico. Preferir la ingesta de carbohidratos
Carbohidratos.  provenientes de las verduras, frutas, granos enteros, lacteos sobre
productos con otras fuentes de hidratos de carbono en especialmente los
que contienen grasas afiadidas, azlcares, o sodio.
Se sugiere sustituir los alimentos de carga de alto indice glucémico por ADA
aquellos alimentos con bajo de indice glucémico puede mejorar
- modestamente
Indice .
S control de la glucemia.
glicémico.
Dietas bajas en indice glucémico tienen una disminucion de la HbAlc D.UK
0.5%.
Las personas con diabetes deben consumir por lo menos la cantidad de ADA
fibra y granos enteros recomendado para el publico en general.
Fibra dietaria y
granos enteros. Los granos enteros tienen un efecto protector, asociado con una
reduccion de riesgo de 31% (3.5 porciones). Consumo de fibra de 24 g D.UK
por dia.
No se recomienda la reduccion de la cantidad de proteinas de la dieta ADA
Proteina. por debajo de la ingesta habitual porque no altera las medidas de
glucemia. Siempre y cuando el paciente no presente dafo renal.
Grasas totales. Tener énfasis en la calidad de la grasa ya que parece ser mucho mas ADA
importante que la cantidad.
Grasas totalesy El reemplazo de grasas saturadas por insaturadas tiene un efecto D.UK
saturadas. benéfico en la sensibilidad a la insulina.
Grasas trans. La ingesta de grasa trans debe ser limitada. D.UK
Acidos grasos ~ Un aumento en los alimentos que contienen los acidos de cadena larga ADA

omega 3

omega-3 los &cidos grasos (EPA y DHA) (de los pescados grasos) y
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omega-3 acido linolénico (ALA) se recomienda para las personas con
diabetes, debido a sus efectos beneficiosos en lipoproteinas y
prevencién de enfermedades del corazén.

Las personas con diabetes y Dislipidemias pueden ser capaces de ADA
reducir modestamente el colesterol total y el c-LDL por el consumo de
Estanoles y 1.6-3 g/dia de esteroles o estanoles.

esteroles
vegetales. Se sugiere el consumo diario de alimentos enriquecidos con esteroles
vegetales o estanoles (2-3 g/dia) ya que mejora significativamente el D.UK
colesterol total y el c-LDL para las personas con diabetes.
No hay pruebas claras del beneficio de suplementos y/o minerales enlas ADA
personas con diabetes que no tienen deficiencias subyacentes.
Los

micronutrientes  (Vitamina B3, cromo, magnesio, antioxidantes, vitamina D, zinc).
y suplementos
de hierbas. Se requieren investigaciones mas robustas en micronutrientes,
suplementos y alimentos funcionales antes de poder hacer
recomendaciones adicionales sobre la seguridad y eficacia. D.UK

Tomada y modificada de las guias de ADA y las guias de Reino Unido®.

1.5 Alimentos Funcionales: nuevas tendencias de alimentacion para el
control en diabetes tipo 2

Las estrategias dietarias utilizadas en el manejo nutricional para mejorar el control
glucémico y reducir el riesgo de complicaciones necesitan estar basadas en
evidencias cientificas y disefiadas especificamente para sujetos con DT2.
Recientemente ha habido una tendencia mundial por el consumo de alimentos
funcionales con beneficios para la salud tomando en cuenta la evidencia cientifica.
Los alimentos funcionales (AF) son alimentos que ademas de aportar un valor
nutritivo, proveen componentes bioactivos dando un beneficio especifico sobre la
salud reduciendo el riesgo a desarrollar una enfermedad y se consumen como parte

de una dieta variada de forma regular®,

La American Dietetic Association (ADA) apoya la investigacion para avanzar y
definir los beneficios de salud y riesgos de alimentos funcionales individuales y sus
componentes fisiolégicamente activos. Las declaraciones de las propiedades
saludables de los AF deben basarse en la investigacion cientifica de acuerdo a los
estandares de evidencia contando con estudios in vitro, en animales, pero sobre
todo en ensayos clinicos de intervencion bien disefiados con una eficacia clinica
sustancial que es esencial para la aprobacion de una declaracién de propiedades

saludables. En la literatura estan reportados el impacto de diversos alimentos
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funcionales para el manejo y prevencion de DT2. Un ejemplo de estos es el ajo con
su componente bioactivo Alli Sativi Bulbus al que se le atribuye una diminucién de
los niveles séricos de glucosa®. El ginseng gracias a sus componentes como
saponinas (ginsendsidos) polisacéaridos y peptidoglucanos tienen un efecto en la
disminucion de la absorcién de glucosa*®. La avena que por sus componentes como
son la fibra dietética (B-glucanos) tiene un efecto hipocolesterolemiante ademas de
disminuir glucosa e insulina*!. La canela que por su efecto antioxidante mejora
lipidos y glucosa en sangre*?. El nopal (Opuntia Ficus Indica) por sus componentes
como polifenoles, fibra soluble tiene un efecto en diminucién de picos postprandiales
de glucosa, diminucion de niveles de péptido insulinotrépico dependientes de
glucosa (GIP) e incremento de la actividad antioxidante*®. Estos son tan solo
algunos de los ejemplos de AF reportado en la literatura para el manejo y control de
la DT2.

1.6 Portafolio Dietario

Previos estudios en el departamento de Fisiologia de la Nutricion del Instituto
Nacional de ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) han
demostrado que la combinaciéon de dos o mas alimentos funcionales puede tener
un mayor beneficio para la salud que uno solo, a esta combinacion de alimentos
funcionales se denomina portafolios dietarios (PD). Un PD esta definido como un
conjunto de dos o més alimentos funcionales disefiados para normalizar los
pardmetros bioquimicos de una enfermedad especifica y para una poblacion

especifica*®. Los estudios realizados con PD se encuentran descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Estudios reportados con uso de Portafolios dietarios

Poblacion Disefio Variable
) Componentes de la intervencion del Desenlace Autor
estudio (% de cambio)
- 0,
Sujetos con 33g soya 6.2% colesterol .
hipercolesterolemia 9g fibra soluble Cruzado total Jenkins,
(31) ' (1 mes) +6.7% c-LDL 1999 4

+6.3% c-HDL
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Sujetos con
hiperlipidemia
(13)

Sujetos con
hiperlipidemia
(13)

Sujetos con
hiperlipidemia
(46).

Sujetos con
hipercolesterolemia
(36)

Sujetos con
hiperlipidemia.
(34)

Sujetos con y sin
DT2 (16, 18)

Sujetos con
hipercolesterolemia
(59)

Sujetos con
hipercolesterolemia
moderada
(43).

Sujetos con
Sindrome metabdlico
(67).

Sujetos con
hiperlipidemia
(351)

Sujetos con DT2y
post cirugia bypass
(30).

Por 1000 kcal:
1g esteroles de plantas, 23¢9
proteina de soya, 9¢ fibra viscosa.

Por 1000 kcal:
1.2g fitoesteroles, 16.2g soya, 8.3g
fibra soluble, 16.6g almendras.

Por 1000 kcal:
19 fitoesteroles, 21.4g soya, 10g
fibra soluble, 14g almendras.

8g soya
2g fitoesteroles

Por 1000 kcal:
1g esteroles de plantas, 23g
proteina de soya, 9g fibra viscosa,
14g almendra.

1.8g esteroles vegetales, 10g -
glucanos.

30g soya.
49 fitoesteroles.

25¢g soya, 15g fibra soluble.

79 nopal, deshidratado
4g semilla de chia, 22g avena, 329
proteina de soya.

Proteina soya
Fibra viscosa
Frutos secos

Por 1000 kcal:
89 fibra viscosa, 17g proteina de
soya, 22g almendras.
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Antes 'y
después
(1 mes)

Paralelo
(2 mes)

Paralelo
(1 mes)

Antes 'y
después
(1.3
meses)

Cruzado
(1 mes).

Estudio
cruzado
aleatoriza
do (4
fases de
21 dias)

Paralelo
(3 meses)

Antes y
después
(3 meses)

ECA
(2.5
meses)

Estudio
paralelo
con 3
grupos
(6 meses)

ECA
(1.5
meses)

-29% c-LDL.
-19.1 TG

-35% c-LDL
-26.6% c-LDL
-26.7% Apo B

-28.6% c-LDL
-29% PCR

-11.6% c-LDL

-29.6% c-LDL

-17.5% c-LDL

-14.8% c-LDL
-44.8% TG

-20.6% Colesterol
Total.
-19.8% c-LDL.
-40.4% TG

-14.2% TG
-33.8% ABC de
insulina.
-18.6% PCR.

-18.3% c-LDL

-19% c-LDL
-21.7%
homocisteina

Jenkins,
2002 46

Jenkins,
2003 47

Jenkins,
2003 48

Cicero,
2004 #°

Jones,
2005 %0

Yodhida,
2006 5t

Lukaczer,
2006 52

Torres,
2008 53

Guevara,
2012 5

Rampras

ath, 2014
55

Keith,
2014, 56



Por 1000 kcal: -0.8c-LDL

hiSl:aJﬁitoi?jg%ri]a 22.5 g proteina de soya, 9.8g fibra ECA -1.8 PAD Jenkins,
berip viscosa, 22.5g nueces, 0,94g (6 meses) -0.8 colesterol total 2015%
(159)
esteroles. -0.2 Apo B

Como se puede observar en la revision, la mayoria de los estudios con uso de PD
estan enfocados en sujetos con hipercolesterolemia o hiperlipidemia, sin embargo,
existen solo dos enfocados a sujetos con DT2 de los cuales las variables desenlaces
estuvieron centradas sélo al control de lipidos, viendose un cambio significativo en
c-LDL y en concentraciones de homocisteina. Dentro de esta revision también
encontramos dos enfocados en poblacidbn mexicana, pero dirigidos a sujetos con
hipercolesterolemia moderada y sindrome metabdlico (SM). Por tal motivo el
propésito del presente trabajo es estudiar el efecto de un PD disefiado para el
control metabdlico en sujetos con DT2. Las caracteristicas de cada componente se

describen a continuacion.

1.6.1 Nopal (Opuntia, sp)

El nopal es uno de los alimentos tipicos en México este alimento permanece
a la familia de cactaceas, solo aporta 27 kcal/ 100g de producto, y es considerado
un AF ya que contiene componentes bioactivos como [3- carotenos, vitamina C y
polifenoles como la quercetina, el kaempherol y la isorhamentina confiriéndole al
nopal capacidad antioxidante. Su composicién promedio se encuentra en la Tabla
5.

Tabla 5. Composicion promedio del nopal

g/100g

Proteina 1.07
Carbohidratos 1.42

Grasa No detectable
Cenizas 0.75
Humedad 94.88

Fibra soluble 0.17

Fibra insoluble 1.71

Tomado de Lépez- Romero P, et al. The FASEB Journal 2008 57

Una de las caracteristicas principales de este alimento y que lo hace apto para el

consumo de sujetos con DT2 es que se ha demostrado que el IG y el indice

24



insulinémico del nopal son 32.1+4 y 36.1+6.1 respectivamente, los cuales se

consideran bajos (Figura 4)%&.

Figura 4. indice glucémico e insulinémico del nopal
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Tomado de Lépez- Romero P, et al. The FASEB Journal 2008 57

Recientes estudios en el Departamento de Fisiologia de la Nutricion han
demostrado que el consumo de nopal no tiene un efecto hipoglucemiante sino
antihiperglucemiante, a esta conclusion se llegd después de llevar a cabo un estudio
clinico realizados en sujetos con DT2 en el que consumieron 300g de nopal al vapor
en donde se vio que después de su consumo disminuye significativamente los picos
postprandiales de glucosa, siendo significativos el tiempo 45 y 60 minutos después
de su consumo teniendo una disminucion en el tiempo 60 minutos de 183.8 + 9
mg/dL a 144.1 £ 9 mg/dL; y una disminucion del incremenro del area bajo la curva
(IABC) de 443 £ 49 a 287 + 30 (p <0.001) Figura 5 y ademas de que disminuy6
los picos del péptido gastrointestinal insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP),
también se encontr6 que aumenta la actividad antioxidante en suero disminuyendo

la formacién de especies reactivas °°.
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Figura 5. Efecto antihiperglucemiante del nopal
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Tomado de Lépez-Romero P, et al. J Acad Nutr Diet. 201458

En sujetos obesos y con DT2 se ha demostrado que el consumo de nopal
produce una disminucién significativa en el colesterol total, TG y glucosa en
plasma®®. Por otro lado, se ha demostrado en ratas obesas Zucker fa/fa que el
consumo de nopal atenda significativamente la esteatosis hepéatica mediante un
aumento de la oxidacion de acidos grasos, disminuyendo el estrés oxidativo y
mejorando la sefializacion de insulina, probablemente debido a la presencia de
antioxidantes y fibra soluble®?.

1.6.2 Soya

La soya (Glycine max) es una leguminosa, que representa una importante
fuente de proteina con una calificacion quimica de 1, es decir, cumple con los
requerimientos nutricionales de aminoacidos en humanos. Esta proteina puede
servir como la fuente principal, o incluso Unica, de la ingesta de proteinas ya que su
valor es esencialmente equivalente a las proteinas de los alimentos de origen
animal®?, es considerado un AF por sus componentes bioactivos como lo son el

perfil de aminoacidos y las isoflavonas dentro de las que se encuentra la genisteina.

Estudios realizados con Soya
Se ha demostrado que el consumo de proteina de soya por tiempo prolongado no
permite que se eleven las concentraciones de insulina, como se observa cuando

se consume proteina de origen animal®, y se report6 que este efecto es por el perfil
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de aminoéacidos de la soya y las isoflavonas presentes®; al reducir las
concentraciones de insulina, se disminuye la expresion génica del factor de
transcripcion de la proteina ligada al elemento de respuesta a esteroles (Sterol-
regulatory element-binding protein; SREBP-1) el cual controla la expresion de genes
de la biosintesis de acidos grasos en el higado®® vy el tejido adiposo, y por lo tanto
disminuye la lipotoxicidad®®. El consumo de proteina de soya disminuye la expresion
de genes lipogénicos y aumenta la expresion de genes responsables de la oxidacion
de acidos grasos en animales diabéticos®’. También se ha reportado que las
isoflavonas en especial la genisteina en musculo activa la proteina cinasa activada
por AMP (AMP-activated protein kinase (AMPK)) aumentando la actividad del gen
de la enzima carnitil palmitoil transferasa (CPT-1) teniendo un efecto en el aumento
de oxidacion de acidos grasos, disminucién de TG y finalmente una disminucion de
RI en musculo. Por otro lado, en el higado activa AMPK y a traves de esta proteina
regula la fosforilacién del receptor x del higado (LXR) que por una via inhibe la
expresion génica de SREBP-1 disminuyendo asi la lipogénesis en higado y por otra
via estimula la expresion de los transportadores ABC-ATPG5 y ABC-ATPGS8

aumentando la excrecién de colesterol en el higado® Figura 6.

Estos efectos son de gran importancia por el posible beneficio que puede tener el
consumo de proteina de soya en personas con DT2, ya que el consumo de 15 a
259 de proteina de soya podria reducir o retrasar el desarrollo de resistencia a la
insulina. En estudios realizados en sujetos con DT2 se ha reportado que la inclusion
de 30, 45 y 60 g/dia de proteina de soya reduce los niveles de glucosa, TG y
colesterol total®®. Un ensayo clinico aleatorizado en mujeres con DT2 y la
suplementacion de 30g de proteina de soya en 3 meses reportd una disminucion de
HbAlc (% de cambio; grupo soya -0.64 * 3.19%, grupo placebo +9.92 + 29.1%
p=0.006), también mostré una disminucion de insulina en ayuno (% de cambio;
grupo soya -8.09 £ 21.9%, grupo placebo +1.08 + 3.90% p=0.048), y una
disminucion del indice HOMA-IR (% de cambio; grupo soya -6.47 + 27.7%, grupo
placebo +14.7 + 32.1% p=0.003)"°.

27



Figura 6. Efecto de la soya en higado y musculo
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Tomado y modificado de Tovar AR, et al. Am J Physiol Endocrinol Metab 200252, Noriega-Lopez L, et al. J. of
Biological chemistry 20073, Ascencio C, et al. J Nutr. 200454 Torre-Villalvazo |, et al. J Nutr 2008%°, Tovar AR,
et al. J Lipid Res 2005%.

1.6.3 Chia

Las semillas de la planta llamada Salvia Hispanica (chia) tienen su origen en el Valle
central de México. La chia form¢ parte de la dieta azteca y maya. La semilla de chia
contiene una alta concentracibn de &cidos grasos de tipo omega-3
(aproximadamente el 63.5% de la semilla). Ademas, es una fuente excelente de

proteina vegetal, fibra, calcio, hierro, folato y antioxidantes.’*

Estudios realizados con chia

Existe evidencia que sugiere que el aumento del consumo de los &cidos grasos Q-
3 disminuye el riesgo de presentar enfermedad cardiovascular en personas con SM,
y reduce el riesgo de la conversion de intolerancia a la glucosa a DT272. Actualmente
se sabe que el consumo de 1 a 2 g/ dia de acidos grasos Q-3, o de 2 a 3 porciones
de pescado por semana beneficia a los sujetos con DT2 sin afectar negativamente
el control de glucosa’. Un meta-andlisis de 26 estudios en pacientes con DT2
mostré que su uso redujo los niveles de TG por casi 30%74. Estos resultados y otros
reportados por otros investigadores indican que el efecto hipolipidémico y el
aumento en la sensibilizacion a la insulina de los acidos grasos Q-3 se han atribuido
a su accion sobre la activacion del factor de transcripcion del receptor activado de

proliferacion de los peroxisomas (peroxisome proliferator-activated receptor
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(PPARa)) aumentando la oxidacion de los acidos grasos a través de una induccién
del gen de la enzima CPT-1, e inhibiendo la accion del factor de transcripcion
SREBP-17® disminuyendo la lipogénesis. Por otra parte, un estudio doble ciego,
controlado, con placebo y aleatorizado con diferentes dosis de chia en 11 sujetos
sanos reporté una reduccion del iIABC de glucosa en sangre de 41% para quienes
consumieron una dosis alta (249), 28% para quienes consumieron una dosis media
(159) y 21% para los que consumieron una dosis baja (7g); de tal manera que se
asocio significativamente el aumento de las dosis de chia con los iABCs de glucosa
(p=0.002, r=0.45).7

1.6.4 Inulina

La inulina es un carbohidrato que pertenece a una clase de compuestos conocidos
como fructanos. Debido a que la inulina es resistente a la digestion en el tracto
gastrointestinal superior llega el intestino grueso de manera casi intacta, donde es
fermentada por bacterias enddgenas. Por lo tanto, puede ser clasificado como una
fibra dietética soluble. Se ha demostrado que las fibras solubles modulan los lipidos
séricos. La inulina se encuentra generalmente en vegetales y frutas sobre todos en
la cebolla, ajo, raices de achicoria, platano y trigo. El consumo de 5-8 g/dia estimula
el crecimiento de las bifidobacterias las cuales inhiben el crecimiento de bacterias

perjudiciales.

Estudios realizados con Inulina

Se ha reportada evidencia convincente que indica que la ingesta de los fructanos
tipo inulina tiene efectos beneficiosos sobre los lipidos en la sangre; los datos
presentado en la Tabla 6 muestran algunos resultados a favor en la disminucion del

porcentaje de cambio de lipidos.
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Tabla 6. Intervenciones con fructanos en la respuesta de lipidos

ESTUDIO SUJETOS (n} CARACTERISTICAS FRUCTANOS CAMBIOS
Yamashita et al. 18 Diabetes Oligofructosa 8g Col -6%
Hidaka et al. 37 Hipercolesterolemia Olligofructosa 20g Col -8%
Davidson et al. 21 Hipercolesterolemia Inulina 18g Col -9%

Hipercolesterolemia
Jackson et al. 54 Inulina 10g TG -19%
Hipertrigliceridemia.

Causey et al. 12 Hipertrigliceridemia. Inulina 20g TG -14%
Hipercolesterolemia Col -20 %

Balzazar et al. 12 Inulina 7g
Hipertrigliceridemia. TG -14%

Tomado y modificado de Williams C.M. et al. British Journal of Nutrition, 200277

Por otro lado, en un estudio aleatorizado, doble ciego, cruzado se reporté que el
consumo de 18g/dia de inulina disminuy6 el c-LDL (-14,4%) y el colesterol total (-
8,7%) y sol6 reporté malestares gastrointestinal leves durante el consumo de la

inulina’s.

