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Resumen estructurado

“Evaluacion de la resistencia a la insulina en mujeres con obesidad morbida
metabélicamente sanas y no sanas mediante pinza euglucémica
hiperinsulinémica. Estudio transversal comparativo”

Introduccion. La obesidad se considera un estado pro-inflamatorio crénico, situacién
que favorece la resistencia a la insulina y el desarrollo de enfermedades crénicas,
como diabetes, hipertension arterial, enfermedad cardiovascular y cancer.

Sin embargo, no todas las personas con obesidad desarrollan las complicaciones
metabolicas asociadas con la misma y se estima que alrededor de 15% de los adultos
con obesidad son metabdlicamente sanos. Se desconocen los mecanismos que
explican la protecciébn ante el desarrollo de complicaciones metabodlicas y
cardiovasculares en este grupo de individuos con obesidad. Dicho subgrupo de
individuos, ha motivado la investigacion constante para caracterizar los factores
protectores ante las complicaciones inherentes ya conocidas.

Objetivo. Medir y comparar la velocidad de utilizaciéon de la glucosa (Valor M) en
mujeres con obesidad morbida metabdlicamente sanas y metabolicamente no sanas.
Material y métodos. Se realiz6 un estudio de pinza euglucémica hiperinsulinémica
para medir la velocidad de utilizacion de glucosa durante la infusion de insulina en
mujeres con obesidad morbida sanas y no sanas entre 18 y 65 afios con el fin de
comparar la velocidad de utilizacion de glucosa entre ambos grupos. Adicionalmente,
se cuantifico la esteatosis y fibrosis hepatica mediante elastografia transitoria para
comparar estas mediciones entre los grupos.

Hipotesis. La velocidad de utilizaciéon de glucosa durante la infusién de insulina
durante la pinza euglucémica hiperinsulinémica sera mayor en mujeres con obesidad
morbida metabodlicamente sanas en comparacién con las mujeres con obesidad
morbida metabdlicamente no sanas.

Recursos e infraestructura. Los investigadores que participan en el presente
estudio, tienen experiencia en la realizacion del procedimiento de pinza euglucémica
hiperinsulinémica, la elastografia transitoria serd realizada por un s6lo médico
gastroenterdlogo certificado en el uso de elastégrafo. La Unidad de Investigacion de
Enfermedades Metabdlicas del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
cuenta con la infraestructura y el equipo que se requiere para la realizacion de los
procedimientos.

Etica y factibilidad. El estudio se apeg6 a los c6digos nacionales e internacionales de
ética. Se obtuvo consentimiento informado de todos los participantes. Se cuenta con
una poblacién suficiente para completar el tamafio de muestra.

Tiempo a desarrollarse. 2 afios.



Marco de Referencia y Antecedentes

Definicion de Obesidad
La organizacion mundial de la salud (OMS) define al sobrepeso y la obesidad como

una acumulacion anormal o excesiva de grasa. Existe evidencia de que esta condicion
es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles.

La clasificacion actual de la obesidad propuesta por la OMS esta basada en el indice de
masa corporal (IMC), que corresponde a la relacidn entre el peso expresado en kilos y

el cuadrado de la altura, expresada en metros (kg/m2).

Tabla 1. Clasificacion del peso de acuerdo al indice de masa corporal

Clasificacion de la obesidad basados en el IMC segun la OMS
IMS (Kgfm2)

Peso nomnal 18'6-24'9
Sobrepeso (ohesidad grado [) 25-129'9
Preobesidad (obesidad grado Il 30 -34'9
Ohesidad grado [l 35-39'9
Mdrbida (obesidad de grado I¥) = 40

Dia a dia se suman mas pacientes que superan los rangos aqui propuestos, razon la
que se han introducido nuevos términos a la literatura médica: “saper obesidad” para
definir a aquellos pacientes con IMC mayor de 50 kg/m?21, mas tarde surgié el término
“super super obesidad” para definir a aquellos pacientes con IMC mayor de 60
kg/m22. Las medidas antropométricas de obesidad abdominal (perimetro de la
cintura, indice cintura-cadera), que informan mejor que el IMC de la adiposidad
visceral, son mejores predictores de enfermedades cardiovasculares y también son

potentes marcadores del riesgo de desarrollo de diabetes mellitus tipo 23. El



parametro antropométrico mas preciso para el diagndstico de obesidad se basa en la
determinacion del porcentaje de grasa corporal. Siendo empleados puntos de corte de

25% en hombres y 30% en mujeres*>.