Las estrategias terapéuticas basadas en la dieta han sido usadas para disminuir la
disbiosis o desequilibrio en la microbiota intestinal hacia un perfil favorable, el uso
de prebidticos en especial la inulina no ha sido la excepcion; Healey et al’®
reportaron que el consumo de 16g/dia de inulina tuvo cambios en la composiciéon
de la microbiota a nivel de género cambié 0.1% en Lactobacillus (p=0.025), 0.8%
en Ruminococcus (p=0.018) y 0.3% en Faecalobacterium (p=0.009) en
comparacion con el grupo placebo. Por otro lado, Vandeputte et al®® reportaron
cambios en el porcentaje de abundancia de Bifidobacterium y Anaerostipes al alza
y una disminucion significativa de Bilophila. Debido a la evidencia cientifica
reportada en numerosas publicaciones que el consumo de prebidticos modifica de
manera favorable la microbiota intestinal y con ellos mejora el perfil metabdlico, se
incluyé a la inulina como prebidtico para poder reestablecer el equilibrio entre las
bacterias y aumentar el contenido de bifidobacterias; ademas del beneficio en la

reduccion de lipidos.
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2.- Planteamiento del problema

De acuerdo con las encuestas nacionales de salud y nutricién, la incidencia de DT2
se ha incrementado en la poblacion mexicana y se estima que seguird en aumento
en los proximos afos. A pesar de que las recomendaciones generales para el
control de la DT2 estan descritas, la Ultima encuesta de salud y nutricion estimoé en
una sub-muestra que la de HbAlc fue de 10.6% (IC 95% 9.1-11.2); y de glucosa en
ayuno 159.7 mg/dL (IC 95% 149.8-169.7). De acuerdo con los estandares de
control la mayoria se encuentra en un descontrol de regular a malo; a pesar de que
el 85.5% de las personas recibian tratamiento médico para la hiperglucemia y solo
el 26.8% de los sujetos reconocieron haber modificado su alimentacién como parte

del tratamiento.

La HbAlc resulta ser un buen parametro de control y se ha visto que la reduccién
de 1% de HbAlc reduce 21% (IC 95% 15-27) el riesgo de muerte relacionada a
DT2, 14% (IC 95% 8-21) riesgo de infarto agudo al miocardio, y 37% (IC 95% 33 -
41) riesgo de enfermedad microvascular. Este descontrol metabdlico en los sujetos
con DT2 alerta sobre la necesidad de fortalecer e implementar estrategias dietarias
en conjunto con el tratamiento nutricio y farmacol6gico que permitan contener este
grave problema de salud publica. De esta forma, se considera que el uso de
alimentos funcionales para el control de metabdlico de DT2 y la sinergia de ellos en
un portafolio dietario en este caso compuesto por nopal, proteina de soya, semillas
de chia e inulina, formulado para sujetos con DT2 puede ser importante para
modular la microbiota intestinal y con ello tener un mejor control metabdlico en
tratamiento de la DT2 lo que ayudard a disminuir las complicaciones micro y

macrovasculares. Figura 7.
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Figura 7. Uso de alimentos funcionales para el control de metabdlico de DT2
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3.- Pregunta de Investigacion

¢Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e
inulina) tendrdn una mejor respuesta en la concentracion de HbAlc, control
metabdlico y composicién del microbiota intestinal, con respecto a los sujetos que

consumen placebo en un periodo de tres meses?
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4.- Justificacion

El objetivo del manejo clinico en la DT2 es un éptimo control en las anormalidades
metabdlicas comunes; tradicionalmente el enfoque de control ha sido aplicado a la
dieta, actividad fisica regular y medicacién apropiada, y ninguno ha sido tan

controversial como la dieta.

La disminucion modesta pero importante al realizar un plan de alimentacion por 6
meses tiene una reduccion de la HbAlc de 0.4-0.6%; los antihiperglucemiantes
como la metformina tiene una reduccion de 1-2 %y finalmente el ejercicio moderado
y de manera frecuente tiene un impacto en la reduccion de la HbAlc de 0.5-1%. Los
alimentos funcionales han jugado un papel importante en el control de parametros
bioquimicos y de igual manera el uso de PD. Se sabe que la dieta podria tener una
modulacion de hasta el 57% en la composicion de la microbiota intestinal y con ello

un impacto en el control metabdlico.

En este caso se propone un PD especifico para el control de las alteraciones
metabdlicas y cambios favorables en la composicion de la microbiota intestinal,
basandonos en 4 alimentos funcionales: nopal, soya, chia e inulina; ya que estos
componentes son de facil acceso, sin efectos colaterales y bajo costo, y debido a
gue aun no ha sido estudiado el uso de PD en esta poblacion y sabiendo que la
combinacion de los alimentos funcionales que contengan componentes como
acidos grasos omega 3, proteina vegetal, fibra soluble, antioxidantes, polifenoles y
prebiédticos como el PD que presentamos, pudiera aumentar la pertinencia de la
dieta como un apoyo a la modalidad del tratamiento de la DT2 en México. Ademas,
el estudio de estas intervenciones es importante ya que se requieren
investigaciones mas robustas del uso de AF en esta poblacién, para poder hacer
recomendaciones adicionales al plan de alimentacion y sustentar el impacto en la
modulacion de la Microbiota intestinal y el manejo del descontrol metabdlico en la

DT2 y con esto la prevencion de complicaciones.
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5.- Objetivos
Objetivo general
Estudiar el efecto de un PD (soya, nopal, chia e inulina) sobre las concentraciones

de HbAlc en sujetos con DT2 en un periodo de 3 meses.

Objetivos especificos

*Comparar el cambio en la composicidén de la microbiota intestinal, antes y después
de la intervencién en los sujetos que consuman el PD vs los que consuman P en un
periodo de 3 meses.

*Comparar la concentracion sanguinea de HbAlc en pacientes con DT2 que
consuman el PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.

*Comparar la concentraciéon sanguinea de glucosa, perfil de lipidos en pacientes
con DT2 que consuman el PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.
*Comparar la concentracion AGL y glicerol en pacientes con DT2 que consuman el
PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.

*Comparar los parametros antropomeétricos (circunferencia de cintura, IMC, masa
magra, masa grasa) y medicion de presion arterial en pacientes con DT2 que

consuman un PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.

Objetivos secundarios

*Comparar el cambio en la capacidad antioxidante medida por DPPH y dafo
oxidante mediante malondialdheido (MDA) en plasma en los sujetos que consuman
el PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.

*Comparar el area bajo la curva de glucosa, insulina, antes y después de la
intervencién en los sujetos que consuman el PD vs los que consuman P en un
periodo de 3 meses.

*Comparar el perfil de amino&cidos en plasma en los sujetos que consuman el PD
vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.

*Comparar las concentraciones de colina, betainay TMAO en plasma en los sujetos

gue consuman el PD vs los que consuman P en un periodo de 3 meses.
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6.- Hipotesis
Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)
tendran una disminuciéon en la concentracion de HbA1c = 0.5 %, en comparaciéon

con los sujetos que consuman placebo en un periodo de tres meses.

Hipdtesis Secundarias

Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)
tendran un cambio favorable en la composicién de la microbiota intestinal, es decir,
aumentaran bacterias benéficas y disminuiran bacterias patégenas, en comparacion

con los sujetos que consuman placebo en un periodo de tres meses.

Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)
tendran una menor concentracién de colesterol total, c-LDL, TG, en comparacion

con los sujetos que consuman placebo en un periodo de tres meses.

Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)
tendran una mayor concentracién de c-HDL, en comparacion con los sujetos que

consuman placebo en un periodo de tres meses.

Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)
tendran una disminucién en el dafio oxidante medido por MDA y un aumento en la
capacidad antioxidante medida por DPPH en comparacién con los sujetos que

consuman placebo en un periodo de tres meses.
Los sujetos con DT2 que consumen el portafolio dietario (soya, nopal, chia e inulina)

tendrdn una menor area bajo la curva de glucosa e insulina, en comparacion con

los sujetos que consuman placebo en un periodo de tres meses.
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7.- Metodologia
7.1 Disefio
Para cumplir con los objetivos del presente estudio se planted un ensayo clinico

controlado, aleatorizado, doble ciego y paralelo, con duracion de 3 meses.

Figura 8. Disefio del estudio.
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7.2 Poblacién y muestra
7.2.1 Tamafo de la muestra

Se calculdé un tamafio de muestra a través de la formula de comparacion de
dos medias, la n calculada fue de 60 sujetos (30 por grupo), determinando un poder
de 80% con un valor de a =0.05; el tamafio del efecto considerado fue de 0.6% en
reduccion de HbAlc. Con una desviacién estandar de 0.75%82! y agregado un 20%

por pérdidas durante el estudio
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Formula de comparacion de dos medias

n=25% (Za 2 /a7
HbA1c
n=2(0.75)? (1.96+ 0.84)? /(0.6)> s 0.75
n= 2 (0.5625)(7.84)/0.36 A 06%
n=8.82/0.36
n=24.5 Za  0.84 (80%)
ZB  1.96(0.05)

n=24.5 + 20% = 29.4 por grupo
60 sujetos en total

J Am Board Fam Med 2009;22:507-512.

7.2.2 Criterios de selecciodn

Seleccién de pacientes

Se seleccionaron a los sujetos que cumplieron con los criterios de inclusién,
captados por medio de anuncios que se colocaron en diferentes hospitales del sur
de la Ciudad de México (Hospital Gea Gonzalez, Instituto Nacional de Pediatria,
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Instituto Mexicano de Psiquiatria,

Instituto Nacional de Cancerologia, INCMNSZ).

Criterios de Inclusion
a) Paciente con diagndstico de DT2 realizado por médico
b) Masculino o femenino
¢) Adultos entre 30 y 60 afios
d) IMC de 25 a 39.9 kg/m?
e) Tratamiento farmacol6gico con metformina, combinacién de metformina y
glibenclamida
f) Evolucion de la DT2 de 4 + 3 afios
g) Pacientes que sabian leer y escribir

h) Firma del consentimiento informado
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Criterios de Exclusion

a)

b)
c)

d)

o))
h)

)

K)

)

Pacientes con enfermedades adquiridas que produzcan secundariamente
obesidad

Pacientes que sufrieron algun evento cardiovascular

Pérdida de peso > 3 kg en los ultimos 3 meses posterior a la evaluacion de
los criterios

Enfermedades catabdlicas como cancer y el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

Estado de gravidez

Tabaquismo positivo

Tratamiento con medicamentos:

Tratamiento con farmacos antihipertensivos (diuréticos tiaciclicos, de asa o
ahorradores de potasio, IECA, bloqueadores de los receptores de la
angiotensina Il, alfa bloqueadores, calcio antagonista, beta bloqueadores).
Tratamiento con otros hipoglucemiantes que no fueron metformina, o la
combinacibn de metformina + glibenclamida (alfa glucosidasas,
tiazolidinedionas o0 cualquiera de estas combinado con metformina,
metilglinidas, incretinas u otras biguanidas) o insulina

Tratamiento con estatinas, fibratos u otros farmacos para control de la
dislipidemia, 6 meses antes del inicio del protocolo

Cualquier droga o medicamento que activen la motilidad intestinal

Uso de laxantes o antiespasmodicos 4 semanas antes del estudio

m) Tratamiento con antibioticos 6 meses antes del estudio

n)

0)

p)
a)

Uso de esteroides, quimioterapia, inmunosupresores o radioterapia
Descontrol metabdlico de la DT2, refiriéndose esta con la concentracion de
HbAlc = 9.9%

Glucosa en ayuno = 220 mg/dL

Colesterol en ayuno 2 240 mg/dL

TG en ayuno = 350 mg/dL

Creatinina sérica en mujeres > 1.2 mg/dL en hombre > 1.3 mg/dL
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Criterios de eliminacion
a) Pacientes que no llevaron apego al plan de alimentacion en méas del 80%.
b) Pacientes que no llevaron apego al tratamiento (PD o P) en méas del 80%

c) Uso de estatinas durante el estudio

7.3 Descripcion general del estudio (procedimientos y lugar en que se lleva
acabo)

El protocolo se llevo a cabo en el INCMNSZ en el sexto piso de la Unidad de
Pacientes Ambulatorios (UPA) donde se contd con consultorios para ver pacientes
y un area de toma de muestra (con centrifuga para después de la toma de muestra),
ademas de tener un consultorio especial para determinacion de composicion
corporal por medio de impedancia eléctrica (Inbody), el estadimetro. Las
determinaciones de los parametros bioquimicos y aislamiento de DNA en heces se

realizaron el laboratorio del departamento de Fisiologia de la Nutricion.

Descripcion de los procedimientos durante la intervencién
El protocolo consistié en una pre-visita, 5 visitas subsecuentes y una sexta
visita para entrega de resultados al participante a continuacion se describen cada

una de estas vistas. Figura 9.
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Figura 9. Procedimientos de cada visita durante la intervencion
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Bitdeoras: Bitdcoras de alimentacidn por semana 2 entre semana y 1 de fin de semana. EROS: Especies reactivas de oxigeno. CA: Capacidad Antioxidante. PD: portafolio dietario.
P: placebo. HbAle: hemoglobina glucosilada. Cuestionario de efectos adversos: CTCAE Common terminology criteria for adveeerse events. Cuestionario A.F: cuestionario de
actividad fisica IPAQ. CTOG: Curva de tolerancia oral a la glucosa 2hr con una carga de 75g de glucosa anhidra. BA: Presicn Arterial. Aa: Amincdcides. TMAQ: Trimetil amino-
oxidado,

En la pre-visita se evaluaron a los sujetos para determinar si cumplian con
los criterios de inclusion. Se les pidio asistir con un ayuno de 12 horas, aquellos
con esquema de medicamento para el control de la glucosa se les pidié que no lo
tomaran para evitar que fuera una variable al momento de medir las
concentraciones de glucosa; estando en el hospital se les explicé en qué consistia
el estudio, las caracteristicas, los riesgos y los beneficios esperados después de la
intervencion, se les pidi6 leyeran la carta de consentimiento, la hoja de informe y
se aclararon dudas al respecto, si el participante acepté estar en el estudio se realizé
la firmas de las cartas de consentimiento. En esta pre-visita se tomaron 10 mL de
sangre para medir perfil de lipidos (c-HDL, c-LDL, TG y colesterol total), glucosa,
creatinina y un tubo con EDTA donde se determind HbAlc, ademas se les realizd
la historia clinica (Anexo 1) con medidas antropométricas (peso, talla,
circunferencia de cintura, cadera, composicion corporal), evaluacion nutricional por

recordatorio de 24 horas (1 entre semana y 1 de fin de semana) (Anexo 2),
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Cuestionario de actividad fisica International physical activity questionnaire (IPAQ)

(Anexo 3) y se les midio la presion arterial.

En la visita 1 y 5 que fueron las visitas inicial y final del estudio se realizaron los
mismos procedimientos (solo que la visita 5 se llevd acabo 3 meses después de que
empez0 su visita 1) que se describen a continuacion: los participantes asistieron a
la UPA con ayuno de 12 horas se le tom6 14 mL de sangre total para la
determinacion de diferentes parametros bioquimicos (colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL, TG, capacidad antioxidante, dafio oxidante por MDA, AGL,
glicerol, HbAlc, LPS, PCR, concentraciones de aminoacidos en plasma, TMAO,
betaina, colina). Se le realiz6 una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) con
una duracién de 2 horas en la cual el participante permanecié sentado se le
punciono la vena en el brazo para colocar un catéter de venoclisis periférico de 0.9
mm de didmetro y longitud de 2.5 cm conectado a un adaptador, se tomaron
muestras a través del adaptador del catéter, cada muestra tuvo un volumen de 3
mL de sangre total para obtencién de glucosa e insulina en el minuto 0, 15, 30, 45,
60, 90 y 120 minutos de la prueba. Después del minuto 0 al participante se le dio a

tomar 75g de glucosa anhidra diluida en 250 mL de agua.

En estas mismas visitas a los participantes se les realiz6 un seguimiento de visitas
(Anexo 4) donde se anotaron los parametros antropométricos, clinicos, dosis de
medicamento, presion arterial, kilocalorias del plan de alimentacion que se llevo el
participante, se hizo la evaluacidon nutricional (Anexo 2) y el cuestionario de
Actividad fisica IPAQ (Anexo 3). La presién arterial se midié con un baumandmetro
digital mientras el participante permanecid sentado con el brazo derecho
descubierto. (La medicion se realizé durante 6 veces, en intervalos de 3 minutos);
se descartd la primera medicién y se reportd el promedio de las mediciones

restantes.

En la visita 1 los participantes recibieron un plan de alimentacién para

estandarizarlos, el cual fue disefiado de acuerdo a los lineamientos de la ADA
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(American Diabetes Association; standards of medical care in Diabetes) como se
describe en la Tabla 7. Este plan de alimentacion fue hipocal6rico con reduccion
de 500 calorias de acuerdo a lo que los participantes consumian en ese momento;
las calorias de su dieta habitual fueron analizadas a través de 2 recordatorios de 24
horas que se realizaron en la pre-visita, el plan de alimentacion se explicé de forma
individual al participante y recibieron 15 menus (Anexo 5), para las 2 semanas de
estandarizacion de la dieta y ademas se les explico el uso de equivalentes de
alimentos y se les dio un listado de este (Anexo 6), con la finalidad de que el
participante pudiera hacer intercambios en caso necesario y tuviera un mayor apego
al plan de alimentacion. Se les ensefi6 a los participantes a llenar las bitacoras de
alimentacion (Anexo 7) con la intencion de que reportaron su alimentacion a traves
de bitacoras de alimentacion, el participante report6 2 dias entre semanay 1 de fin

semana evaluando asi el apego a la dieta.

Tabla 7. Caracteristicas de plan de alimentacion

Macro/ micronutriente Recomendacién
Calorias* Hipocaldrico
Hidratos de carbono 45-55 9% del VCT.
Proteina 15-20% del VCT.
Grasas totales 25 - 35 % del VCT.
Grasas saturadas < 7% del VCT.
Acidos grasos trans < 1% del VCT.
Colesterol < 200 mg/dia.
Fibra 20 a 35 g/dia.
Sodio** 2000-2300 mg/dia.

Tomado y modificado de American Diabetes Association Standards of Medical Care in Diabetes36

En esta misma visita se les entregé a los participantes 4 envases para recoleccion
de muestras de heces, una hielera para transportar la muestra y un gel para
congelar con la finalidad de que las muestras se conservaran en el mejor estado
posible. Se les pidid a los participantes que la muestra fuera del dia en la mafiana
previa a su visita o de una noche anterior, el participante recolecté entre 1 a 2
gramos en cada tubo, se le pidi6 los colocara en la hielera con el gel congelado para

transportarlo al hospital. Se cito al participante a los 15 dias.

En la visita 2 el participante asistio a la UPA en ayuno de 12 horas, se le tomaron
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5 mL de sangre total para la determinacion de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, TG, glucosa. En esta visita el participante entregé sus bitdcoras de
alimentacion completas y ademas se le preguntd informacién sobre su alimentacion
con un recordatorio de 24 horas (Anexo 2), se les realiz6 el seguimiento de visitas
(Anexo 4) que consistié de medidas antropométricas mencionadas anteriormente y
la toma de presion arterial. A partir de esta visita se le realizo el cuestionario de
efectos adversos Common terminology criteria for adverse events (CTCAE). (Anexo
8).

El participante fue aleatorizado al azar al grupo de PD o P, ellos recibieron 60 sobres
de PD (nopal, chia, soya, e inulina) o placebo, estos sobres contenian polvo para
disolverse en 250 mL de agua, de los cuales consumi6 2 sobres por dia (15 minutos
antes del desayuno y 15 minutos antes de la comida). Se le ensefi6 al participante
como preparar la bebida. Se entregé un formato donde anotaron los dias que
tomaron la bebida (palcebo y/o portafolio dietario) (Anexo 9) con la finalidad de
supervisar el apego a la toma, ademas se les pidié que juntaran los sobres vacios
unavez que lo tomaran y lo llevaron a su siguiente visita para cotejar la informacién

reportada en el apego de la bebida.

Debido a la inclusion de la bebida, al plan de alimentacion que llevaron las dos
semanas previas se le realiz6 una disminucion de 200 kcal (esto debido a que el PD
y el placebo tenian 200 kcal); y se cambiaron los menus de alimentacion de acuerdo
a la kcal que le tocaron en esta visita. El participante entregé sus bitdcoras que lleno

con anterioridad y se le entregaron bitdcoras nuevas (Anexo 7).

En la visita 3 y 4 los participantes asistieron en ayuno de 12 horas a la UPA se les
realiz6 el seguimiento de visitas (Anexo 4) con medidas antropométricas, peso,
talla, circunferencia de cintura, cadera, compaosicion corporal, y presion arterial; y se
les realiz6 dos recordatorios de 24 hr. (Anexo 2) (1 entre semanay 1 fin de semana),
el cuestionario de actividad fisica IPAQ (Anexo 3), también se les realizo el
cuestionario de efectos adversos CTCAE (Anexo 8) y se entreg6 un formato donde
anotaron los dias que tomaron las bebidas (Anexo 9) con la finalidad de supervisar

el apego a la toma de la bebida ademas se le pidié que juntaran los sobres vacios
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una vez que lo tomaran y los llevaron a su proxima visita.

Se lestomd 5 mL de sangre para determinar las concentraciones de colesterol total,
c-LDL, c-HDL, TG y glucosa.

En cada una de estas visitas se realizo la entrega de sobres (PD o placebo) para 1
mes (60 sobres aproximadamente por caja). Se les record6 como preparar la
bebida. El participante entregd sus bitacoras que lleno con anterioridad y se le

entregaron bitacoras nuevas (Anexo 7).

En la visita 6 los participantes fueron convocados a una reunion donde se le dio los
resultados por escrito, ademas de un plan de alimentacién utilizando equivalentes,
se les ensefo a realizar el PD en su domicilio a través de nopal, chia, soya, avena
e inulina y se aclararon dudas. Se refirieron con su médico para su seguimiento con

sus resultados de laboratorio.

7.4 Descripcion de las intervenciones
Se asignaron dos intervenciones de acuerdo a la metodologia del estudio, para

evaluar el efecto del PD.

Portafolio dietario y placebo

Se realizaron las intervenciones de la siguiente manera:

e Intervencion A (portafolio dietario): A base de nopal deshidratado, semilla
de chia, proteina de soya, e inulina.

Los participantes iniciaron el consumo de PD en conjunto con el plan de

alimentacion el cual fue ajustando para restar las calorias que el PD aport6. La

duracién del consumo del PD y el plan de alimentacion fue por 2.5 meses.

e Intervencion B (placebo): A base de caseinato de calcio y maltodextrinas.
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Los participantes iniciaron el consumo del placebo en conjunto con el plan de
alimentacion el cual fue ajustando para restar las calorias que aporté el placebo.
La duracion del consumo del placebo y el plan de alimentaciéon fue por 2.5

meses.

El placebo y el PD fueron administrados en forma de polvo, con previa
homogenizacion de los ingredientes.

La toma de los sobres fue antes del desayuno y la comida, el sobre del desayuno
tuvo un gramaje de 17.3 g y el de la comida 34.7 g. Tabla 8.

Tabla 8. Composicion y calorias del portafolio dietario y placebo

Total, contenido por dia

Macronutrimentos Portafolio Dietario Placebo
30g de proteina de soya 28g de caseinato de calcio
14g de nopal deshidratado 15g de maltodextrina
4g de semilla de chia
4g de inulina

Hidratos de carbono 15.05g / 60.2 kcal 14.15g / 56.6 kcal
Lipidos 2.2 g /19.8 kcal 0.42g / 3.78 kcal
Proteina 25.25g / 101 kcal 24.779/99.1 kcal

Kilocalorias totales 181 kcal 159.5 kcal

Antes del consumo del PD se realiz6 una evaluacion sensorial con la finalidad de
conocer la aceptacion de la bebida. Se evalud color, aroma, sabor y dulzor. De
manera general la bebida tuvo una buena aceptacion por parte de los evaluadores

como se muestra en la Tabla 9

Tabla 9. Evaluacién sensorial del Portafolio Dietario

Variable a Evaluar n %
Color:

Me desagrada mucho 0 0
Me desagrada 5 16.7
Ni me gusta ni me desagrada 10 33.3
Me gusta 14 46.7
Me gusta mucho 1 3.3
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El color es:

Mucho menos intenso de lo que me gusta 0 0
Menos intenso de lo que me gusta 8 26.7
Tal como me gusta 14 46.7
Mas intenso de lo que me gusta 6 20
Mucho mas intenso de lo que me gusta 2 6.7
Aroma:

Me desagrada mucho 0 0
Me desagrada 1 3.3
Ni me gusta ni me desagrada 3 10
Me gusta 22 73.3
Me gusta mucho 4 13.3
Sabor:

Me desagrada mucho 0 0
Me desagrada 6 20
Ni me gusta ni me desagrada 10 33.3
Me gusta 10 33.3
Me gusta mucho 4 13.3
Dulzor:

Me desagrada mucho 1 3.3
Me desagrada 5 16.7
Ni me gusta ni me desagrada 3 10
Me gusta 18 60
Me gusta mucho 3 10
Dulzor es:

Mucho menos intenso de lo que me gusta 0 0
Menos intenso de lo que me gusta 2 6.7
Tal como me gusta 18 60
Mas intenso de lo que me gusta 7 23.3
Mucho mas intenso de lo que me gusta 3 10

Se analiz6 el indice glucémico de la bebida el cual no fue determinado debido a que
la norma ISO 26642 para la determinacién del indice glucémico en alimentos®? en
el apartado 5.5 menciona que para realizar la prueba la porcién del alimento debera
contener 50 g de carbohidratos y que se hara excepcion del analisis a aquellos
productos que contengan menos de 10 g de carbohidratos por porcién debido a que
el indice glucémico es bajo. Al realizar el analisis del contenido de carbohidratos de
los sobres conteniendo los alimentos funcionales, la cantidad de carbohidratos esta

por debajo de 10 g, es decir, el IG de la bebida es bajo Tabla 10.
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Tabla 10. Contenido de Carbohidratos por sobre de la bebida

Portafolio Dietario

Sobre para el desayuno Sobre para la comida
Gramos de Gramos de Fibra Gramos de Gramos de Fibra
producto carbohidratos producto carbohidratos

Soya 10 0.736 0.56 20 1.472 1.12
Nopal 4.7 1.166 1.739 9.3 2.307 3.441
Chia 1.3 0.5475 0.4472 2.7 1.137 0.928
Inulina 1.3 0.065 1.235 2.7 0.135 2.565
Total 17.3 2.514 3.98 34.7 5.051 8.0548

Sorteo de la maniobra

El sorteo fue realizado en bloques. Los participantes se dividieron en dos
tratamientos, utilizando bloques fijos de cuatro celdas, con apoyo de una tabla de
nameros aleatorios. Una vez asignhado el niumero en cada bloque, se utilizaron las
combinaciones de tratamientos. Esta asignacion al azar se llevé a cabo por una

persona ajena al estudio.

Cegamiento de la maniobra

ElI PD y el placebo fueron empaquetados de manera idéntica en apariencia, tanto el
investigador como el participante desconocio que tipo de maniobra fue asignado.
Los sobres fueron distribuidos por una persona ajena al estudio que fue la misma
gue realizé la asignacion al azar. El personal del estudio y los participantes
estuvieron cegados durante la asignacion y ejecuciéon de las intervenciones en el
estudio. En tanto que en el ensayo se establecio una separacion entre el personal
gue realiz6 las mediciones de los participantes y la persona que entregé los sobres.
Los sobres entregados para la toma fueron 2 por dia, los sobres de placebo se

igualaron gramos, calorias, color, apariencia, sabor al del PD.
Similitud de la intervencion.

El placebo se ajusto con el fin de que adquiera la misma apariencia de los sobres

del PD (el mismo color, tamafio, sabor y aporte cal6rico).
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7.5 Operacionalizacién de las variables

Variable Definicién . . Escala de
Tipo de variable L,
medicion
Unién de la hemoglobina a productos avanzados
de la glucosilacion no enzimética de las proteinas,
la fraccion 1c es la glucosilacion irreversible y Cuantitativa
HbAlc refleja el promedio de las glucosas de 120 dias. . %
continua
Glucosa en avuno La concentracion de glucosa en la sangre con 12 Cuantitativa ma/dL
y horas de ayuno colorimetria enzimatica. continua 9
. Concentracion de insulina en la sangre con 12 Cuantitativa
Insulina . pUI/mL
horas de ayuno. continua
(Evaluacion del modelo homeostatico), Cociente
HOMA para estlmar_la rc_agstenua a la insulina por me_dlo Cuant_ltatlva Unidad arbitraria.
de la multiplicacion de la glucosa por la insulina continua
entre la constante 40.5
Creatinina sérica Cantidad de creatinina existente en suero. Cuantitativa ma/dL
continua 9
Determinacion de la actividad antioxidante por Cuantitativa % de
Capacidad Antioxidante medio del método de 2,2-difenil-picrilhidracilo continua atrapamiento de
(DPPH) DPPH
Medicion de la reaccidn del tiobarbittrico con el
~ . malondialdheido (MDA), producto este del Cuantitativa
Dafo oxidante . ’ s . uM/L
desdoblamiento de los hidro-peroxidos en plasma continua
de los pacientes
Colesterol sérico total Medlplon ’de c_ole’s_terol sérico por medio de Cuant_ltatlva mg/dL
colorimetria enzimética. continua
Colesterol-HDL Medicién de Ilgoprotelnq de a!ta .d.e.n,S|dad de Cuant!tatlva mg/dL
colesterol por método de inmuno inhibicién. continua
Colesterol-LDL Medicion de la Ilpqprotel_na de bajg (_Jlen3|_dad de Cuant_ltatlva mg/dL
colesterol con el método inmuno-quimico directo. continua
Medicion de los TG séricos por el método de Cuantitativa
TG . . s . mg/dL
colorimetria enzimética. continua
Presién arterial Corresponde al valor maximo de la presién arterial Cuantitativa mmHg
sistélica cuando el corazén est4 en sistole. continua
Corresponde al valor minimo de la presion arterial
Presién arterial cuando el corazon esta en diastole. Cuantitativa
P ) mmHg
diastélica continua
Medida en kilogramos, mediante la bascula Inbody
Peso corporal 720 Cuantitativa Kg
continta
Medida en centimetros del punto medio entre la
Clrcunferenma de cregta !I!aca y el arco sybcostal, al flnal de, una Cuantitativa cm.
cintura espiracion normal mediante una cinta métrica -
; pe contintia
ajustada milimétricamente.
Impedancia bioeléctrica con Inbody 720.
Masa grasa Cuantitativa Porcentaje
continta
Impedancia bioeléctrica con Inbody 720. :
Masa magra Cuantitativa Porcentaje
contintia
) Es el area obtenida por la regla de los trapezoides,
Area bajo la curva de después de realizar una CTOG por 2 horas y de P
. L - Cuantitativa
glucosa medir la concentracién de glucosa en el minuto 0O, contintia mg/dL-2 hr

15, 30, 45, 60, 90 y 120.
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Area bajo la curva de

Es el area obtenida por la regla de los trapezoides,
después de realizar una CTOG por 2 horas y de

) . . L, . . ; Cuantitativa pU/ml. 2 hr
insulina medir la concentracion de insulina en el minuto O, contintia
15, 30, 45, 60, 90 y 120.
Tiempo transcurrido desde su nacimiento hasta el Cuantitativa ~
Edad . Afios
momento. continua
Condicion anatémica que distingue al hombre de la C Masculino /
Sexo . Dicotémico .
mujer. femenino
Apego a la dieta V_a!orado por recorqlatorlo de 24 horas y por una Cuant_ltatlva Porcentaje
bithcora cada tres dias. continua
Cantidad de ejercicio que realiza durante la Cuantitativa
. ., . METs / Leve,
. . intervencion. Continua
Actividad fisica - moderada e
/Cualitativa )
. intensa.
categodrica
A . Determinacion colorimétrica enzimatica de AGL en Cuantitativa
Acidos grasos libres : mmol/L
plasma. continua
Glicerol Determinacion enzimatica cuantitativa de glicerol Cuantitativa mmol/L
en plasma. continua
. . - Determinacion de LPS en plasma por la técnica de Cuantitativa
Lipopolisacarido sandwich ELISA continua ng/mL
Determinacion del porcentaje de la abundancia Cuantitativa
Microbiota intestinal relativa del phylum, género y especies de la Cualitativa %
microbiota intestinal
Proteina C reactiva Medlc[on de la PCR sérica por el método Cuant_ltatlva mg/dL
fotométrico. continua
Aminoéacidos en Determinacion en plasma de aminoacidos a través Cuantitativa pM
plasma de cromtografia liguida de alta eficacia. continua
Determinacion en plasma de TMAO, betaina y Cuantitativa mol/L
TMAO, betainay colina colina a través de cromatografia liquida acoplada . H
- . continua
con espectrometria de masas en tdndem.
Frecuencia de la medicion de las variables.
Variable Pre-visita V-1 V-2 V-3 V-4 V-5
1.- Historia clinica v
2.- Recordatorio 24H v v 4 v v v
3.- IPAQ v v v v v
4.- Antropometria v 4 v v v v
5.- Presion arterial 4 4 4 v 4 4
6.- Glucosa en ayuno 4 4 4 v v 4
7.- Insulina en ayuno 4 v 4 v 4 4
8.- Colesterol total v v v v v v
9.- Colesterol-HDL v 4 v 4 v v
10.- Colesterol-LDL v v v v 4 v
11.-TG v v v v v v
12.- HbAlc v v v
13.-Creatinina v
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14.-Glicerol v v v
15.- AGL v 4 v
16.-Capacidad antioxidante v v
17.-Dafio oxidante v v
18.-Curva de tolerancia oral v v
a la glucosa (2 horas)

19.-Aminoécidos en plasma v 4
20.-Colina, betaina y TMAO v v
21.- Cuestionario efectos v v v v v
adversos

22. LPS v v
23.-Cuantificacion de phyla,

género y especie en la v v
microbiota intestinal

24.-PCR v v

7.6 Técnicas y aparatos utilizados en las mediciones de variables

Determinacién de parametros bioguimicos.

Todas las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron después de un ayuno
de 12 horas. Posteriormente, las muestras de sangre se centrifugaron a una
velocidad de 3000 rpm por 10 minutos y se separo el suero o plasma (dependiendo
del tubo que se utilizd), el cual se mantuvo a una temperatura de -70° hasta su

andlisis.

Perfil de lipidos y creatinina: las concentraciones en suero de colesterol total y de
los TG se determinaron por métodos enzimaticos (Cobas c111). El c-HDL, el c-LDL,
la PCR y la creatinina se determinaron por método homogéneo, enziméatico y

fotométrico (Cobas c111).
Curva de tolerancia oral a la glucosa por 2 hr (CTOG 2h). Al participante se le pidié

asistir con 12 horas de ayuno, se le coloc6 un catéter para obtener una muestra

venosa de 3 mL cada una y se determiné la cantidad de insulina y glucosa en los
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tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después de haber consumido 75 g de
glucosa. Las concentraciones de glucosa en suero se determinaron por radiacion
ultravioleta y método enzimatico de referencia empleando hexocinasa (Cobas
c111). La concentracion de insulina fue determinada en suero usando el kit de
ELISA (ALPCO).

HbAlc: se recolectdé en un tubo con EDTA se midié en sangre total a través de

fotometria de absorcion (Cobas c111)

Medidas antropométricas

La circunferencia de cintura se midio utilizando la siguiente técnica: se tomé entre
la mitad de la uUltima costilla y la cresta iliaca, mediante una cinta métrica flexible
marca SECA con capacidad de 200 cm y una exactitud de 1 mm.

La estatura se tomé con un estadimetro electrénico de pared, se le pidi6 al
participante subirse sin zapatos y permanecer derecho en plano de Frankfort hasta

gue el brazo del aparato bajara a su cabeza e hiciera la medicion.®3

El peso, porcentaje de masa magra y masa magra se realiz6 a través de
bioimpedancia con el aparato Inbody 720, con la menor ropa posible, sin zapatos y
sin calcetas y/o medias se le pidio al participante pararse en los 2 electrodos que se
encuentran en los pies y tomar los otros dos con las manos.

Estas actividades fueron efectuadas por personas previamente estandarizadas

(cegadas para el grupo en el que se encontraba cada participante).

Evaluacion clinica

La presion arterial se midi6 con un baumandmetro digital (Omron, HEM-78INT),
mientras la persona permanecié sentada con el brazo derecho descubierto. La
medicion se realizé durante 5 veces, en intervalos de 3 minutos. Las primeras dos
medidas (0 y 3 minutos) no fueron tomadas en cuenta, en tanto que las ultimas 4
mediciones (6, 9, 12 y 15 minutos) fueron promediadas para determinar la presion

sistolica y diastolica.
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Dario oxidante

La determinacion de la actividad antioxidante se realiz6 por el método DPPH. El
método de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo se utiliza para evaluar la actividad antioxidante
de un compuesto o de una mezcla. Se basa en la reduccion del DPPH, un radical
libre que por su electron desapareado presenta absorbancia a 517 nm (purpura) y
en presencia de un antioxidante (donador de hidrégeno o electrones) la absorbancia
disminuye. A partir del ensayo con DPPH se obtiene la concentracion efectiva (IC)
gue se define como la concentracion a la cual se disminuye en un 50% con respecto
a la inicial de DPPH.

Determinacion de estrés oxidativo se determind lipoperoxidacidon mediante
determinacién de las concentraciones de malondialdehido (MDA). EI MDA se

determind por medio de analisis espectrofotométrico.

Glicerol vy acidos grasos libres

El glicerol sera determiné en plasma por hidrélisis enzimatica cuantitativa por medio
de la lipasa en glicerol y 4cidos grasos libres, la absorbancia de la reaccién se medié
en el lector de placas a 540 nm. Se utiliz6 el reactivo Free glicerol reagent de Sigma.
Los &cidos grasos libres se determinaron en plasma por test colorimétrico
enzimatico cuantitativo, la absorbancia se midié en 2 puntos 546 nm y 660 nm, se

utilizé el kit free fatty acid de roche.

Actividad fisica

La actividad fisica se midi6 por el cuestionario de actividad fisica IPAQ este
cuestionario es un instrumento internacional con el cual se puede comparar,
cuantificar y categorizar la actividad fisica. Se eligié ya que es un cuestionario corto
(7 items) que se puede aplicar en poco tiempo y puede sera auto-administrado. El
resultado puede ser dado en variables continua como METs/minutos/semana y se
puede categorizar la actividad fisica de la forma siguiente: Actividad fisica baja
(<600 METs/minutos/Semana); Actividad fisica moderada (=600 a <3000
METs/minutos/Semana) y Actividad fisica Alta (=3000 METs/minutos/Semana). Se

tomo y se recolectd en forma cuantitativa y cualitativa.
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Cuantificacion del apego a la dieta

La cuantificacion del apego a la dieta se realizé a través de 2 recordatorios de 24
horas (1 entre semana y 1 de fin de semana) estos se le realizaron al participante
cuando acudi6 a sus vistas ademas se utilizé las bithcoras de alimentacion (2 de
entre semana y 1 de fin semana) estas bitacoras el participante las llen6 en casa
por cada semana de la intervencion®*; el recordatorio de 24 horas se utilizé con la
ayuda visual de réplicas de alimento y el nutrikit (fotos reales de alimentos) para una
mejor estimacion de los alimento; tanto los recordatorios de 24 horas como las
bitacoras de alimentos se levantaron el reporte de los alimentos consumidos,
ingredientes de la preparacion, la cantidad y la manera de preparacion asi como la
hora y lugar de consumo, se analizaron a través del software Food Processor SQL
donde ademés de estimarse los macronutrimento y calorias se determinaron la

estimacion de algunos micronutrimentos.

Cuantificacion de apeqo a la bebida

Se le pidié al participante registrar en el formato de apego de toma de bebida
(placebo o PD) (Anexo 9) los dias que consumio la bebida, este formato es un
calendario que donde palomeaba si tomé el sobre del desayuno y el de la comida,
ademas se conto6 el numero de palomas que reporté el participante de los dias que
tomdé la bebida por un mes, se le cambi6 el calendario en cada visita; como medida
extra se le pidio llevar a la consulta los sobres vacios que consumié durante el mes.

Se cuantifico el nUmero de sobres vacios.

Resistencia a la insulina (HOMA)

La estimacién de RI se hizo a través del siguiente célculo:

Glucosa (%)x Insulina (L:n—lf)

HOMA-IR =
405

Basado en la glucemia e insulina basal en ayuno y dividido a través de la constante

405, el punto de corte para Rl fue de 2.5.
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Lipopolisacarido

La determinacién de la cantidad de lipopolisacarido presente en plasma fue
determinando mediante un ensayo de ELISA sandwich usando el kit USCN Life

Science®.