Epidemiologia de la obesidad
La descripcion que mejor define la situacién actual mundial del sobrepeso y la

obesidad corresponde con una pandemia, acepciéon que denota la gravedad del
problema. Se calcula que en el afio 2030 habrd mas de mil millones de personas
obesas en el mundo®. La prevalencia global, estandarizada por edad, del sobrepeso y
obesidad crecib del 24,6% y 6,4% en el afio 1980 al 34,4% y 12% en el afio 20087
respectivamente.

Otro dato alarmante es la aceleracion en el incremento de la prevalencia mundial del
sobrepeso y la obesidad, con un 50% del aumento, registrado tan sélo en la ultima
década. La prevalencia de obesidad en hombres y en mujeres supera el 20% en 117 y
73 paises, respectivamente. El mayor incremento de la prevalencia de obesidad en
mujeres se ha observado en los paises de América Latina y Oceania. En cuanto a los
varones, las regiones con mayor aumento en la prevalencia de obesidad corresponden
a América del Norte y Australasia’. Otro dato impactante es el incremento continuo
del IMC a nivel global: 0,4 kg/m2 por década en los varones y 0,5 kg/m2 en las
mujeres’. En el caso de México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2016 reporta que para adultos de 20 afos y mas la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad fue de 72.5% (IC95% 70.8-74.3) sin ser esta diferencia
estadisticamente significativa respecto a ENSANUT 2012. Por otro lado al categorizar
por sexo se observa que la prevalencia de sobrepeso y obesidad es mayor en las
mujeres (75.6%, 1C95% 73.5-77.5) que en los hombres (69.4% IC95% 65.9-72.6);
asimismo la prevalencia de obesidad es también mas alta en el sexo femenino (38.6%,
IC95% 36.1-41.2) que en el masculino (27.7%, IC 95% 23.7-32.1). Como dato
relevante se reporta que la obesidad morbida es 2.4 veces mas alta en mujeres que en
hombres.

También se analiz6 la prevalencia de estas variables por tipo de localidad
encontrando que el sobrepeso fue 11.6% mas alto en las localidades rurales respecto a

las urbanas y la prevalencia de obesidad fue de 16.8% mas en las localidades urbanas



que en las rurales. La categorizacién por regiones evidencié que la prevalencia de
obesidad fue mayor en la region Norte (22.2%) que en el Centro del pais (11.4%),
aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblaciéon de 20 afios o mas,

ENSANUT 2012 Y ENSANUT 2016.
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Clasificacion de IMC descrita por la OMS: sobrepeso =25.0-29.9 kg/m2, obesidad
grado 1=30.0-34.9 kg/m2, obesidad grado II= 35.0-39.9 kg/m2, obesidad grado Ill=
mayor o igual a 40.0kg/m2

Fenotipos metabdlicamente discordantes
La obesidad se asocia con complicaciones médicas graves. Las alteraciones mas

frecuentes asociadas a la obesidad son las relacionadas a la regulacion metabdlica y se
traducen en factores de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV).
Estos factores de riesgo incluyen resistencia a la insulina, diabetes, dislipidemia e
hipertension arterial®.

Sin embargo, no todas las personas con obesidad desarrollan las complicaciones
metabolicas asociadas!?. Un estudio reciente reporta que a la luz de los estudios
realizados hasta la fecha este grupo de pacientes obesos metabdlicamente sanos
representa entre el 10 y 45%1!! de toda la poblacion con obesidad, el amplio margen

de este parametro radica en la inexistencia de una definicidn universalmente



aceptada. La ausencia de la resistencia a la insulina asi como la ausencia de sindrome

metabolico son los criterios propuestos para para definir a este fenotipo?2.