Determinacion de aminoacidos totales en plasma

La determinacibn de aminoacidos en plasma se llevd a cabo mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (High performance liquid chromatography
HPLC). La determinacion de aminoacidos se realiz6 a través de un analisis
cuantitativo a mediante su derivatizacion usando o-ftalaldehido (OPA) para
aminoacidos primarios y 9-fluorenilmetilcloroformato (FEMOC) para aminoacidos
secundarios. El procedimiento se llevé a cabo a través de un robot de muestreo
(Robot G1367F) acoplado a un HPLC (Agilent 1260 infiniti) y a un detector de
fluorescencia (Detector G1321B). Se utilizé una columna (Agilent ZORBAX Eclipse
AAA). Los aminoacidos fueron caracterizados a través de su tiempo de retencion
comparado con estandares puros. La fase mévil fue compuesta por dos soluciones
Solucion A Buffer de fosfatos 40 mM pH 7.8 y la solucion B, la cual es una mezcla

de acetonitrilo: metanol: agua (45:45:10 v/v). El gradiente de solucion fue:

Tiempo (min) % Solucién B

0 0

1.9 0

18.1 57

18.6 100

22.3 100

23.2 0

26 0

El detector se uso a las longitudes de excitacion 340 nm y de emision 450 nm. La

columna se mantuvo a una temperatura de 40° C.

TMAO, colina y betaina

La concentracion plasmatica de TMAO, colina y betaina se mididé por duplicado en
plasma mediante cromatografia liquida acoplada con espectrometria de masas en

tindem (LC-MS/MS), utilizando método de Holm et al®, con algunas
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modificaciones, descritas en la metodologia de Yan J et al 8. En resumen, las
muestras de plasma se mezclaron con una solucion de acetonitrilo compuesta de
acido formico al 0.1% y patrones internos (13 C3 -TMAQ; d13-colina). Las muestras
se agitaron con vortex vigorosamente para coagular las proteinas, y luego se
centrifugaron, el sobrenadante se inyecto en la LC-MS/MS. Los coeficientes de
variacion (CV) inter ensayo para colina y TMAO fueron 25% y 3.7%

respectivamente, y los controles internos 2.6% y 4.4% para cada metabolito.

Microbiota Intestinal

La extraccion de DNA en muestras de heces fecales se realiz6 mediante el uso de
columnas de QIAGEN® usando el QlAamp fast DNA Stool Mini Kit. La
concentracion de DNA y pureza se cuantificO mediante el NanoDrop 2000. Se
realizaron rangos dinamicos para determinar la concentracion de DNA a utilizar en
la reaccion en cadena de la polimerasa del proceso de caracterizacion de las Phyla
bacterianas. Figura 10. El analisis de la composicion de la microbiota se realiz6 por
la amplificacién de las secuencias de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen
rRNA usando el par primer 5'- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
3 y 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGAC-3® para generar
amplicones de 459 bp que fueron secuenciados en la plataforma de MiSeq lllumina.
Las salidas de las secuencias fueron analizadas usando el programa Quantitative
Insights into Microbial Ecology (QIIME) versién 1.9.188, Los pares de lectura finales
del 16s fueron ensamblados usando el script multiple_join_pired_ends.py, que unen
las lecturas forward y reverse. Los resultados de las salidas finales fueron
procesados para evaluar la calidad filtrando por Split_libraries fastq.py. Las
secuencias con alta calidad fueron agrupadas en Operational Taxonomic Units
(OTUs) con una secuencia idéntica con un rango de 97%, de similitud y la taxonomia
fue asignada con la base de datos de Greengenes. La Beta diversidad fue evaluada
por el calculo de distancias Unifrac weighted y unweighted®®. Para el estudio de la

Alpha diversidad, se estimo el indice de diversidad de Shanon.
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Figura 10. Procedimiento para secuenciamiento de DNA de la microbiota

intestinal

«Amplificacion del
DMA extraido de
las muestras de
heces utilizando
primers
especificos de la
regiones V3 y V4
que generan
amplicones de
459 pb aprox.

* Los amplicones
fueron purificados
mediante el uso
de perlas
magnéticas
AMPure XP beads
y se verifico su
tamario en una
electroforesis
capilaren el
Agilent 2100
Bioanalyzer, el
cual fue de 550pb

* Previo a una segunda

PCR se adiciona un
indice 1 (i7)y un
indice 2 (i5) a cada
muestra. Los indices
se encuentran enel
Mextera XT Index kit,
el cual contiene 12
adaptadores parael
indice 1 (N701al
N712)y
adaptadores del
indice 2 (5501 al
5508). Se realizauna
segunda PCR.

Cuarta etapa:
unda

+ Segunda
purificacion con
perlas AMPure
X0, ydespues se
cuantifica por
fluorometria
utilizando el Qubit
3.0, high sensitive
kit.

Tomado y modificado de Sanchez-Tapia M, et al. Sci Rep. 2017%°
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Quinta etapa:
Cuantificacion de
librerias

+ Cuantificacion por
flourometria y
control de calidad
delas librerias de
los amplicones de
PCR indexados,
por medio del
bionalizador
Agilent 210

+ Se hace un pool

delas librerias y
son
desnaturalizadas
con NaOH. Se
establece la
concentracion final
del poolde la
libreria y se carga
en el cartucho de
secuenciacion de
MiSeq lllumina, la
corrida tiene una
duracion de 65
horas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Tapia%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28680065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28680065

8 Consideraciones éticas

El protocolo fue sometido a los comités de ética e investigacion del INCMNSZ se aprobé en
marzo del 2014 con el nimero de REF 1165.

8.1 Carta de consentimiento

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO.
ESTUDIO DEL EFECTO DEL CONSUMO DE UN PORTAFOLIO DIETARIO (SOYA, NOPAL, CHIA E
INULINA) EN PARAMETROS BIOQUIMICOS EN PACIENTES CON DIABETES TIPO 2.

1 DE DICIEMBRE DEL 2013, PRIMERA VERSION

Investigador principal: Dra. Nimbe Torres y Torres

Av. Vasco de Quiroga No. 15 Col. Seccién XVI, Tlalpan C.P.14000, México D.F; Tel:
54870900 ext. 2801 y 2802

Investigadores participantes: Dra. Martha Guevara, Dr. Armando Tovar, M en C. Isabel de
Jesus Medina Vera.

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: 1/Diciembre/2013

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al
investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud, la Declaracion de
Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.
Para decidir si participa 0 no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente
acerca de los riesgos y beneficios que esto implica, con el fin de tomar una decisién
informada. Este documento le dard informacion detallada acerca del estudio de
investigacion, la cual podr4 comentar con su médico tratante o con algun miembro del
equipo de investigadores. Al terminar de leer este documento se le pedira que forme parte
del proyecto y de ser asi, bajo ninguna presion o intimidacién, se le invitara a firmar este
consentimiento informado.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado Sr. (a)

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion le invita a participar en este estudio
de investigacién que tiene como objetivo: comparar el efecto de un portafolio dietario junto
con un plan de alimentacién en individuos con diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2, sobre
el control de parametros clinicos, antropométricos y bioquimicos.

La duracion del estudio es de 3 meses y 15 dias, con un ndmero aproximado de
participantes de 150 pacientes divido en dos grupos, 75 participantes que consumiran el
portafolio dietario y 75 participantes que no lo consumiran.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El tratamiento que sera evaluado es un portafolio dietario, el cual es un polvo para preparar
bebida disuelta en agua, este polvo esta compuesto por nopal, semilla de chia, inulina y
proteina de soya. Serd comparado contra un producto placebo compuesto de caseinato de
calcio y maltodextrinas. Su probabilidad para ser asignado a uno de los grupos antes
mencionado es de un 50%.
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El estudio consistird en una examinacién previa (pre-visita) y cinco visitas durante el
periodo de seguimiento y una sexta visita de entrega de resultados.

Visita previa: PRE-INGRESO (Duracion de 60 min aproximadamente)

Debe de asistir a la unidad de paciente ambulatorio (UPA) en el sexto piso (Investigacion clinica) en
ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas) sin consumir café ni bebidas alcohdlicas 24 horas
previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la habitual, con excepcion del ejercicio fisico
gue convendra no realizarlo, ni el dia previo ni el dia del estudio; le tomaran 10 ml de sangre total
para la determinacion de parametros bioguimicos (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL,
TG, glucosa, hemoglobina glucosilada , albumina y creatinina) y se le pedira una muestra de orina
de cualquier hora del dia, para determinar su funcionamiento renal para descartar dafio renal (calculo
del cociente albumina/creatinina, y estimacion de la tasa de filtracion glomerular). Ademas, le
preguntarén informacion sobre su alimentacion, actividad fisica, y funcion intestinal; y le realizaran
medidas antropométricas como: medicion de peso, talla, masa grasa y masa magra a través de
colocarlo en una béscula tipo Tanita, también se medira circunferencia de cintura, cadera y presion
arterial. La presion arterial se medira con un baumanometro digital mientras usted estara sentado con
el brazo derecho descubierto. (La medicidn se realizara durante 6 veces, en intervalos de 3 minutos).

Visita Uno (Duracion 150min aprox.): INICIO

Debe de asistir a la Unidad de paciente ambulatorio (UPA), sexto piso en investigacion
clinica en ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas) sin consumir café ni consumir
bebidas alcohdlicas 24 horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la
habitual. Se le tomardn 14 ml de sangre total para la determinacion de diferentes
pardmetros bioquimicos (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, TG, insulina,
especies reactivas de oxigeno y dafio oxidante, Hemoglobina glucosilada) y pardmetros de
inflamacién (TNF alfa y IL-6) y se medira la expresién de diferentes genes (TLR-4 y SOCS-
3) en células de la sangre (leucocitos). Se le realizara una curva de tolerancia oral a la
glucosa con una duracién de 2 horas en las cuales permanecera sentado, se puncionara
su vena en el brazo para colocar un catéter de venoclisis periférico de 0.9 mm de diametro
y longitud de 2.5 cm conectado a un adaptador, se tomara muestras a través del adaptador
del catéter, cada muestra tendra un volumen de 3ml de sangre total para obtencion de
glucosa e insulina en el minuto 0, 15,30, 45, 60, 90 y 120 minutos de la prueba. Después
del minuto 0 se le solicitara que tome un liquido que contiene glucosa (75 gramos). Ademas,
le preguntaran informacion sobre su alimentacién, actividad fisica, y le realizaran medidas
antropomeétricas como: medicién de peso, talla, masa grasa y masa magra colocandome
en una bascula tipo Tanita, también se medira circunferencia de cintura y cadera.

La presion arterial se medira con un baumandmetro digital mientras usted estard sentado
con el brazo derecho descubierto. (La medicidn se realizara durante 6 veces, en intervalos
de 3 minutos). Se le entregard 1 envase para recoleccion de muestra de heces; recolectara
5 gramos de heces. Este tubo lo tiene que entregar lo mas pronto posible en una hielera
gue se le proporcionara en la visita anterior a no mas tardar 24 horas después de haberle
entregado el tubo de recoleccidn.

También, se le entregardn diferentes menus bajos en grasas saturadas y en colesterol
(recomendados a pacientes con diabetes mellitus tipo 2) para 2 semanas y aprendera a
llenar una bitacora de alimentacion.

Visita Dos (Duracién 45min aprox.): INICIO DEL PORTAFOLIO DIETARIO

Debe asistir a la unidad de paciente ambulatorio (UPA), sexto piso en investigacion
Nutricién en ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas), sin consumir bebidas
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alcohdlicas 24 horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la habitual y sin
consumir café. Le tomaran 5 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, TG, glucosa e insulina. Debe llevar la bitacora de
alimentacién completa, le preguntaran informacion sobre su alimentacion, y se le realizaran
medidas antropométricas mencionadas anteriormente y determinaciéon de presién arterial.
Le entregaran diferentes menus bajos en grasas saturadas y en colesterol. Dependiendo
del grupo de estudio al que ha sido asignado al azar, le daran 60 sobres del portafolio
dietario (nopal, chia, soya, e inulina) o placebo que contienen polvo que se disolveran en
250 ml de agua, de los cuales debe consumir 2 sobres por dia (15 minutos antes del
desayuno y 15 minutos antes de la comida).

Visita Tres (Duracion 45min aprox): UN MES CON PORTAFOLIO DIETARIO

Debe asistir a la unidad de paciente ambulatorio (UPA), sexto piso en investigacion en
ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas solo agua), sin consumir bebidas
alcohdlicas 24 horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la habitual y sin
consumir café. Me tomaran 5 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, TG, glucosa e insulina. Debo llevar la bitacora de
alimentacién completa, me preguntaran informacion de mi alimentacion y actividad fisica, y
se realizardn medidas antropométricas mencionadas anteriormente. Me entregaran
diferentes menus bajos en grasas saturadas y en colesterol. Dependiendo del grupo de
estudio al que ha sido asignado al azar, me daran 60 sobres del portafolio dietario (nopal,
chia, soya, e inulina) o placebo que contienen polvo que se disolveran en 250ml de agua,
de los cuales debo consumir 2 sobres por dia (15 minutos antes del desayuno y
comida).Debe entregar los sobres vacios que me entregaron el mes previo.

Visita Cuatro: (Duracién 45min aprox): DOS MESES CON PORTAFOLIO DIETARIO
Debo asistir a la unidad de paciente ambulatorio (UPA), sexto piso en investigacion en
ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas), sin consumir bebidas alcohdlicas 24
horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la habitual y sin consumir café.
Le tomaran 5 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, TG, glucosa e insulina. Debe llevar la bitacora de alimentacion completa, le
preguntaran informacién de su alimentacién y actividad fisica, y se le realizardn medidas
antropomeétricas mencionadas anteriormente. Le entregaran diferentes menus bajos en
grasas saturadas y en colesterol. Dependiendo del grupo de estudio al que ha sido asignado
al azar, le daran 60 sobres del portafolio dietario (nopal, chia, soya, e inulina) o placebo que
contienen polvo que se disolveran en 250ml de agua, de los cuales debe consumir 2 sobres
por dia (15 minutos antes del desayuno y comida).

Debe entregar los sobres vacios que le entregaron el mes previo.

Visita Cinco (Duracion 150 min aprox): TRES MESES CON PORTAFOLIO DIETARIO.

Debe de asistir a la Unidad de paciente ambulatorio (UPA), sexto piso en investigacion
clinica en ayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas) sin consumir café ni consumir
bebidas alcohdlicas 24 horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la
habitual. Le tomaran 14 ml de sangre total para la determinacion de diferentes parametros
bioquimicos (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, TG, insulina, especies
reactivas de oxigeno y dafio oxidante, Hemoglobina glucosilada, y parametros de
inflamacion (TNF alfa, IL-6) y expresion de TLR-4 y SOCS-3. Se le realizara una curva de
tolerancia oral a la glucosa con una duracién de 2 horas en las cuales permanecera
sentado, se puncionara su vena del brazo para colocar un catéter de venoclisis periférico
de 0.9 mm de didmetro y longitud de 2.5 cm conectado a un adaptador, se tomara muestras
a través del adaptador del catéter, cada muestra tendra un volumen de 3ml de sangre total
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para obtencion de glucosa e insulina en el minuto 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos de la
prueba. Después del minuto O se le solicitara que tome un liquido que contiene glucosa (75
gramos). Ademas, le preguntaran informacion sobre su alimentacion, actividad fisica, y le
realizaran medidas antropométricas como: medicion de peso, talla, masa grasa y masa
magra colocandole en una béscula tipo Tanita, también se medira circunferencia de cintura
y cadera.

La presion arterial se medira con un baumanémetro digital mientras usted estard sentado
con el brazo derecho descubierto. (La medicion se realizara durante 6 veces, en intervalos
de 3 minutos).

Se le entregara 1 envase para recoleccion de muestra de heces; recolectard 5 gramos
heces aproximadamente. Este tubo lo tiene que entregar lo mas pronto posible en una
hielera que se le proporcionara en su visita anterior, a no mas tardar 24 horas después de
haberle entregado el tubo de recoleccion.

También, se le entregaran diferentes menuds bajos en grasas saturadas y en colesterol
(recomendados a pacientes con diabetes mellitus tipo 2) para 2 semanas y aprendera a
llenar una bitacora de alimentacion.

Debe entregar los sobres vacios que le dieron un mes previo.

Visita seis (Duracién 40 min aprox): ENTREGA DE RESULTADOS

Debe asistir al auditorio de fisiologia de la nutricion en segundo piso del edificio de direccion
de nutricion a una platica donde se le explicara sus resultados y se le entregaran por escrito,
se le dara un plan de alimentacién utilizando equivalentes y se le ensefiara a realizar el
portafolio dietario en su domicilio con nopal, chia, avena e inulina.

RESPONSABILIDADES

Debe reportar cambios de su direccion o del estado de salud.

Debe mantener apego al tratamiento dietario, entregar los sobres vacios correspondientes,
asi como dar informacion veridica al personal durante la realizacion de los distintos
cuestionarios. Cumplir con las citas programadas, horarios y apego a las indicaciones
dadas por los investigadores. De igual manera reportar cualquier sintoma que aparezca
durante la realizacion del estudio, como diarrea, distension abdominal, vomito u otra
sintomatologia que aparezca, reportar cambios en el tratamiento como ingesta de algin
medicamento o suplemento durante el estudio o cualquier otra accion que modifique los
resultados del estudio

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
sefala que la obtencion de muestras biologicas representa un riesgo minimo dentro
de la investigacion. Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad
de sangrado ligero o moretdén en el sitio de la puncién, mareo o sensacion de
desmayo. El personal que extraera la muestra sanguinea esta capacitado para ello,
lo que minimizara los riesgos de complicaciones. Por otro lado, la ingesta de la
bebida puede producir distensiéon abdominal, flatulencia o diarrea. Esto sintomas
pueden desaparecer con el consumo regular del producto. Aunque las
hipoglucemias en pacientes con DM2 no son muy frecuentes; la correccion del plan
de alimentacion podria llegar a causar hipoglucemias, por lo que se le explicara a
usted los sintomas y la manera de corregir estas cifras.

60



PRIVACIDAD

Los datos acerca de su identidad y su informaciéon médica no seran revelados en ningln
momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccién de datos clinicos usted no
enfrenta riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual sera
protegida mediante la codificacion de sus muestras y de su informacion

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarse directamente. Por otra parte, la busqueda
de tratamiento con un portafolio dietario para pacientes con sindrome metabdlico podria
permitir desarrollar nuevos blancos terapéuticos y con esto hacer un tratamiento mas
personalizado de esta enfermedad. Ademas, gracias a su participacion, su comunidad se
puede beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender este problema
médico.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrard ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le har4 pago alguno. El
Departamento de Fisiologia de la Nutricion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién absorbera los gastos de los procedimientos y exdmenes de laboratorio descritos
en el protocolo, asi como los costos de la consulta de nutricion, por lo tanto, usted no tendra
gue pagar nada de lo indicado en este proyecto de investigacion.

COMPENSACION

Si sufre lesiones como resultado de su participacion en este estudio, nosotros le
proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, en caso de ameritarlo, al
especialista médico que requiera. No contamos con presupuesto para financiar
compensaciones por lesiones. El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion,
Salvador Zubiran no brinda ningun tipo de compensacién adicional para cubrir dafios.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacion es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el estudio.
Si usted es un sujeto con sindrome metabdlico, usted requiere de tratamiento. Y si usted es
un sujeto sano, no requiere estudios 0 acciones terapéuticas adicionales

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Los materiales seran propiedad del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ). Si un producto comercial es desarrollado como resultado del
estudio, tal insumo sera propiedad del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion,
Salvador Zubiran (INCMNSZ) o quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibira un
beneficio financiero.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del
estudio en el Dpto. Fisiologia de la Nutricion, con la Nimbe Torres y Torres, la Dra. Martha
Guevara-Cruz y la M.C Isabel Medina Vera (tel. 54870900 ext. 2802/2801). La investigacion
es un proceso largo y complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar
varios afios.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su relacion
con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubirdn (INCMNSZ) o
su derecho para recibir atencién médica o cualquier servicio al que tenga derecho. Si decide
participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en
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cualquier momento sin perjudicar su atencién en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion, Salvador Zubirdan (INCMNSZ).Se le informara a tiempo si se obtiene nueva
informacion que pueda afectar su decision para continuar en el estudio.

El investigador puede excluirlo del estudio si usted no tiene el apego suficiente al
tratamiento.