Tabla 2. Criterios diagnésticos del fenotipo obeso metabdlicamente no sano13.
V: varones. M: mujeres. PCRhs: proteina C reactiva de alta sensibilidad. PC: Perimetro
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(0]
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Se puede definir a los sujetos MHO por la ausencia de complicaciones metabdlicas y la

preservacion de la sensibilidad a la insulina a pesar del exceso de la grasa corporal.

Algunos autores, para el diagnostico de sujetos metabdlicamente sanos, exigen

solamente la ausencia de resistencia a la insulina medidas con el estandar de oro que

es la pinza euglucémica hiperinsulinémica®.



Estado pro-inflamatorio en el tejido adiposo y resistencia a la insulina

Se postula la existencia de una asociacidon entre la alteracién de la adipogénesis, la
presencia de un estado inflamatorio crénico de bajo grado en el tejido adiposo y el
desarrollo de resistencia a la insulinal#.

En el tejido visceral, en comparacion con el tejido subcutaneo, hay mas linfocitos T
CD8 citotoxicos y menos linfocitos T reguladores que producen IL-10 de
caracteristicas antiinflamatorias. Se ha descrito que los sujetos MAO tienen menos
linfocitos T reguladores y menos células NK (natural killer) que los sujetos MHO15.16,
En el tejido adiposo visceral de sujetos obesos existe una mayor infiltracion por
macrofagos, que se caracterizan por tener una actividad aumentada de caspasa 1y ser
una fuente importante de TNF-a y de IL-6 en el tejido adiposo!’. Estas citoquinas
aumentan los niveles de leptina y disminuyen los de adiponectina, inhiben la
expresion de SIRT1 (NAD-dependent deacetylase sirtuin-1) y de la PPAR (peroxisome
proliferator activated receptors) 3/8, aumentan la expresion de ERK (extracelular
signal regulated kinase) y NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) y reducen el IRS1 (insulin receptor substrate 1)!8, con lo que
perpetdan la inflamacidén e inducen resistencia a la insulina?®.

Los sujetos MAO, en comparacion con los MHO, se caracterizan por el aumento del
inflamasoma NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin domain containing-3) en el
tejido adiposo visceral (pero no en el subcutaneo), el cual activando la proteasa -
caspasa 1, estimula la sintesis de IL1-. Los acidos grasos saturados en presencia de
fetuina A activan el Toll-like receptor 4 y consecuentemente el NLRP3. Los sujetos
MHO se caracterizan por presentar unos niveles mas bajos de fetuina A2, estando en
cierto modo protegidos de la actividad pro-inflamatoria de los acidos grasos.

Existe una asociacion entre la presencia de un estado inflamatorio en el tejido adiposo
y alteracion de adipogénesis!’, mediada por una disminucién de la actividad de PPARy
e incremento en la expresion del BrCal (breast cancer 1 early onset) en el tejido
adiposo?l. Por otro lado, la irisina, una molécula antiinflamatoria, cuyos niveles se han
reportado disminuidos en los sujetos con obesidad y diabetes, aumenta la expresion

de los genes de adipogénesis y mejora la funcion del tejido adiposo??. Igualmente, la



expresion del STAMP2 (six-transmembrane protein of prostate 2), una proteina
transmembrana con accién antiinflamatoria y sensibilizadora a la insulina, esta

disminuida en el tejido visceral de los sujetos con obesidad y diabetes?3.

Caracteristicas de los individuos obesos metabdlicamente sanos (MHO)

En los estudios poblacionales realizados hasta ahora, se ha observado una mayor
prevalencia del fenotipo MHO entre los sujetos mas jévenes2425,

En cuanto al sexo, en general se observa una mayor prevalencia de MHO en las
mujeres. También se ha comunicado que con el aumento de peso los varones tienen
mas riesgo de desarrollar sindrome metabdlico que las mujeres2627.