Si usted es retirado del estudio, se le pedira que traiga todos los sobres vacios o llenos del
portafolio y el podémetro prestado de vuelta al departamento de Fisiologia de la Nutricién
del INCMNSZ. Asi mismo también podra ser retirado del estudio en caso de que su médico
tratante lo considere necesario para su beneficio.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION.

Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios. Las muestras biol6gicas obtenidas
seran codificadas con un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacion.
Por disposicién legal las muestras biolégicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como
residuos peligrosos biolégico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la
investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras biologicas,
asi como su informacién médica y/o genética puedan ser usadas para otros proyectos de
investigacién analogos o relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser usados
para estudios de investigacién que no estén relacionados con condiciones distintas a las
estudiadas en este proyecto. Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores
hasta por 5 afios. Los cédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los
investigadores titulares, quienes estan obligados, por ley, a no divulgar su identidad. Estos
cbdigos seran guardados en un archivero con llave y solo tendran acceso los
investigadores. Existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de
su participacién en el estudio. Su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley. El
cédigo es un numero de identificacion que no incluye datos personales. Ninguna
informacién sobre su persona serd compartida con otros sin su autorizacién, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una
lesion y requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacion de los participantes.
Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccién de su material
bioldgico y de su informacién. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran
acceso a los datos que tienen su nombre.

La Comision de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
aprobd la realizacion de este estudio. Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa
los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos
informacion que consideremos importante para su salud, consultaremos con dicha
Comision de ética que supervisa el estudio para decidir la mejor forma de darle esta
informacién a usted y a su médico. Ademas, le solicitamos que nos autorice re contactarlo,
en caso de ser necesario, para solicitarle informacion que podria ser relevante para el
desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacioén personal seran
eliminados antes de usar los datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el
estudio.
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IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, o si tiene preguntas sobre el
estudio por favor péngase en contacto con la Dra. Nimbe Torres y Torres, la Dra. Martha
Guevara-Cruz o M.C Isabel Medina Vera, en el INCMNSZ (teléfono: 54870900 ext. 2802/01)
o al celular 55 13 63 27 05.

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede
hablar con el coordinador del Comité de Eticas en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Carlos
A. Aguilar Salinas. Teléfono: 54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO:

He leido cuidadosamente este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas
pertinentes y todas me han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en
el estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido
explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas (sangre y heces)
para ser utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacién médica y biol6gica podra ser
utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto
requiere colectar informacion adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.
Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas

Si
(marque
por
favor)
a. ¢Ha leido y entendido la forma de consentimiento informado, en su 0O
lenguaje materno?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este [
estudio?

c. ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas?

d. ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenido el
tiempo suficiente para tomar la decision?

e. ¢Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decisién y sin que esto afecte su atencién
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma tenga
derecho?

f. ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun 0O
desconocidos, de participar en este estudio?

g. ¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo al participaren O
este estudio?

h. ¢Ha discutido usted otras opciones de tratamiento con el médico O
participante en el estudio y entiende usted que otras opciones de
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Si
(marque
por
favor)

tratamiento estan a su disposicién?

[ ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos legales O
a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un estudio de
investigacion?

J- ¢ Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del O
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que Usted no cumplié
con los requerimientos del estudio o si el médico participante en el
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés?

k.  ¢Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta 0O
Forma de Consentimiento, para sus registros personales?

Declaracién del paciente:

Yo, declaro
gue es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado
gue puedo negarme a participar o terminar mi participacién en cualquier momento del
estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi
participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) y no sufriré
perjuicio en mi atencién médica o en futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar
informacion adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi
participacion en el estudio. Puedo obtener los resultados de mis examenes clinicos si los
solicito. Si tengo preguntas sobre el estudio, puede ponerme en contacto en cualquier
momento con la Dra. Nimbe Torres y Torres, Dra. Martha Guevara o la M.C Isabel Medina
en el INCMNSZ en el teléfono 54870900 ext. 2802/01. Si tengo preguntas acerca de mis
derechos como participante en el estudio, puedo hablar con el coordinador del Comité de
Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Carlos A. Aguilar Salinas. Teléfono: 54870900 ext.
6101). Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por
ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la ciudad
donde resido, tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda la informacion que
me han dado sobre mi participacién en el estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo
y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi satisfaccion. He
entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
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Coloque su huella digital si no sabe escribir

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

gue explicé el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Relacién con el participante:

Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

Direccion:

Relacién que guarda con el participante:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 10 paginas).
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8.2 Hoja de Informa al paciente.
HOJA DE INFORME AL PACIENTE

“Efecto del consumo de un portafolio dietario (Soya, Nopal, chia e inulina) en
parametros bioquimicos en pacientes con diabetes tipo 2”

Investigadores: Dra. Nimbe Torres y Torres, Dra. Martha Guevara-Cruz, Dr. Armando Tovar,
M en .C Isabel de Jesus Medina Vera.

*Departamento de Fisiologia de la Nutricion; Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran. Tel:
54870900 ext. 2802

Esta es una forma importante. Por favor léala cuidadosamente. Le dice todo lo que usted
necesita saber acerca de este estudio de investigacion. Si usted esta de acuerdo en participar
en este estudio, usted debe firmar la forma adjunta. Su firma significa que usted ha sido
informado de todas las caracteristicas del estudio, sus riesgos y que usted desea participar en
el estudio.

¢Por qué se esta realizando esta investigacion?

Para comparar el efecto de un portafolio dietario junto con un plan de alimentacion en individuos
con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, sobre el control de pardmetros clinicos (presion arterial),
antropométricos (peso, circunferencia de cintura, porcentaje de grasa corporal y de masa muscular)
y bioquimicos (concentraciones en suero de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, TG,
glucosa, insulina y el promedio de las glucosas 2 meses atrds conocida como hemoglobina
glucosilada).

¢ Cuantas personas participaran?

Participaran 150 personas, las cuales se dividiran en dos grupos, 75 participantes que
consumiran el portafolio dietario y 75 participantes que no lo consumiran. El portafolio
dietario es un polvo para preparar bebida disuelta en agua, este polvo esta compuesto por
nopal, semilla de chia, inulina y proteina de soya. Serd comparado contra un producto
placebo compuesto de caseinato de calcio y maltodextrinas. Su probabilidad para ser
asignado a uno de los grupos antes mencionado es de un 50%.

¢ Qué involucrara mi participacioén?

Antes de se inicien los exdmenes y pruebas del estudio, usted recibird una explicacién de la
investigacion y usted tendra la oportunidad de realizar preguntas acerca del estudio. Si usted esté de
acuerdo en participar, se le pedira que firme un documento.

Usted ha sido invitado a participar en el estudio debido a que cumple los criterios de inclusion de
este estudio. Su participacion en el estudio consiste en acudir a una visita pre-ingreso y seis visitas
de seguimiento al Instituto y cumplir con el plan de alimentacion designado.El tratamiento que sera
evaluado es una bebida denominada portafolio dietario compuesto por nopal deshidratado, semilla
de chia, inulina y proteina de soya y sera comparada contra otra bebida denominada placebo
compuesta de caseinato de calcio y maltodextrinas. Su probabilidad para ser asignado a uno de los
grupos antes mencionado es de un 50%.
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Su participacion en el estudio consiste en: una visita pre-ingreso y 5 visitas (visita uno, dos, tres,
cuatro, cinco y seis)

En las visitas: pre-ingreso, uno, dos, tres, cuatro y cinco:

1. Debe de asistir a la unidad de paciente ambulatorio (UPA) en sexto piso (Investigacion clinica)
enayuno de 12 horas (sin ingerir alimento y bebidas solo agua) sin consumir café ni consumir bebidas
alcoholicas 24 horas previas a esta visita, la actividad fisica a realizar sera la habitual, con excepcion
del ejercicio fisico que convendra no realizarlo, ni el dia previo ni el dia del estudio.

2. Se le preguntaran informacidn sobre su alimentacion, su actividad fisica, y su funcion intestinal y
le realizardn medidas antropométricas como: medicién de peso, talla, medicidn de masa grasa y masa
magra a través de colocarlo en una bascula tipo Tanita, también se medira circunferencia de cintura
y cadera, y la presion arterial.

En la visita seis (entrega de resultados) no es necesario venir en ayuno, debe asistir al edificio de la
direccidn de nutricion, al auditorio de fisiologia de la nutricion en el segundo piso; en donde se dara
un platica para explicar sus resultados.

En la visita pre-ingreso

1. Tendré una duracion de 60 minutos aproximadamente,

2. Le tomaran 5 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, TG, glucosa, insulina, hemoglobina glucosilada, albumina y creatinina.

En la visita uno y cinco

1. Tendr& una duracién de 150 minutos aproximadamente.

2. Se le tomara 14 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, TG, insulina, hemoglobina glucosilada, actividad antioxidante y dafio oxidante.

3. Se le realizard una curva de tolerancia oral a la glucosa con una duracién de 2 horas en las cuales
permanecerd sentado, se puncionard su vena de su brazo para colocar un catéter de venoclisis
periférico de 0.9 mm de didmetro y longitud de 2.5 cm conectado a un adaptador, se tomara muestras
a través del adaptador del catéter, cada muestra tendra un volumen de 3ml de sangre total para
obtencién de glucosa e insulina en el minuto 0, 15,30, 45, 60, 90 y 120 minutos de la prueba. Después
del minuto O se le solicitara que tome un liquido que contiene glucosa (75 gramos).

4. Se le entregaran una hielera (caja térmica de unicel) con 1 envase para recoleccion de muestra de
heces; recolectare una cantidad de materia fecal aproximadamente de 5 gramos. Los tubos los tendra
que entregar lo méas pronto posible en la hielera con hielos a no méas tardar 24 horas después de
haberle entregado el tubo de recoleccion.

En la visita dos, tres y cuatro.

1. Tendra una duracion aproximada de 45 minutos

2. Se le tomardn 5 ml de sangre total para la determinacion de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, TG, glucosa e insulina.

3. Debe llevar un diario de alimentacion completo.

4. Dependiendo del grupo de tratamiento al que ha sido asignado al azar, le dardn 60 sobres que
contiene polvo que se disolvera en agua, de los cuales debe consumir 2 sobres por dia (15 minutos
antes del desayuno y comida).

A partir de la visita 1 a 4 se le entregaran diferentes menis bajos en grasas saturadas y en colesterol

(recomendados a pacientes con diabetes tipo 2) para 2 semanas y aprenderé a llenar una bitacora de
alimentacion.
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¢Existe alguna razén por la que pudiese dejar el estudio anticipadamente?
Es su decision tomar parte en este estudio de investigacion. Usted puede decidir parar en cualquier
momento.

¢ Tengo que pagar por los examenes, pruebas o procedimientos?
Usted no tiene que pagar por los examenes, pruebas o procedimientos que se realicen solamente para
este estudio.

¢ Cuales son mis derechos si participo en este estudio?

El participar en este estudio no le quita ninguno de sus derechos o beneficios a los cuales usted puede
tener derecho si no participa en el estudio. El participar en este estudio no le proporciona privilegios
especiales. Usted no sera penalizado a ninguna manera si usted decide no participar o retirarse
después de iniciar el estudio. Especificamente, usted no tiene que estar en el estudio para recibir o
continuar recibiendo la asistencia del Instituto.

Se le informara sobre cualquier descubrimiento nuevo o cambio de los procedimientos del estudio
que pudiese afectar su deseo de continuar en el estudio.

¢ Quién puede responder a mis preguntas?

Cualquier duda o inconformidad con el proyecto de investigacion puede contestarlas o manifestarlas
con el Dr. Nimbe Torres y Torres, al teléfono 54870900 extensién 2802.

Usted puede tener mas informacién acerca de las politicas, el funcionamiento de este estudio o los
derechos de los participantes en la investigacion con cualquiera de los investigadores que estan
involucrados.

Su privacidad es importante para nosotros y queremos protegerla tanto como sea posible. Al firmar
esta forma, usted estd autorizada al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion y a los
investigadores a usar y publicar cualquier informacion creada o recolectada durante su participacion
en este estudio.

Esta informacidn sera proporcionada del monitoreo adecuado de este estudio, verificando la exactitud

de los datos del estudio, analizando los datos del estudio y otros propésitos necesarios para el
funcionamiento y reporte adecuado de este estudio.
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9 Andlisis estadistico.

La distribucion de las variables fue evaluada usando la prueba de Z de
Kolmogorov-Smirnov, tomandose como una distribucion normal cuando el valor de
p fue >0.05, tomando en cuenta la hipétesis nula de que el conjunto de datos sigue
una distribucion normal. Las variables continuas con distribucién paramétrica se
expresaron en promedios y en desviacion estandar y con distribucion no
paramétrica como medianas y rango intercuartilar, las variables dicotdmicas como
frecuencias y porcentajes. Para determinar las diferencias entre las carcateristicas
basales de los grupos sanos vs DT2 y las caracterisitcas basales de los
participantes con DT2 (DP vs P) que se enrolaron en el ensayo clinico se analiz6
mediante el estadistico t de muestras independientes y las proporciones por chi?,
La comparacién del ABC de insulina y glucosa entre los grupos sanos, DT2 con
menos de 2 afios de diagnostico y DT2 con mas de 2 afios de diagnostico se analizé
mediante ANOVA de una via. Para comparar los porcentajes de cambio con
respecto al basal de los parametros bioquimicos que fueron comparados entre los
grupos de PD y P se analizé mediante el estadistico t de student para muestras
independientes. La asociacion entre las variables de glucosa sérica con AGL,

TMAO con ABC glucosa y HDL-c se analiz6 mediante la correlacién de Pearson.

El consumo de kilocalorias asi como los macronutrimentos a traves del estudio fue
analizado mediante ANOVA de medidas repetidas, y las actividad fisica medida en
METs que se compar6 antes y después de la intervencion de analiz6 por el
estadistico de Wilcoxon. Las proporciones de participantes que tuvieron actividad
leve, moderada e intensa se analizé con el estadistico chi?.

El valor significativo de p se establecié en < 0.05 de dos colas. Los datos fueron

analizados por el programa SPSS (version 21.00 SPSS Inc. Chicago. IL).

Analisis de la Microbiota intestinal
Para el analisis de la composicion taxondmica, se utlizaron secuencias de
comandos Custom C # y python, asi como secuencias de comandos Python en

Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME), canal de software 1.9 para
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procesar los archivos de secuencia. Las salidas de secuencia se filtraron para las
secuencias de baja calidad (definidas como cualquier secuencia que sea <200 pb o
> 620 pb, secuencias con discrepancias de nucledétidos con el cédigo de barras o el
cebador, secuencias con un puntaje de calidad promedio de <25 y secuencias con

bases ambiguas > 0).

Las secuencias se analizaron con quimeras con Gold.fa y las secuencias quimeéricas
se filtraron. El andlisis comenzé agrupando secuencias dentro de un porcentaje de
similitud de unidades taxonomicas operativas (OTU). El 91% de las secuencias
paso el filtro, lo que dio como resultado 398.789 secuencias/muestra con un umbral
de similitud del 97%. La seleccion de OTU se realizé utilizando el conjunto de
herramientas QIIME-tools, por el método Usearch. Las secuencias representativas

se alinearon usando algoritmos PyNAST.

Los OTU se cotejaron de la base GreenGenes 13.9 (GG v13.9) con una similitud
del 97%. Después de la salida resultante, los archivos se fusionaron en una tabla
general y se asigné la taxonomia segun la de referencia GG v13.9. Por lo tanto,
99.73%, 99.34%, 99.33%, 93.61%, 75.15% y 32.65% de las lecturas fueron
asignados a nivel de phyla, clase, orden, familia, género y especie, respectivamente.
Se calculé la alfa diversidad por medio del indice Shannon, y se estimo la diversidad
dentro de la muestra a una profundidad de enrarecimiento de >10,557 lecturas por
muestra. Se usaron distancias UniFrac no ponderadas para realizar el analisis de
coordenadas principales (PCoA), para un muestreo uniforme, se utilizé una

profundidad de 10,557 secuencias/muestra. PCoAs se produjeron usando Emperor.

La diversidad de la comunidad se determiné por el nimero de OTU y la beta
diversidad se midié por matrices de distancias ponderadas y no ponderadas UniFrac
en QIIME. Se realizé un analisis estadistico llamado ANOSIM (ANalysis Of
SIMilarities), para determinar la agrupacién estadisticamente significativa de los
grupos en funcion de las distancias de la estructura de la microbiota. Para

determinar los taxones que fueron significativamente diferente entre los sujetos con

70



DT2 y los sanos, se realizé un analisis discriminante lineal del tamafio del efecto
(LDA-LEfSe) a través del software Galaxy/Hutlab®!. LDA-LEfse es un andlisis que
determina las caracteristicas mas probables para explicar las diferencias entre
grupos, en este caso se utilizé la abundancia relativa de las especies. El andlisis de
LDA-LEfse utilizo6 un analisis factorial entre clases (Kruskall-Wallis), las gréaficas
representan el tamafio del efecto (LDA) para una especie en particular en cada uno
de los grupos, y la longitud de la barra representa el score de LDA con
transformacion log 10. El umbral del analisis discriminante lineal se establecié en 3.
Se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) de parametros bioquimicos
y abundancia relativa de especies de la Microbiota intestinal en los sujetos con DT2
de manera basal para resumir el conjunto de datos y estudiar las relaciones entre

estas variables.
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10.- Resultados

Se realizaron diferentes mediciones de parametros bioquimicos como de
metabolitos y de composicion de la microbiota intestinal antes y después de la
intervencién, pero no contdbamos con un grupo de referencia para algunos de estos
pardmetros. Por lo tanto, para tener una referencia, consideramos importante tener
un grupo de sujetos sanos. Para ello se reclutaron 30 sujetos sanos con un
promedio de edad 20-40 afios y un IMC normal (18.5-24.9 kg/m?), sin alteraciones

metabdlicas.

10.1 Caracteristicas basales del grupo de sanos vs grupo con DT2

Estos 30 sujetos seleccionados se compararon con los 81 sujetos con DT2 que
cumplieron los criterios de seleccién para participar en el ECA. El grupo de sanos
mostré un menor IMC, porcentaje de grasa corporal, y como era de esperarse los
pardmetros bioquimicos como lipidos, glucosa, insulina estuvieron por debajo de las

cifras del grupo de DT2 a excepcion del colesterol HDL. Tabla 11

Tabla 11. Caracteristicas basales sanos vs DT2

Caracteristicas basales de los participantes del grupo sano vs DT2

Sanos DT2

n=30 n=81 P

Genero 0.788*
Mujeres (%) 52.6 56.2

Hombres (%) 47.4 43.8

Edad, afios 30+10 495+9 <0.0001
Duracion de la diabetes, afios - 3.7+34

Peso corporal, kg 60+8 81+13 <0.0001
IMC, kg/m? 22+1.7 31+6 <0.0001
Circunferencia de cintura, cm 77.3+5.1 98.5+ 9.6 <0.0001
Grasa corporal, % 279 41+8 <0.0001
Masa libre de grasa, % 72.6 £9.2 48.4+ 8.9 <0.0001
Area visceral, cm? 64 + 18 127 + 24 <0.0001
Presion arterial sistélica, mmHg 98+ 11 119+ 13 <0.0001
Presion arterial diastolica, mmHg 64+ 6 80+ 10 <0.0001
HbAlc, % 5.1+0.15 71+1.2 <0.0001



Glucosa, mg/dL 86+ 11 146 £ 51 <0.0001

Colesterol total, mg/dL 175 + 30 201 +51 0.046

c-LDL, mg/dL 93+ 22 123 +43 0.006

c-HDL, mg/dL 60 + 18 38+9.7 <0.0001
Triglicéridos, mg/dL 95 + 37 194 + 104 <0.0001
Insulina, pUIML 49124 9.2+6.3 <0.0001
indice HOMA-IR 1.1+0.5 34x21 <0.0001
LPS, ng/mL 38,5154 1075 + 627 <0.0001
AGL, nM 0.105+0.12 0.56 £ 0.22 <0.0001

Los datos son expresados como promedio y desviacion estandar, y *porcentaje. IMC: indice de masa
corporal, LPS: Lipopolisacarido, AGL: 4cidos grasos libres.

De manera interesante los resultados mostraron que los sujetos con DT2 tuvieron
una elevada area bajo la curva (ABC) de glucosa después de una CTOG en
comparacion de los sujetos sanos, ademas el ABC de glucosa dependio de los afios
de evolucién de la enfermedad, cuantos mas afios de evoluciéon de T2D, mayor es
el area bajo la curva (p <0.0001). Por el contrario, los niveles circulantes de insulina
disminuyeron con la evolucion de la enfermedad como se observé con el ABC de
insulina (p = 0.001), (Figura 11A). Como se esperaba, los sujetos con DT2 tenian
niveles significativamente mas altos del péptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP) y de AGL en comparacion con los sujetos sanos (Figura 11 B, C). De
hecho, hubo una correlacion significativa entre el AGL en plasma y la glucosa sérica,
lo que indica un aumento de la lipélisis del tejido adiposo en sujetos con T2D (Figura
11D).

También pudimos observar que los sujetos con DT2 mostraron concentraciones de
HDL 33% méas bajo que los sujetos sanos, mientras que el HOMA-IR fue 2.8 veces
mayor que los sujetos sanos (Figura 11E). Por otro lado, pudimos también observar
que los sujetos con DT2 aumentaron en aproximadamente 54 veces los niveles
circulantes de lipopolisacéarido (LPS) en comparacion con los sujetos sanos (Figura
11D), lo que indica una inflamacion crénica de bajo grado que se ha definido como
endotoxemia metabodlica causada por una posible disbiosis en la microbiota

intestinal.
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Figura 11. Comparacién de caracteristicas basales sanos vs DT2
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10.2 Composicién de la microbiota intestinal de sanos vs DT2

Como bien se mencion6 anteriormente los niveles circulantes de LPS en plasma
sugieren una posible endotoxemia metabolica posiblemente causada por una
disbiosis en la microbiota intestinal. Para examinar esta posibilidad se realizaron
analisis de la composicion de la microbiota intestinal basales tanto del grupo de
sanos como del grupo de DT2. El andlisis de coordenadas principales (PCoA) revelo
gue la microbiota intestinal de sujetos con DT2 fue diferente de la de sujetos sanos
(ANOSIM R=0.6065, p = 0.001 a 999 permutaciones; Figura 12A) donde se puede
observar que la abundancia de las tres principales filas fueron Bacteroidetes,
Firmicutes y Proteobacterias representa aproximadamente el 93.8% de las
secuencias, los sujetos con DT2 mostraron un aumento de aproximadamente 10.4%
en la abundancia relativa de Firmicutes con respecto a los sujetos sanos (Figura
12B).

A nivel de especie, el analisis revel6 una marcada diferencia en la microbiota
intestinal entre sujetos con DT2 en comparaciéon con sujetos sanos (Figura 12C),
en el andlisis del tamafio del efecto de analisis discriminante lineal (LEfSe) indic6
una clara diferencia en la microbiota intestinal entre los grupos con niveles elevados
de Prevotella copri, Bacteroides plebeius, Bacteroides eggerthii, en el grupo de DT2,
y Bacteroides fragilis, Akkermansia muciniphila, Bacteroides uniformis en el grupo

de sanos, (Figura 12D).

Existe evidencia de que la microbiota intestinal esta modificada por los
hipoglucemiantes orales®?, en el presente estudio los sujetos con DT2 estaban
tratados con diferentes tipos de hipoglucemiantes orales, metformina o metformina
+ glibenclamida. De manera interesante la microbiota intestinal mostré algunas
diferencias entre los grupos a nivel de especie (Figura 12F), en particular, el mapa
de calor revel6 que los sujetos con DT2 tratados con metformina tenian la mayor
abundancia de P. copri seguido del grupo de metformina + glibenclamida, mientras

gue en el grupo de metformina + glibenclamida se observé una mayor abundancia
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de E. coli. Por el contrario, los sujetos sanos mostraron mayor abundancia de F.

prausnitzii y B. fragilis.

Al relacionar la composicion de la microbiota intestinal a nivel de especie (circulos
rosas) y los parametros bioquimicos determinados en plasma (circulos morados)
mediante el andlisis de componentes principales (PC) pudimos observar al graficar
los puntajes de los participantes que se agregaron los sujetos sanos (triangulos
verdes) y por otro lado los sujetos con DT2 (triAngulos rojos); siendo representados
el primer agrupamiento por las especies R. Flavefaciens, A. Muciniphlia, B.
Uniformis, F. Prausnitzii, B. Fragilis y solo como parametro bioquimicos los TG, en
el agrupamiento de sujetos con DT2 las especies que los representaron fueron R.
Faecis, P. Copri, P. Stercorea, B. Plebeius, M. Schaedleri y en los parametros
bioquimicos TMAO, HbAlc, LPS, HOMA, AACR y PCR. Haciéndose notar que el
agrupamiento de esas variables bioquimicas nos estaria hablando en general de RI
y su interaccion con AACR y LPS como marcador de inflamacion. Dentro de este
grupo las variables estrechamente relacionadas fueron HOMA con AACR, HbAlc
con LPS y el TMAO con B. Plebeius. (Figura 13).
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Figura 12. Comparacién de la microbiota intestinal, sanos vs DT2
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Figura 13. Andlisis de componentes principales Sanos vs DT2
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10.3 Concentraciones de TMAO, colinay betaina del grupo sano vs DT2.

Debido a la estrecha relacion entre la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares, el vinculo entre la microbiota intestinal y la formacion de TMAO,
se midio la concentracion de TMAO y sus metabolitos relacionados en sujetos sanos
y con DT2. En este analisis pudimos observar que los sujetos con DT2 tenian una
concentracion de TMAO 48% mayor que los sujetos sanos (Figura 14A). Al
estratificar el analisis por sexo encontramos que los hombres con DT2 mostraron
una concentracion mayor de TMAO en un 47% en comparacion con las mujeres
(Figura 14B). Analizando los metabolitos relacionados con TMAO, observamos que
por el contrario las concentraciones de betaina en sujetos con DT2 fueron
significativamente menor (20%) que en los sujetos sanos y de manera interesante
no encontramos diferencia entre la concentracion de colina éntrelos grupos (Figura
14 C, D). Al analizar asociaciones de parametros bioquimicos con TMAO y sus
metabolitos observamos que hubo una correlacion positiva significativa (r = 0.27, p
= 0.018) entre la concentraciéon de TMAO y ABC de glucosa (Figura 14E), de igual
forma asociamos las concentraciones de TMAO con factores de riesgo vascular, y
encontramos una asociacion inversa entre las concentraciones de TMAO vy las
concentraciones de colesterol HDL (r = -0.26, p = 0.019), es decir, a medida que
encontramos concentraciones altas de TMAO en plasma de igual forma

encontramos concentraciones bajas de colesterol HDL (Figura 14F).
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Figura 14. Concentraciones de TMAO, colina y betaina de sanos vs DT2
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10.4 Aminoécidos totales y aminoacidos de cadena ramificada sanos vs DT2
Los niveles séricos de aminoacidos, principalmente los AACR se han asociado con
Rl y recientemente se ha sugerido que podrian estar involucradas bacterias
especificas en la sintesis de estos aminoacidos®. Por tal motivo, medimos el total
de aminoacidos en sujetos sanos y con DT2. Los aminoacidos seéricos totales en
sujetos con DT2 fueron 1.3 veces mas altos que los sujetos sanos a excepcion de
las concentraciones de la glutamina (Figura 15A). Los AACR en suero (leucina,
valina, isoleucina) fueron los aminoacidos que aumentaron mas en 2.4 veces con
respecto a los sujetos sanos (Figura 15B). Estudios experimentales proporcionan
evidencia de que la estructura y funcién del intestino est4 preservada por la
glutamina® y es capaz de regular la permeabilidad intestinal®®. En el presente
estudio hubo una gran variabilidad en la concentracion sérica de glutamina en
sujetos con DT2, sin embargo, el 32% de los sujetos con DT2 mostraron una
concentracion muy baja de glutamina (24-69 uM), valores muy por debajo de los
valores normales (205 pM) indicando un posible deterioro de la permeabilidad
intestinal. Los sujetos con baja concentracion de glutamina mostraron
concentraciones significativamente mayores de LPS en suero (p = 0.001) que los
sujetos con DT2 con concentracion de glutamina >100 yM, indicativo de alteracion
de la permeabilidad intestinal.

Por otro lado, nuestros datos mostraron que los sujetos con DT2 con una HbAlc
promedio de 7.2 + 1.2 tenian una concentracion sérica de AACR significativamente
mas alta que los sujetos sanos con un promedio de HbAlc de 5.1 + 0.23. La
evidencia reciente en roedores indica que particularmente P. copri se asocio con Rl
e intolerancia a la glucosa y con un aumento de los niveles circulantes de ACRR.
En el presente estudio en sujetos con DT2, observamos que los niveles altos de
ACRR se asociaron con un aumento en la abundancia de P. copri. (Figura 15E).
Ademas, nuestros resultados mostraron que a mayor concentracion sérica de

ACRR, mayor concentracion sérica de LPS (Figura 15F).
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Figura 15. Concentracion de aminoacidos sanos vs DT2
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10.5 Seleccidon de los participantes con DT2 para lainclusiéon al ensayo clinico
aleatorizado

Una vez presentadas las caracteristicas, diferencias en parametros metabdlicos y
bioquimicos, asi como la disbiosis intestinal del grupo de DT2, a continuacion, se
presentan los resultados de intervencion con alimentos funcionales (portafolio
dietario) con la finalidad de restablecer la disbiosis intestinal, asi como de mejorar

el perfil metabdlico y bioquimico de los sujetos con DT2.

De los 157 sujetos que se evaluaron en la pre-visita, 76 fueron excluidos por no
cumplir los criterios de inclusion (concentraciones de HbAlc, de TG, y de c-LDL
elevadas por arriba del criterio de exclusion) y 4 participantes, aunque cumplieron
los criterios de inclusién declinaron participar en el estudio. De estos 157 sujetos,
81 cumplieron con los criterios de inclusion y fueron asignados de manera aleatoria
a una de las dos intervenciones del estudio, 44 se asignaron al grupo de portafolio
dietario de los cuales 37 recibieron la intervencion asignada y 7 no recibieron la
intervencién ya que no regresaron a la siguiente visita donde era asignada, se
tuvieron 8 perdidas al seguimiento relacionadas a falta de interés por seguir en el
protocolo, cambio de residencia y falta de tiempo para seguir acudiendo el Instituto
a sus consultas y se descontinuo 1 sujeto por ser alérgico a la soya; al final se realiz6
el analisis estadistico de 28 sujetos en este grupo. Para el grupo de placebo 34 de
los 37 sujetos recibieron la intervencidon asignada, se tuvieron 9 perdidas al
seguimiento relacionadas a las mismas causas que el grupo de PD y se incluyeron
en el andlisis 25 sujetos. Figura 16. Se realizé X? entre los grupos de PD vs P para
comparar la proporcion de participantes que recibieron la intervencion (p=0.288) y
para comparar las pérdidas de participantes durante el estudio (p=0.835). Donde no

encontramos diferencias entre los grupos.
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Figura 16. Diagrama de flujo de la intervencion de los participantes con DT2
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10.6 Caracteristicas basales de los participantes incluidos en laintervencion

Se determinaron las caracteristicas basales de los participantes en ambos grupos
antes de comenzar la intervencion. Como se puede observar en la Tabla 12 no hubo
diferencia entre los grupos, en ambos grupos hubo una mayor participacion por
parte de las mujeres en el grupo de PD 68% y en el grupo de P 54.2%. La edad de
los participantes en promedio fue de 50 afios con 4 afios de diagndstico de DT2, no
hubo diferencias entre grupos en variables antropométricas, bioquimicas; sin

embargo en latoma de medicamentos podemos observar que en el grupo de P hubo
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una mayor cantidad de sujetos que tomaban metformina y solo 1 sujeto con la
combinacion de medicamento metformina y glibenclamida aunque en el grupo de
PD la gran mayoria también tomaba metformina el porcentaje fue mas bajo (44%) y
cerca del 20% de los sujetos tenian una combinacion de medicamentos de

metformina y glibenclamida.

Tabla 12. Caracteristicas basales de los participantes con DT2 de la

intervencioén

Caracteristicas de los participantes evaluados para seleccién

n =253
PD P p
n=28 n=25

Sexo 0.320*
Femenino n (%) 17 (68) 13 (54.2)

Masculino n (%) 8 (32) 11 (45.8)

Edad, afios 50.4 + 8.7 49.8 + 10.6 0.669
Afos de diagnéstico, afios 41+35 44 +3.9 0.322
Peso, kg 78.3+13.4 78.6 +£11.8 0.924
IMC, kg/m2 30.7+4 315+6 0.591
Circunferencia de Cintura, cm 96.1 + 11 979+8 0.456
Circunferencia de cadera, cm 107 + 10 107 +13 0.911
Presion arterial sistélica, mmHg 116 + 14 118 +13 0.726
Presion arterial diastolica, mmHg 779+ 10 78.3+8 0.866
HbAlc, % 75+1.3 691 0.123
Glucosa, mg/dL 156 + 63 138 + 46 0.260
Colesterol Total, mg/dL 212 + 65 195 + 52 0.329
Col-LDL, mg/dL 133 £48 116 £ 49

Col-HDL, mg/dL 38+9 40 + 10 0.559
TG, mg/dL 203 + 100 195 + 104 0.789
indice HOMA 35+3.1 34+23 0.967
Medicamentos para control de glucosa 0.015*
Sin medicamento n (%) 8 (32) 3(12.5)

Metformina n (%) 11 (44) 20 (83.3)

Metformina + glibenclamida n (%) 6 (24) 1(4.2)

Los datos son expresados como promedio y desviacion estandar, Andlisis estadistico: t de student
para muestras independientes y *chi?. IMC: indice de masa corporal.

85



10.7 Evaluacion de la dietay apego a la intervencion

Se realizé la evaluacion de la dieta de manera basal y a través del tiempo con el

software Food Processor en donde analizamos el consumo de kilocalorias y

macronutrimentos, no se observaron diferencias entre grupos y a lo largo del tiempo.

También se analizo el apego a la dieta durante el seguimiento y no se encontraron

diferencias entre grupos y al seguimiento; reportandose un promedio de 78.8% de

apego a la dieta en el grupo de placebo y un 80.7% de apego a la dieta en el grupo
de PD. Tabla 13.

Tabla 13. Evaluacién de la dieta de los participantes a través del estudio

Evaluacion de la dieta de los participantes

Después 15 d Después 45 d Después 75 d Después 105d Después 120 d p
Kilocalorias 0.086
P 1734 + 562 1576 + 706 1557 + 704 1707 + 648 1552 + 804
PD 1449 + 451 1494 + 727 1327 + 453 1558 + 528 1402 + 338
Apego aladieta, % 0.104
P 78.1+15 76.4 +14.2 74.3+12.9 77.9 +13.7 77.7+14.4
PD 79.2+14 77.1+245 75.9+11.1 82.8+10.3 88.5+12.6
Proteina, % 0.071
P 20.2+5 18.6 + 3.2 17.9+5.38 18.3+45 23.8+6.3
PD 17.1+ 4.8 19.4+5.8 17.9+35 179+3.1 27.9+3.8
Carbohidratos, % 0.126
P 50 + 8.6 53.4+10.4 55.4+12.7 57.3+9.9 49.2 +£13.2
PD 60 £ 10.7 57.7+8.5 54.8+9.1 52.6 +10.1 57.3+10.7
Grasa, % 0.357
P 29.9+95 28+ 10 26.7+11.6 24.3+7.8 27+9
PD 22.9+10.1 229+6.5 27.3+9.8 29.5+10.3 24.8+9.9
Fibra Total, g 0.215
P 29.9+14.7 27.9+13.3 26.6 +15.4 295+15.1 255+17.8
PD 225+10.3 24.1+10.7 245+12.8 26.2+10.5 251+11.3
Fibra soluble, g 0.411
P 3.3+238 3.3+238 27+24 3.8+35 3.1+3.2
PD 27+20 3.6+28 3.1+27 55144 43+28
Fibra insoluble, g 0.821
P 10.5+6.9 8.6+5.3 9+75 11.7+10 8.2+8.1
PD 8.2+5.8 95+4.9 79+238 10.2+4.6 105+ 3.6
Grasa saturada, g 0.450
P 11+4.2 14+8.2 11.8+6.6 116+5.5 12.2+6.8
PD 8.4+34 9+5.1 12+55 145+6.6 11.8+7.1
Grasa monoinsaturada, g 0.162
P 21.6+14.5 20.8 +16.6 20.3+18.2 147 +9.7 13.2+7.5
PD 10+4 129+6.7 18 +£13.7 18.8+11.7 13.2+8.6
Colesterol, mg 0.280
P 163 + 93.9 195 + 145 184 + 167 191 +124 236 + 102
PD 175+ 150.7 141 +121 149 + 95 191 + 158 152 +130

Los datos son expresados como promedio y desviacién estandar, Analisis estadistico: Analisis estadistico ANOVA de medidas
repetidas. P placebo; PD Portafolio dietario; d dias.
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Por otro lado, el apego a la toma de la bebida se cuantifico en base a los sobres
vacios que entregaba el participante y el promedio de los sobres que reportaba en

su hoja de cotejo.

El promedio del porcentaje de apego para la toma del portafolio dietario fue de
90.1% y para el grupo del placebo fue de 87.9%. En la Tabla 14 se muestra los
porcentajes de apego al tratamiento dietario tanto para el grupo de portafolio dietario

como de placebo a través del tiempo.

Tabla 14. Porcentaje de apego de la intervencion

Porcentaje de apego a la intervencion

Después 75d Después 105d Después 120d Promedio
Portafolio Dietario, % 89.3+10.1 88.7 £ 10.9 92.2+8.6 90.1+9.9
Placebo, % 8712 89.5+11.1 87.2+115 87.9+11.4

10.8 Actividad fisica de los participantes

Para evaluar la actividad fisica de los participantes se les realiz6 el cuestionario
internacional IPAQ antes y después de la intervencién. No hubo diferencia de la
actividad fisica en la visita inicial entre los grupos de tratamiento y tampoco se hubo
cambio al final de la intervenciéon Figura 17. Sin embargo, se puede observar que
la mayoria de los participantes reportaron una actividad leve (< 600 METS) a
moderada (600 — 3000 METS) y solo un porcentaje bajo tuvieron actividad intensa
(>6000 METS) Tabla 15.
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Tabla 15. Actividad fisica de los participantes.

Actividad fisica de los participantes

PD inicial PD final p P inicial P final p
n= 28 n= 25 n= 28 n=25
Actividad fisica, METs 693 881 0.463 792 792 0.287
(99 - 4158) (99-4158) (99 - 6186) (148- 697)
*Nivel de actividad fisica 0.161 0.854
Leve n (%) 11 (39.2) 11 (39.2) 14 (56) 9 (36)
Moderado n (%) 4 (50) 12 (42.8) 7 (28) 9 (36)
Intenso n (%) 3(10.8) 5(17.8) 4 (16) 7 (28)

Los datos estan expresados como mediana (minimo- maximo). Analisis estadistico para comparar
inicial vs final: Wilcoxon. * Estos datos estan expresados en porcentajes. Andlisis estadistico chi?.