La influencia del ejercicio fisico en el desarrollo del fenotipo MHO es debatida,
probablemente por los diferentes criterios empleados para cuantificar el ejercicio
(consumo pico, METs, minutos/sem, etc.). La mayoria de los estudios existentes
sugiere que la actividad fisica puede promover el fenotipo MHO. Hamer et al.?8
encontraron un mayor porcentaje de sujetos MHO en los individuos obesos con
actividad fisica moderada-intensa. En la misma linea, se ha descrito que los sujetos
MHO tienen una menor tasa de sedentarismo, un mayor consumo de METs y un mayor
consumo pico. También se ha comunicado que los individuos MHO presentan mejor
condicion fisica basal y que el grado de condicién fisica es un importante factor
protector de mortalidad precoz en los sujetos con sobrepeso y obesidad. Otros
estudios no observan diferencias en el grado de actividad fisica ni en el consumo pico,
ni en los parametros de gasto energético®2°.

Es bien conocido que el riesgo de presentar alteraciones metabdlicas es mayor entre
los sujetos con un nivel educativo bajo. En esta misma linea, se ha observado que el
fenotipo MHO se asocia a un mejor estado socioecondmico?’.

El fenotipo MHO presenta mejores parametros del metabolismo de carbohidratos con
valores en general mas bajos de glucemia basal y tras una carga oral de glucosa, de
insulina basal y de HOMA12.

Los individuos MHO muestran un perfil lipidico menos aterogénico, con valores mas

bajos de triglicéridos y de LDL oxidadas y niveles mas elevados de HDL colesterol, sin



observarse grandes diferencias en los niveles de colesterol total, LDL colesterol y
acidos grasos®:30.

En la mayoria de estudios, los sujetos MHO tienen un mejor perfil inflamatorio que los
individuos MAO, presentando valores mas bajos de marcadores inflamatorios como
PCRhs, a-1 antitripsina, IL-6, [L-18, TNF-q, C3, PAI-1 y leucocitos.

La mayoria de los estudios encuentran mayores niveles de adiponectina en los
individuos MHO25 que en los sujetos MAO, aunque otros autores no observan
ningunas diferencias3031.

Los sujetos MHO suelen presentar valores iguales o mas bajos de presion arterial que
los individuos MAO.

Finalmente, se ha descrito que los sujetos MHO presentan menores niveles de
glucagén y mayor integridad del sistema incretina, lo que les conferiria un perfil
menos diabetogénico que los sujetos MAO, cuyo eje entero-pancreatico estaria mas

alteradol2.



Planteamiento del problema
No existe hasta la fecha un criterio universalmente aceptado para definir a los

pacientes obesos metabolicamente sanos y la misma situaciéon se presenta con los
individuos delgados metabdlicamente no sanos, algunos autores proponen la
medicion de la resistencia a la insulina mediante el estandar de oro que es la pinza
euglucémica hipernsulinémica para definir a los grupos con lo cual se podria
identificar a las pacientes vulnerables y con alto riesgo de presentar enfermedad
cardiovascular para ser tratados oportunamente.

Debido a que el procedimiento de la pinza euglucémica no resulta factible en la
practica clinica cotidiana es necesario establecer la relacidon entre el (valor M), la
resistencia a la insulina evaluada por otros indices, las mediciones antropométricas, la
composicion corporal y el grado de fibrosis hepatica lo cual permita considerar a un

paciente con mayor o menor riesgo cardiovascular e iniciar un tratamiento temprano.

Pregunta de investigacion
;Cudl es la diferencia de la velocidad de infusion de glucosa (valor M) entre los

individuos obesos metabdlicamente sanos y obesos metabdlicamente no sanos,
medida mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica y su relacién con el grado de

fibrosis hepatica?



Justificacion

La obesidad en México es un problema creciente que condiciona grandes gastos a los
sistemas de salud, esta asociada con un mayor riesgo de desarrollo de comorbilidades
como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia aterogénica, hipertensiéon arterial,
sindrome de apnea/hipopnea obstructiva del suefio, asi como a un incremento en el
estado pro-inflamatorio por la secrecion de citocinas generadas por el tejido adiposo,
lo cual se traduce en una disminucién en la esperanza de vida debido principalmente
al aumento de riesgo cardiovascular. Ello traduce aumento en la mortalidad de la
poblacién econdémicamente activa y costos elevados para el sistema de salud derivado

de su atencion directa o indirecta.