Figura 17. Actividad fisica de los participantes
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Actividad fisica en sujetos con DT2 antes y después de la intervencién, en el grupo de portafolio
dietario y en el grupo de placebo.
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10.9 Parametros bioquimicos, cambios después de la intervencion

Los sujetos con DT2 que consumieron el PD mostraron una reduccion en el
porcentaje de cambio respecto al basal en ABC de glucosa (-8.7%), triglicéridos (-
23%), colesterol total (-7.8%) y colesterol LDL (-9.9%) cuando fueron comparados
con el grupo de placebo (Figura 18A). Sin embargo, no se observaron cambios en
las concentraciones de c-HDL. Adema4s, este grupo también mostré una reduccién
significativa en el porcentaje de cambio respecto al basal de AGL (-15.6%), HbAlc
(-7.2%) y PCR (-13%) y un aumento en la capacidad antioxidante medida en plasma
(+5.6%) al compararlo con el grupo de placebo. De manera interesante las
concentraciones de LPS disminuyeron en ambos grupos (-65% en el grupo DP y en
un -52% en el grupo P), lo que indica que la modificacion en la dieta ayuda a reducir
la endotoxemia metabdlica mediada por LPS. (Figura 18B). No se mostraron
cambios significativos después de la intervencién y en comparacion con el grupo de
placebo en concentraciones de insulina, GIP, TMAO y sus metabolitos, glicerol y el

perfil de aminoacidos.
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Figura 18. Cambios en parametros bioquimicos después de la intervencién
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Porcentaje de cambio con respecto al basal de parametros bioquimicos en sujetos con DT2 con PD
(barras azules) vs P (barras naranjas). A. Area bajo la curva (ABC) de glucosa, triglicéridos séricos,
colesterol total y colesterol LDL. B. Acidos grasos libres (AGL), hemoglobina glucosilada (HbA1c),
proteina C reactiva (PCR), lipopolisacarido (LPS) y actividad antioxidante. Las barras representan
promedio + SEM, *p<0.05, **p<0.01 comparado con el grupo placebo.
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10.10 Cambios en la composicion de la microbiota Intestinal después de la
intervencion

Como demostramos anteriormente, la microbiota intestinal de sujetos sanos difiere
significativamente de la de los sujetos con DT2. Tener un enfoque en el cambio de
la composicion de la microbiota intestinal podria ofrecer nuevas posibilidades para
el tratamiento de la enfermedad. Nuestros resultados mostraron que el grupo de
personas con DT2 que consumio el PD modificé la microbiota intestinal a nivel de
especie. Después de 12 semanas de intervencion aument6 la abundancia de
Faecalibacterium Prausnitzii y Akkermansia muciniphila en aproximadamente un
34% y 125%, respectivamente, y redujo la abundancia de Prevotella copri en un
13%. De manera interesante, el consumo de PD estimuld la aparicion de
Bifidobacterium longum (Figura 19A) que se ha demostrado que mejora la
sefializacion de la insulina®. Finalmente, hubo un aumento de Bacteroides fragilis.
De acuerdo con el indice de Shannon, no hubo diferencia en la alfa diversidad entre
la poblacion de sanos vs DT2 de manera basal, sin embargo, después de la
intervencién dietética con PD se observo un aumento de la diversidad medida por

el indice de Shannon en este grupo. (Figura 19B).
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Figura 19. Cambios en la composicion de la microbiota intestinal después de

la intervencidén
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11 Discusion

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de una intervencion dietaria
especifica para el control metabdlico y cambios en la composicion de la microbiota
intestinal. Después de 3 meses del consumo del PD, los participantes con DT2
tuvieron una reduccion estadisticamente significativa en parametros bioquimicos
relacionados al control metabdlico. Esta evidencia cientifica confirma la eficacia y
factibilidad de la combinacion de estos 4 alimentos funcionales en conjunto con su
plan de alimentacién especifico para esta poblacion en donde pudimos observar
una reduccion en el perfil lipidico en porcentaje de cambio de -7.8% en las
concentraciones de colesterol-LDL y -9.9% en concentraciones de colesterol total
sin ver cambios en las concentraciones de colesterol-HDL. Resultados similares se
observaron en el estudio de Keith et al”® en donde se utilizé un portafolio dietario
modificado (bajo en grasa, 8g/1000 kcal de fibra viscosa, 17g/1000kcal de proteina
de soya y 22g/1000 kcal de almendras) en una poblacién con DT2 observado una
reduccion de -19% en las concentraciones de LDL y sin cambios en colesterol-HDL,
estos hallazgos respaldan el reporte de reduccién del colesterol asociado con la

soya 71, 97, 98.

Por otro lado, uno de los objetivos importantes en sujetos con DT2 es el control de
la glucosa, ya que se asocia directamente con futuras complicaciones macro y
microvasculares a través del aumento del estrés oxidativo®. En nuestro estudio
observamos una reduccion significativa en el grupo de PD en las concentraciones
de HbAlc -7.2% y ademas del porcentaje de cambio del ABC de glucosa -9.4%.
Segun lo reportado por Lépez-Romero et al. el nopal reduce los picos de glucosa
postprandiales en sujetos con DT2, por lo que este cambio después de la
intervencidn podria atribuirse en gran parte al consumo del nopal, utilizamos 14 g
de nopal deshidratado (que se sec6 a baja temperatura para mantener la actividad
antioxidante) y segun la literatura esta cantidad es equivalente a 300 g de nopal
crudo!®. Ademads, la presencia de polifenoles (quercetina, isorhamentina y

kaempherol) contribuye al aumento de la capacidad antioxidante del nopal reflejada
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en nuestros datos en un aumento en el porcentaje de cambio de 5.6 % en el plasma

de los sujetos que tomaron el PD.

Las estrategias dietéticas en sujetos con DT2 se han relacionado con efectos
positivos sobre los marcadores de inflamacién como la concentraciéon de LPS10%,
nuestros datos mostraron que los sujetos con DT2 tuvieron concentraciones
elevadas de LPS de aproximadamente 55 veces en comparacion con sujetos sanos,
lo cual claramente nos indica una inflamacion de bajo grado, y estos resultados se
asociaron con la disbiosis en la microbiota intestinal, ademas de lo reportado de que
los sujetos con DT2 desarrollan endotoxemia metabdlica mediada por LPS?,
También se ha documentado que este LPS depende de la permeabilidad de la
barrera intestinal que esté en parte regulada por la microbiota intestinal. Después
de la intervencion pudimos observar una mayor reduccion en las concentraciones
séricas de LPS en los sujetos que consumieron PD, pero esto no fue significativo,
esto puede ser debido al hecho de que los dos grupos llevaban una dieta disefiada
para el control metabdlico en esta poblaciéoni®®. No obstante, en metabolitos
relacionados con inflamacion se observd una reduccién significativa en PCR del -
13% en el grupo que consumié el PD, similar a la reportada por Jenkins et al (-29%)
donde informan una disminucion en este metabolito tanto en el grupo PD como en

el grupo que usé estatinas®®.

Interesantemente en nuestra poblacidén de estudio, los sujetos con DT2 ademas de
hiperglucemia e hiperinsulinemia también mostraron una concentracion elevada de
GIP, esta incretina induce la expresion de citocinas, la lipolisis y la resistencia a la
insulina en adipocitos humanos!®4, también observamos concentraciones altas de
AGL en plasma como resultado de la lipolisis del tejido graso, que a su vez inhibe
la captacion de glucosa estimulada por insulina en los musculos y de igual manera
conduciendo a RI'%. A pesar de estos datos, después de la intervencion con
alimentos funcionales observamos una reduccién de -15.6% en el porcentaje de
cambio de las concentraciones de AGL sin cambios en las concentraciones de GIP

e insulina.
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Por otro lado, el analisis de PCoA reveld que la microbiota intestinal de los sujetos
con DT2 fue diferente desde nivel de phyla hasta nivel de especie al compararla con
la de los sujetos sanos. Las principales especies con mayor abundancia en sujetos
con DT2 fueron P. copri, B. plebeius y B. eggerthii, mientras que en sujetos sanos
fueron B. fragilis, A. muciniphila y B. uniformis. De hecho, P. copri, es una bacteria
productora de LPS que se ha relacionado con una inflamacién de bajo grado que
altera la funcion de barrera y desencadena la inflamacion sistematica, ademas de

aumentar la sintesis de AACR, el LPS y la R.1?0.

También pudimos observar una abundancia menor en el grupo de DT2 de 2
especies muy importantes F. prausnitzii y A. muciniphila como se ha documentado
en otras publicaciones la disminucion de abundancia de estas especies en personas
con DT22%6:106.107 | 3 primera especie es considerada un componente prototipico
anti-inflamatorio por que induce la IL-10 regulando las respuestas de las células T
en el intestino. Estudios previos también han demostrado que F. prausnitzii podria
mejorar la funcién de barrera intestinal al estimular la sintesis de proteinas de
mucina y uniones estrechas!©®1% y A  muciniphila es caracterizada como una
bacteria degradadora de mucina que reside en la capa de moco, varios informes
han demostrado recientemente que A. muciniphila podria desempefiar un papel
clave en la integridad de la capa mucosa y tiene el potencial de reducir la
inflamacion!!®. Notablemente, después del consumo de PD con alimentos
funcionales observamos un aumento en la alfa diversidad y particularmente con una
disminucién en la abundancia de P. copri y un aumento en F. prausnitzii y A.

muciniphila.

Los resultados del presente trabajo demostraron que una combinacion de diferentes
alimentos funcionales puede modificar la microbiota intestinal que a su vez mejora
el metabolismo de carbohidratos y lipidos y reduce la endotoxemia metabdlica, asi
como se ha descrito por Everard A. et al. en donde la suplementacion dietética con
fibras, aumentan la abundancia de A muciniphila''? y con ello mejora funciones

metabdlicas, incluyendo endotoxemia metabdlica. Sin embargo, consideramos que
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es necesario tener una intervencion dietética a mas largo plazo para revertir la
disbiosis de la microbiota intestinal y mejorar otros metabolitos relacionados con la
resistencia a la insulina y el riesgo cardiovascular. También en el presente estudio,
demostramos que los sujetos con DT2 mostraron un aumento significativo en los
niveles plasmaticos de AACR, HbAlc, P. copri, Rl y una asociacion significativa
entre LPS y AACR en plasma. Se ha sugerido que una concentracion elevada de
AACR se asocia con el desarrollo de Rl y posiblemente la microbiota intestinal sea

otra fuente independiente de elevacién de los niveles séricos de AACR en la DT2.

Interesantemente, otro aminod&cido involucrado en la regulacién de la permeabilidad
intestinal, es la glutamina, la cual mostré una alta variabilidad en el plasma de
sujetos con DT2. Aproximadamente el 30% de los sujetos tenian una concentracion
de glutamina inferior a 100 uM que se asoci6 con una concentracion de LPS en un
41.4% mayor gue los sujetos con una concentracion de glutamina >100 uM, lo que
indica una disminucion de la integridad intestinal. La privacion de glutamina
exacerba la produccion de citocina proinflamatoria, mientras que la suplementacion
con glutamina limita la respuesta inflamatoria in vitro y protege la mucosa intestinal

en diferentes modelos de lesidn intestinalll2.

Una de las limitaciones importantes del estudio para poder ver cambios en otras
variables como el AUC de la insulina, la concentracion de LPS fue el tiempo de
seguimiento, junto con una tendencia a disminuir el apego a la dieta y a la
intervencién, pero quizds la mas importante fue el tiempo de evolucion de DT2.
Como se ha informado un deterioro progresivo del control glucémico a pesar de la
intervencién dietética, se atribuye a la pérdida progresiva de la funcion de las células
B pancreaticas 3. Dentro de otras limitaciones que pudieron influir para encontrar
significancia estadistica en las variables mencionadas con anticipacion, se
encuentra el tamafio de la muestra y las pérdidas de los participantes en el

seguimiento durante el estudio, a pesar de que no fueron diferentes entre grupos.
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12 Conclusiones

Con los resultados de este protocolo podemos concluir que el grupo de sujetos con
DT2 presentan una marcada diferencia en la composicion de la microbiota intestinal
conocida como disbiosis intestinal, en donde se puede ver un incremento de
bacterias benéficas. Todos estos cambios en la microbiota intestinal tienen une
repercusion en el perfil metabdlico en donde también observamos concentraciones
elevadas de aminoé&cidos en especial AACR, TMAO, glucosa, HbAlc, insulina, AGL

y perfil de lipidos.

El consumo de la combinacion de alimentos funcionales (nopal, proteina de soya,
semilla de chia e inulina) por 3 meses mostré6 una disminuciéon HbAlc, ABC de
glucosa, TG, Colesterol total, C-LDL, AGL, PCR y un aumento de la actividad
antioxidante en plasma al comparalo con el grupo de placebo en sujetos con DT2.

Después del consumo de estos alimentos funcionales se observé un aumento en la
alfa diversidad, de manera muy interesante a nivel de especie en la microbiota
intestinal observamos un incremento de Faecalibacterium Prausnitzii, Akkermansia
muciniphila, Bifidobacterium longum y Bacteroides fragilis; bacterias catalogadas
como benéficas. Estos datos sugieren que el consumo de estos alimentos
funcionales podria mejorar el control metabdlico por la via de un restablecimiento

en la disbiosis de la microbiota intestinal en sujetos con DT2.
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13 Anexos

Anexo 1. Historia Clinica.

.
AN N,
/a 1< %\ INSTITUTO NACIONAL DE
l'sk_:‘"' '?},‘ 5-‘ CIENCIAS MEDICAS
‘%fx,”.»x,‘,l,,g Y NUTRICION
\ N }3&&/ SALVADOR ZUBIRAN
,\;S{?]‘L\‘.;?’:»
DM2 ID FECHA:
NOMBRE: FECHA DE NAC:
EDAD: EDO.CIVIL OCUPACION:
TELEFONO: CELULAR:
MAIL:
PESO MAXIMO: PESO MINIMO:____ (1 afio) ANO DE DIAGNOSTICO DM2:

¢ QUE MEDICAMENTOS ESTA TOMANDO Y DOSIS?

ESTILO DE VIDA. EJERCICIO: _SI  NO TIPO: TIEMPO:

FRECUENCIA:

FUMA: SI NO (CUANTO? ¢HACE CUANTO TIEMPO?

ALCOHOL: SI NO ¢CUANTO? (ala semana)

MUJERES ¢(ESTA EMBARAZADA? SI NO ¢(PERIODO DE LACTANCIA? SI NO

METODO ANTICONCEPTIVO

ANTROPOMETRIA Y CLINICA

Estatura Masa grasa (%)

Peso Masa magra (Kg)
Cintura FUM

Cadera Presion arterial

P.A X=
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Anexo 2. Recordatorio de 24 horas.

(&7 1 “5%)\  INSTITUTO NACIONAL DE
J\isVE| CIENCIAS MEDICAS ID:

Y NUTRICION RECORDATORIO DE 24 HORAS
\%,is 8 &/ SALVADOR ZUBIRAN
- ]' A"\

— . o1 02 03 O 4 O 5
Visitas O Pre-visita

Dia: O Lunes O Martes O Miércoles OJueves O Viernes O Sabado O Domingo

HORA Y LUGAR DE ALIMENTOS

CONSUMO (Ingredientes de los platillos) Cantidad

Desayuno
Hora:
Lugar:

Colacién
Hora:
Lugar:

O—XTO-H>»0XxTOOMXT

D
=

Comida
Hora:
Lugar:

Colaciéon
Hora:
Lugar:

Cena
Hora:
Lugar:
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Anexo 3. Cuestionario de Actividad fisica IPAQ.

ASINCls p N,
/S , -?‘:%\ Nombre:

ID: Fecha: Visita:

CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA

INSTRUCCIONES:

Estamos interesados en averiguar acerca de los tipos de actividad fisica que hace la gente en su vida
cotidiana. Las preguntas se referiran al tiempo que usted destind a estar fisicamente activo en los
Ultimos 7 dias. Por favor responda a cada pregunta aln si no se considera una persona activa. Por
favor, piense acerca de las actividades que realiza en su trabajo, como parte de sus tareas en el hogar
o en el jardin, moviéndose de un lugar a otro, o en su tiempo libre para la recreacion, el ejercicio o el
deporte.

Piense en todas las actividades intensas que usted realizé en los Gltimos 7 dias. Las actividades
fisicas intensas se refieren a aquellas que implican un esfuerzo fisico intenso y que lo hacen respirar
mucho mas intensamente que lo normal. Piense solo en aquellas actividades fisicas que realizé durante
por lo menos 10 minutos seguidos.

1. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos realiz6 actividades fisicas intensas tales
como levantar pesos pesados, cavar, hacer ejercicios aerdbicos o andar rapido en
bicicleta?

dias por semana
O Ninguna actividad fisica intensa mmp Vayaalapregunta 3

2. Habitualmente, ¢ cuanto tiempo en total dedico a una actividad fisica intensa en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia

[1  No sabe/No esta seguro.

Piense en todas las actividades moderadas que usted realizé en los Gltimos 7 dias. Las actividades
moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado que lo hace respirar algo mas
intensamente que lo normal. Piense solo en aquellas actividades fisicas que realizé durante por lo
menos 10 minutos seguidos.

No incluya caminar.

dias por semana
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00 Ninguna actividad fisica moderada ~ === \/aya a la pregunta 5

4. Habitualmente, ¢cuanto tiempo en total dedicé a una actividad fisica moderada en uno de esos
dias?

horas por dia minutos por dia

O No sabe/No esta seguro

Piense en el tiempo que usted dedicdé a caminar en los Ultimos 7 dias. Esto incluye caminar en el
trabajo o en la casa, para trasladarse de un lugar a otro, o cualquier otra caminata que usted podria
hacer solamente para la recreacién, el deporte, el ejercicio o el ocio.

5. Durante los ultimos 7 dias, ¢ En cuantos camind por lo menos 10 minutos seguidos?
dias por semana

0 Ninguna caminata ) Vaya a la pregunta 7

6. Habitualmente, ¢, cuanto tiempo en total dedicé a caminar en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia
O No sabe/No esta seguro

La ultima pregunta es acerca del tiempo que paso usted sentado durante los dias habiles de los
Gltimos 7 dias. Esto incluye el tiempo dedicado al trabajo, en la casa, en una clase, y durante el
tiempo libre. Puede incluir el tiempo que pasé sentado ante un escritorio, visitando amigos, leyendo,
viajando en émnibus, o sentado o recostado mirando la television.

7. Durante los ultimos 7 dias ¢cuanto tiempo pasé sentado durante un dia habil?

horas por dia minutos por dia
[0 No sabe/No esta seguro
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Anexo 4. Seguimiento de visitas.

gg»ﬂ"fw\.
| ~ %\ INSTITUTO NACIONALDE  |D:

{&
,; E CIENCIAS MEDICAS
'§{. o “." ! Y NUTRICIOMN SEGUMENTODE VISITAS

e :
\.a.. 'P"‘i; &nf SALVADOR ZUBIRAN HOMERE:
x -‘.1_..,."
Medidas antropométricas Talla: afio de nacimiento:

Visita Fecha Peso cintura cadera Masa grasa (%) Mas?kgagra

1

2

3

a

5

visha Pty de 3 fi ke nbiees medicamento oOhbservaciones
alimentacion cniregados
1 FUPA:
2 FLIRA:
3 TUrA:
4 FUPA:
5 F1IrA-
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Anexo 5. Ejemplos de menus del plan de alimentacion.

o002 A 1 2 i 4 3 ] i
DESAYUND 1 licuade de platanc 1 za de leche Sandwich con 2 80y de queso 4 glaras de huevn 3 gquesadillas con 1 tza de leche
1 leche (1 za delache descremado rebs de pan, 2rebs | pansla azado con 2 fortillas tortila de maiz (30g desoramada
2 Futa dezcremadda 1 1 mango de tocing sn freir, 2 champifionss 2 rekz de bocing de requeson Mg de 1 % tza de papaya
3 cereal platanc) 2 dlaras de huevo cdas de mayoaesa 2 torfilas sin frei pechuga de pavo, 23 4 claras de husvo
2A0A 1 smcronizada (2 40g d= quesa panela light ptomate y 1 platano Spzas HEIF|EL:IE de aguacate) con Efpinmsy
3 aceite Torfilas 30g de 2 calas de acsite lechuga al gusio. & 1 tza de leche marias 1 za de leche champifiones con 2
2 verdura guesa Daxaca 3y 1 ek de pan de caja cdas de queso descremada ficuado de 1tz descremada calas de aceite, dos
e pechuga de £on una cdita de cottage con 2zas | 1 pan iostado con delache 1 42 tza de fresas rebanadas de pan
pavo, medio margasing de melon con 1 cdita de descremada con | con 2 cdas de crema 5 galletas maria
aguacabe y jiomate) 12 galletas de papaya. margaring con 1 platano y splenda
5 gakstas marias animafitos 1 tza de leche mermelada con
descremada splenda
COMIDA 80 g de pechuga de 2 ata de atim en Gl de filetz de Tacos de pollo Blg de termera de | Ensalada (12 ta de &0 g de came de e
palio asada ¥ tza agua con 2 cdas de pescado a b {60 g de polio L= aguacate, 4 tza de =n puntas 1 jitomates
2404 de lenisjas 14 ta mayonesa light y veracruzana & dasheirado y 3 14 tza de habas peping % fzada (ceballa chile] 1 t=a
{leguminoza | de amroz 2 toefillas 1 lechuga y 35g de aceitumas, pimentn | todtillas) 2 cditas cocidas brocol % tza de de verdolagas con 4
3 cermales tza de cofflor y 2 chicharos y jitomate, 30y de de crema light 1% pza de zamahora % tza de o3 g2 aceile
2 verdura cdas de chicharos 2 paqde galefas chicharos cocidos. Yizade jitomate asado % | slote 30g de jamon y 12 tza de pepino
4 aceite con 2 cditas de saladas 23 pza. te gasbanzos tza e calabam 403 de queso panela 213 de aguacate
2 futa mayonesa light % tza de arroz aguacate Emsalada {1 tza asada % tza de arvejon, 1 2 tortillas
{ de pza deplatano | Y tza de jicama y 4 1 za de amez de lechuga 1 1 tza de pasta manzana en 4 tza de arroz
con 2 cditas de de peping 1 tartilla jiiomate % za de 14 boliio cuaditos) 3 pag de % tza de frijoles
crema light y 4 pzas. de duramos 1 tza d= acelpa zanahoria) con 2 2/3 de aguacate galletas saladas o 1 pera
spienda cocida | ade cdas de aderezn 1 mango habareras
apio cuda bajc engraza i platano
2 guayabas 2 narana
CEMA 40gdequeso pansia | Toeta (1 bolilo, 2 cdas Yatza de acekas £0g de queso Sangwich (2 rebs | ¥:za deverdolagas 30g | 2 quesadilias |2 weilas
3 aceite asado de mayonesa, 173 pea cockdas paneia asado de pan, 1 rende 02 temea maiz, 30g quesa
1 ADA 3 fortilas e aguacate 1 reb de 3 s de quess Con 1 3 de ejoles pechuga de pavo 2 fortilias odEE)
2 sl ¥rtza de brocelicon 2 | jaman y 30 g de quesc cotiage £n 5353 verds 20g de queso 273 aguacaie 5 galletas manas.
2 Ve cditas de crema ight pansa) can & cdas de grnola 3 orillas panela, jiwenate y 1 vaso de leche light ¥z za de champinion
1 vaso g2 leche light V2 1za de Zanahoria. con 1 2z gefrta 213 e aguacae y lechuga) ¥z 23 ge 1 manzana cocido 1 cda wema iight
1 fruta 1 manzna licuada con 1 &= de picada lizuado de piatana Elanacitas asadas 243 aguacate
1 leche letre descremazacon | 1vasode lechelignt | con 12 patanc 1 con 2 caas g icuada con 1 1za de
1 k3 te papaya tm de baghe ight manteguia leche ight y 1 23 ge
240 mi ge leche y 2 fresas rebanadas con
funas splenda al gusio.
Recuernde consumir de 1.5 3 2 litres oe agus natEl 2 oz,
T 1 2 Fl i E] ] e
DESAYING. | 2t de moircog | 23S bilsnmigin | o pomdk | a5l Licassha (1 rrarmu 1 ea v
: j w1 idd de quess B ; i leleds wn e, 240 m aces G | udd o
; i V3 squle. ' Lljtf: i "'jtm;kn mur: Ld:.l i-' m:‘:ﬂra 1‘ ke :;ﬁr:iukh n:h:!w W, ¥ lul f
2comaes Lioande {1 tmde | . T azizar, 3 weczs piades v | 240 de eche il : s
Z Licusdc (¥ phatanc con i nuECEs picedns. ik izn de amarnty amarml v s
i fula ppapd. 240 1 de 240 ml debece Hiidredne picadd. =8 =[P 1 tem s i el 710 skmervras) o
1 leche leche descemads. 1 - Y10 { reb o= pan scsrado on ure {0 alrencras. ) i progi i H0ml d=becre
] - F ime H descremadn. 1 wrtila &7
R ] maeers) almcvdraz) fcin dc monle ol Zromnpcngne | e d mcdén picode. | ooz de guacamole. deasmmada,
Qg oz ficic e
tom de £33 i e otur et | o
1 tza de werdur e Dnzaiaca Cmelete: I h,
cocidas cem caleillo cor 1 ecitn gz 1tmdcpeticosdn, | ccousacponch Yoo |
d jitomete ,nbf‘z“‘”gﬁm Ytz de sroz bhanco zor 1 azeite tlgdscminenagse | de for de calsbez, &T::jmﬂrq'
COMEA 60g dc ingacdepoke | © o) carc B fcs otz dc mantoquilla Ytza de croz M dohi) 1380 oocitaco con 1 oo e b uch
e (guiczda con | cdila mzers o calcilo do &g Baztec de roc Juiczdn bianen, aguacats, 1 jiomale acate st magra moida (Ee)
2"‘"""’ ©a acsis). .tﬁm e con | cdila és acsile * tza o3 ojose Ficado, 117 tza de ¥. do tza dc Fiplez de 3: 10 eI
ey m“" . 68 tza de Fiplec w£| ° 113 do aquazata. zoccoccon 2 oditac | pegra pade, 1 Ybma bola. “;f{':‘a ?‘ﬂfﬁ-
2‘ £ cocirado con 1 odia '-"deizadem'@"*dea Yads T3 ds lemga 26 M oo echugg * ediftads 2 pdec o guacamole aré;be
= dezceide. 138 :;a Envabuic | bade | =3:az jicamz con liman. Mipaizs 4o copa maymaza, 1 odta de 2torilaz & maiz Yode bz e &
A - aeuacets. e Ama e narana {2 naranjac) dekaba. oera, 7 nueces dels | Emsaada: 1 Mbse s e‘\:e:F
e Jwmiz ez || FOAORAMRL T o e ardapeats Oz detesaitza | mbapeater, Yorta | lecwga tjomaey TEE
i Bauz de marop ! o P :.e-:llu; + Yhedan de peplas o de feza 2 e chizkarn. mecesmelidzs, 1 ofia i m,l P;z
PRt Tenga marila). 5 ‘:m edzbazs onral. narangs) 2 de TEEN: 13 2 acetz e Dina : e
1 AR 13 rArAPLAIRS B 48 matn 1 s e pfA o
T Anerdim =l (1) 1 feraga = gaps (o7t
= 3 FRETA M CFEMA de
CFNA T radeiALe - SAncairh wegetarAm |7 = ity Crema de ekl 4 P
T amte verdLrac ”‘Esmm“f e pan 1 e ; ﬁm"w‘li pnmRnn 713 e chie Eﬁ’:ﬁf” S {E:f:
1 VAT A% e nolls 2in o ik “EAE, Y2 7A de plnendn Fﬁx'mj'l-”-. paitdamn y 1A de ‘IE'IIE-HIIE.. 2&?35;3 COCE 3
Fra ngn 2 s de e i EEREL, de broslicoid, | T Z3dekuiluEn o b ecriera sads, 1)
1t 1€ d¢ Tesas on 1 13 cacauates dr sel (1231 i migatn kel e : .
- | et papaya 2on 3 e gty 4 uilis de wnillc s Tmeasdek india.  drendras rebonedas v
el dd de ey 3 o Bagaa de sk (1 kea de ok | £ d= papeyd. B b iy
i iy TR Hlahs. prorey .1"' gl 104 ik 3 qudydias | auda de vinaurelal
[l T

Revurerde vursun de 15 ¢ F iius de avud skl af da
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ID:
Anexo 7. Bitadcora de Alimentos. BITACORA DE ALIMENTOS

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Visita:
O Pre-visita 01 02 03 O 4 O 5
Dia:
O Lunes O Martes O Miércoles O Jueves O Viernes 0O Sabado O Domingo
Desayuno
Hora:
Lugar:

Comida
Hora:
Lugar:

Cena
Hora:
Lugar:
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Anexo 8. Cuestionario de Efectos Adversos.

CUESTIONARIO
EFECTOS ADVERSOS
FECHA.
vISITA. PROTOCOLO. =

ID DEL PACIENTE.

ESTE CUESTIONARIO DEBERA SER CONTESTADO FOR EL NUTRICLOGO O MEDICO EN BASE ENCARGADO

Definigion. Transtomo
caractenzado por ia dificuiiad de

degutic

para consumir dieta
reguear.

alimentacion y degiucion.

slmeniacion y degiucion;
nutrician enterat |
nutricion parentaral (NP) o
indicacian de
hospitalzacion

amenaza de mueste;
INSENVENCIIN O WIgencia.

1 2 3 4

Danrea, Aumenta 13 defecacion |Aumenta @ detecacian entre | Auments i3 defecaciin Conzecusncias 3l grado o= [ Musris
hasta =£ al dia; asl 4 - & por dia; mogarado hasta >=7 por oga; de muerte;
£oma un ligaro [aumento en s sscreciones | ncontinencia; s= inoes Intervencion de urgencha.

Definicion. Desarden sumenic en (35 del estoma. hospitalzacion; severo

caracterizade por la expulsion secreciones el auments en 13 secreciines

CONELAntE 08 NECEs ACUCS3S ¥ estoma. del estoma; tareas

sugitas, cotifianas Imitadas.

Sequedad bucal, (2], satva de siniomas Deficiencla oe alimentacion - -
£5pesa y boca reseca) [moderagos; aneracion o= | por vis oral nuncion

Definicion. Desorden sin presentar alguna  lingesta oral (gf, diucion con | parenterad (NP); flujo sallval

par ¥ en ladieta, Jagua. lubrcantss, deta

faita de flujo s3ival en 13 cavidad JMujo de sallvai ~0.2 mi' folanda), fujo salval enrz 0.1

Duca min - 0.2 midmin.

Dispepsa Presencia de sintomas JSintomas moderados; 52 Sintomas severcs; ss ingica |- -
leves; ausencla d2 indica Intervencién clinlca. intervenciin quirirgica.

Dafinicion. Transtomo ntervencion.

caractenzado por i3 pregencia oe

. ¥ dodor

&N & E5tomago CIUSAN0 par una

digastion deficiente. Incluys

SINIMas COMD ATNOr estomaca,

distensitn, nauses y vomao.

Disfagla Intomatea; aferacion en |3 || Severa alteracion en @ Consecuencias 3l grado gg | Muers

L Eventos savsrsos ] I. 2 I- F .
Dolor esotigic. Dioior ieve o ligern Doior mogerado; teeeas Bresencia de sever doior, |- -
sotidEnas imitadas tareas cotdians imitadss
Definicion. Transiomo
Caracienizado por presends de
maolestias e Incomadicas & i3
region oel e80fago
SataguE. Asintomatico, omstcs, aterscion en @ |Sntomanco, ateracion en i3 | Consecuencas 3l grado oe [ Muerte.
vosarvaciones comicas, | asmentsasn y degrusion: se |aamentcion y segucion WTENALY 08 THIENE
Dafinksion. Transtomo ausencia g Indica |3 toma oe aimentacian por sonda. Infervenclon de urgenca
caraceenzado por i3 prasencia oe |intenencion |zmiemenns nutricion parent=ral (NP} o
MMAMACIAN §7 & #507300 NAICACION di MOSLNIZICN
& In =
Incontnencia fecal [En aigunas ocasiones, JUs0 oe pafial diaro. [ 5intomas severns, se naca |- -
uso de paflal. IMerencion quenungica
Definicion. Transioma
CATACETIEAI0 pOr 3 dificunan
Dara controlar 3 sallca de heces.
3z como el gas ntesinal
Flatsencias Sinoemas AQeroe no SMOMas modeac0s; - ‘ *
se Indica Intervencion. Boonsianies: secueias
Definision. Transiomo pEClOpCIE
CTACTNTIA0 DOF LI presencld
excesva de gas en el woo
digestva.
Hemoragla gastnca Sinomas igeros no || Sinfomas moderados; s 'T‘rar-wum, Intervencion Congecuencias al grado de | Muerte.
se Indica Intervencion. | ndica intervencion medics o Jradiviogics, endoscopica o | amenaza os muens:
Dafinicitn, Trastoma U CaUEREZaCIan TG, quircrgaca IPETVEnCon o UIGEnca
CArICTado POr SANGrad0 en @
pared gasirica
Ui gaRrC Ashtomatico, Sirlomateo. dslema Gl Severa ateracion del Congecuencias 3l graco de | Muests
Dossrvaciones camicas, | tsrane; misrEncin sistema G, nuinsion enteral | amenazs oe muens:
Definicion. Transiomo ausencea o8 QuINigicy. tareas conEanas |(NE), numclon parenters In@rvencion o urgenca
CATICIMTAA0 POT UMD WBON inleryencion. m1adas (NP). maicacion o8
cicunscrita, INfamada y necroics hospEizacion &
€N |3 superficis mucosa Sl InignEncion; Ireas
eslomags coticanas (maanas:
incapaciado.
Garmg Agntomatico, Srdomancs. slelema Gl Savera aweracion del Corsecusncds 3l graoo o8 | Muse
ooservaciones canicas, | sterag; imtervension sistama Gi; nuinsion enteral | amenaza oe muerte
Definicion. Transiomo Bussnca s | putrurgica: treas conmanas |(NE). mumicion parenters IntErvEncion Se UIgEnsS
CHATWRIIN0 pOr 13 NImAcHN Inigfvenson Imla0a NP} o macacson oe
del FEvEstiTiEnto oel esimagn nospitaizacion e
Intervension
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Consscusnclas adversas

2

3

Refluo gastnoesotagico cronico.

Defnicion. Transtomo
caracterzade por & reflo de jos
contenides gastricos (estomago y/
@ duodenal) hacia el esofago.
Esto puede Imtar e es0fago,
eaucando aeidaz.

Siniomas Hgems; no
5 Indica Intervancion.

Sintomas moderados; &
indica intervencion meédica o
una cautsnzacion menos,

SINMOM3s 52VerDs; 52 INMca
mtervencion quirirgica,

Dotor andominal

Definicitn. Transtomo
caraclenzado par sansackon de
ncomodidad en & area el
estemago.

Doéor leve 0 kgern.

Dolor moderado; 13meas
cotidianas imitadas

Dioior severo, tareas
cotidianas Imitadas.

Gastroparesia,

Defnicion. Transtomo
caractenzado par una paralsls de
05 Musculos de 1a pared
Estomacal, |0 gue reswts una
vaciado tamio del contanigo
estomacal

Ligera naus=a, rapida
sackedad e
mfamacien, capacidad
g2 Ingerir Mata nommal.

Sintomas moderados;
capacidad de mantener una
nutricion con pocas
modiicaciones en 1a deta y
=i estio de vida;
[probabidad de Imesvencion
rarmacolegica.

Perdds ge pes
ntervencion megca,
ncapacidad de nunicin
oal.

Singlvitis.

Definicicn. Transtomo
caractenzado par sensacion de
ncomodidad, en &l area
gasirointarstnal

Sintomas Agems.

Presencia de daior
moderato que Inferiare con
alimentacion oral.

Dofor severo; incapacidad
de recibir alimentacion oral.

Dolor g |abia

Definicitn. Transtomo
caractenzado par i3 s2nsackin de
ncomodidad en & fabia.

sintomas ligaro.

Sintomas mogerados;
1areas cobidianas Imitadas

Dioor severo: tareas
cotigianas Imitadas.

Malausoreion, Z Dieta alterada; s2 ndica Incapacitad de una Consecuencias al grado g [ Musne,
intervencian oral. almentacsn agecuada; NP, |amenaza de muerts;
Definicitn. Transtomo Iniervencion de wgencia.
caractenzado par una absorckin
nadecusds os nuirlentss en el
ntestne delgade. Sintomas
nciuyen nconformigad
abgominal, distension y diarea
EVIntos SOVEiE0s T z ¥ %
Mucoaltia cral Azinomatco o Dalor moderad; ain Dor int=naa; afecin ef Ganzecsencian al gado o [ Wuerte
sintomias Igeres, ntsrvencen col consumo  feonsume oral, BMENEZA de Muerts;
DelriEion. Tralomg Sk v urt, iets UG I U eI
caractenzado po I3 Imamadon  [interaencin.
€ 13 MLC0E O
Naugea. Pargda ¢ apetto sin | Consume oral dsminaye s |Consum: inadecuasa de |- -
afteracion an habitos  [|pemsida e pess; caiorias oraies; nutizlon
Defiricicn. Transtomo alimenticlas. | dechidratacion y paenteral (INFi U
caractenzado por malestar e el manunicon. haspitaizacion
astmagn asnmpaiadn de =
sensacitn de woniar
Dizilezha Ui . Ligeras ummudidad, Tour st ve Nka NE O] -
N0 hay Intervencion er NF
LSnmison. | rEnsomo £ COEUMY Ol ora.
caractenzado po” 3 sensackn de
quenazanu homigues en la
D003, engea y Laolos.
Hemamaga ora Sintemas igeros; no IS momaz mocerados; se Trnstugen, rtervercion | Consscuencias 3l gado o2 [ Musne.
£& Indica Imtarvancien. [lindes lntirvencién midiea s |radisiogisa, sndocecnles ¢ |amanaza de muarts;
Defirizien. Transtomo unz cauterzacha menor. | qurirgics Infervencian ce urgencia.
sarmcrtzoéo de sangrda perla
DOCE
Dolor oral Lave doiar [eiriomateo: tieaz Digior s2/ery; tareas - -
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ANEXO 9. Formato de apego toma de la bebida (placebo o PD).

TR, : .
~J%)\  INSTITUTO NACIONALDE  |DF ——— ViSmAtoL

'i_.'c_‘ CIENCIAS MEDICAS NOMBRE:
Vi)

Y NUTRICION BITACORA DE TOMA DE SOBRES
SALVADOR ZUBIRAN

*ademas de esta bitdcorn de toma de sobres, deberd lievar los sobres wacios en Ja prdxima consulto.

#Como se prepara la bebida?

1 \ierta 250 ml de agua natural para el DESAYUNO y 300 ml de agua natural para la COMIDA en un vaso, termo o contenedor para beber.
Abra el sobre que contiene la bebida. (se especifica cual es el DESAYUND y el de la COMIDA, no intercambiar).
Vierte el contenido diel sobre en el vaso con agua.

Revuelve hasta que se diluya bien. i ﬁ’ﬂ ey i
Bébelo despacio, 5 minutos antes de tu comida. @5} - | - 3, 1 |' % @G
1 e | 5
« | - -

Lok ol

B
I

T
A
C
0
R
A

(O - | & LG
¥ Marcar con una palemita si es que usted toma los sobres en desayuno ¥ comida.
IMIES: , anotar el dia (fecha) en que comienza a tomar los sobres:
Dia
1 2 3 4 5 6 7 D
Sem | Desayuno () | Desayunc () | Desayuno () | Desayuno () | Desayuno () | Desayuno () Desayuno () E
1 [Comida (O Comida (O |Comida () [Comida (O |Comida (O |Comida (O Comida ()
Sem B 9 10 n 12 13 14 T
5 | Desayuno (C) | Desayuno () | Desayuno () | Desayuno () |Desayunoc (O) |Desayuno () Desayuno () o
Comida (O |Comida (O |Comida (O |[Comida (O |[Comida (O |Comida () Comida () %
s 15 1o 17 18 19 20 1 A
3 | Desayuno ()| Desayuno ()} | Desayuno () |Desayuno () |Desayuno () |Desayuno () Desayuno ()
Comida (O |Comida () [Comida (O |[Comida (O |Comida (O [Comida (O Comida ()
Sorn 2 23 24 25 26 27 28 D
4 | Desayuno ()| Desayune () | Desayuno () | Desayuno () |Desayuno (O) |Desayuno () Desayuno () E
Comida (O |Comida () [Comida (O |[Comida (O |Comida (O [Comida (O Comida ()
29 30 31 A
Sesrn Desayuno () | Desayuno ()} | Desayuno () N;r)nero n';::g;;'m{:dos_
Comida (O |Comida (O [Comida (O z
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Anexo 10. Infografia de recoleccién de toma de muestras fecales
_.:'d:—.:.-';:ll'\'\.
; =

%45 INSTRUCTIVO PARA TOMA
il DEMUESTRAS FECALES

1 charola paea recoleccsdn de muesira
& tubos d8 recoleccion o Misesina con
cuthisra
1 hislera para el transporte de babasy

+ 1 par de guantes

¢ 1 ped para congelae

*  Boda para desecho

PROCEDIMIENTO:

TEH'S W

P | charela de ieColecddn sobie 1 1apa de Defar caer las heces sobre ka charols.
s e del hafio o en slpos benop,

- N %
Sq_‘g--= 4 i -
Con b Puanbed PuseStos aleir el geimes 1ubo de Limnar com s hetes L cucharay die fos § tuboy
recalescidn y bornar la meaesbra die hec com |a cucham restantes, imrodos a cuchaes al tubo y Cerrar los

inclubda mn el ubo, procuranda que esks e llene tubin. Guardar B sresesiras e b baleva y masterla ol
” NOTAS IMPORTANTES
1. MO DEJAR QUE LA PMUESTRA SE
MOJE POR NINGUN MOTIVO.
&, LLEMAR LAS CUCHARAS DE LD 4
mlumr::'mnﬂmmh TUBOS FROPORCIONADOS.
desechas en La bolea v tirae denire ded bote de bavara. 3. POMER PREVIAMENTE A CONGELAR
W o Aetepari sy mbis vt ) ot e EL GEL PARA 5U TRANSPORTE.

¥ CETar
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