Sin embargo, no todos los individuos con obesidad tienen alteraciones metabdlicas
evidentes. Se encuentran en proceso de estudio los mecanismos causales que explican
por qué algunos individuos con obesidad estan protegidos de las complicaciones
metabolicas y cardiovasculares asociadas. Es sabido que a pesar del perfil metabdlico
saludable que ostentan un porcentaje de los obesos al paso de los afios
ineludiblemente tendran mayor riesgo cardiovascular que la poblacion general!l. Por
otro lado esta el grupo de los pacientes delgados metabdlicamente no sanos que
representan una poblacion vulnerable y que podria pasar desapercibida, y que sin
embargo comparte el perfil metabodlico alergénico con el paciente obeso por lo cual
explorar la relacidn existente entre estos fenotipos metabdlicamente discordantes
dard pie a nuevas investigaciones que permitan intervenciones terapéuticas
tempranas en los grupos susceptibles para desarrollar complicaciones metabdlicas

independientemente de la obesidad.



Objetivo General
Determinar el valor M mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica en individuos

obesos metabolicamente sanos y obesos metabdlicamente no sanos.

Objetivos Especificos
a) Establecer si existe relacion entre el valor M obtenido mediante euglucémica

hiperinsulinémica en individuos obesos metabdlicamente sanos y obesos
metabolicamente no sanos y el porcentaje de grasa total, grasa androide y
grasa ginecoide.

b) Establecer si existe relacion entre el valor M obtenido mediante euglucémica
hiperinsulinémica en individuos obesos metabdlicamente sanos y obesos

metabolicamente no sanos y el grado de fibrosis hepatica.



Hipotesis
La velocidad de infusion de glucosa (valor M) durante la pinza euglucémica

hiperinsulinémica sera 60% mayor en individuos con obesidad morbida

metabolicamente sanos comparados con individuos con obesidad mdérbida no sanos.



Metodologia

Tipo de Estudio
Transversal comparativo

Por los grupos de estudio: disefio de 2 grupos paralelos
Por numero de mediciones: transversal

Por tipo de muestreo: muestreo no probabilistico

Poblacién objetivo: Pacientes mayores de 18 afios de edad con obesidad IMC > 45
kg/m?.

Poblacién accesible: Pacientes mayores de 18 afios de edad con obesidad IMC > 45
kg/m? pertenecientes a la Clinica de Obesidad del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y poblacion abierta e interesadas en participar
en el estudio.

El estudio se llevara a efecto en la Unidad de Investigacién de Enfermedades
Metabdlicas del Instituto de Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Se solicitara la
autorizacion de los pacientes para ser incluidos en el estudio, previa firma de carta de
consentimiento informado.

Hoja de Captura de Datos. La informacion sera recopilada en una hoja especifica que

se anexa en el presente protocolo

Descripcion de las maniobras o intervenciones
Visita 1. Tamizaje

Después de una entrevista personal o via telefénica se realizard tamizaje a los
voluntarios potenciales con una historia clinica y exploracion fisica, perfil de lipidos y
curva de tolerancia oral a la glucosa de dos horas con 75 gramos de glucosa. A las

mujeres en edad fértil se les realizara una prueba de embarazo.



Visita 2. Composicién corporal
La grasa total corporal y la masa libre de grasa serdn determinadas utilizando
absorciometria dual de rayos X (DXA), bioimpedancia y elastografia transitoria. Este

estudio sera realizado por personal capacitado y certificado.

Visita 3. Estudio metabolico
Los participantes ingresaran a la Unidad Metabdlica a las 07:00 horas del dia en que

se realizara el estudio. Se realizara una pinza euglucémica-hiperinsulinémica con
toma de muestras de sangre. En las mujeres el estudio se llevara a cabo durante la fase
folicular del ciclo menstrual. Se solicitara a los participantes que eviten la ingesta de
cafeina y alcohol por lo menos 24 horas antes del ingreso y abstenerse de cualquier
tipo de ejercicio por al menos tres dias antes del ingreso. Se insertara un catéter en
una vena antecubital y se utilizara una caja caliente para calentar la mano y obtener
muestras de sangre arterializada. Se insertara un catéter en una vena antecubital del
brazo contralateral para la infusidn de glucosa e insulina. Se mantendra la euglucemia
mediante la infusién variable de solucién glucosada al 20%. La velocidad de infusion
de insulina sera de 50 mU/m2/min durante tres horas (iniciando con dos bolos: 200
mU/m?/min durante 5 min seguido de 100 mU/m?/min durante 5 minutos).

Muestras de sangre

Se tomaran muestras de sangre (plasma) antes de iniciar la infusion de solucion
glucosada para obtener mediciones basales. Posteriormente se tomaran muestras de
sangre (plasma) cada 10 minutos durante los ultimos 30 minutos del periodo basal de
la pinza para determinar la concentracion de glucosa y concentraciones de insulina. Se
obtendran muestras de sangre (plasma) cada 10 minutos durante la pinza para

monitorizar la concentracidn de glucosa plasmatica.

Tamario de la muestra
La poblacion de estudio consistira de dos grupos de sujetos (con igual numero de

mujeres y hombres en cada grupo) de entre 18 y 65 afios de edad: 1) individuos con
obesidad (indice de masa corporal [IMC] 245 kg/m?) metabdlicamente sanos, 2)
individuos con obesidad metabolicamente no sanos. En publicaciones previas el valor

M promedio en sujetos sin obesidad, no ancianos y normales fue de 6.74 mg/kg x min



con desviacion estandar de 1.01, mientras que en sujetos con obesidad fue de 3.5
mg/kg x min. Tomando estos valores como referencia, para lograr estimar una
diferencia en el valor M promedio entre los grupos metabdlicamente sanos y no sanos
de 60% con un error alfa de 0.05 y un poder de 90% se estimé un tamafio de muestra

de 21 sujetos por grupo, es decir, 42 sujetos en total.
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Criterios de Seleccion
Grupo con obesidad y metabdlicamente sanos

a) Deseo de participar en el estudio y firma del consentimiento informado
b) Ambos géneros
c) Edad entre 18 y 65 afos
d) IMC 245 kg/m?
e) Una o ninguna de las siguientes caracteristicas:
a. Concentracion de triglicéridos en ayuno <150 mg/dl
b. Concentracién de colesterol HDL 240 y =50 mg/dl en hombres y
mujeres, respectivamente
c. Glucosa en ayuno <100 mg/dl
d. Glucosa alas 2 horas post-carga con 75 g de glucosa <140 mg/dl

e. Presion arterial sistélica <140 mmHg y/o diastolica <90 mmHg

Grupo con obesidad y metabdlicamente no sanos
a) Deseo de participar en el estudio y firma del consentimiento informado
b) Ambos géneros
c) Edad entre 18 y 65 afos
d) IMC 245 kg/m?
e) Dos o mas de las siguientes caracteristicas:
i. Concentracidn de triglicéridos en ayuno entre 151 y 499 mg/dl
ii. Concentracién de colesterol HDL <40 y <50 mg/dl en hombres y
mujeres, respectivamente
iii. Glucosa en ayuno entre 100 mg/dly 125 mg/dl
iv. Glucosa a las 2 horas post-carga con 75 g de glucosa entre 140
mg/dly 199 mg/dl

v. Presion arterial sistdlica 2140 mmHg y/o diastélica 290 mmHg

Criterios de exclusion
a) Hospitalizacion en los ultimos 3 meses

b) Enfermedad con mal prondéstico a corto plazo (por ejemplo: cancer)

c) Enfermedades autoinmunes



d) Infeccion aguda o sindrome febril

e) Insuficiencia hepatica

f) Consumo de alcohol 220 g/dia

g) Diabetes

h) Triglicéridos en ayuno >500 mg/dl

i) Tabaquismo

j) Embarazo

k) Lactancia

1) Consumo de medicamentos tales como metformina, fibratos, estatinas, acidos
grasos omega 3, esteroides, antipsicoticos, anticomiciales u otros a criterio del
investigador que interfieran con los resultados del estudio. En el caso del grupo
de obesos metabdlicamente no sanos si se encuentran tomando medicamentos
se les pedira que los suspendan una semana antes para la realizacion del
estudio, excepto los anti-hipertensivos.

m) Disminucién importante del peso corporal en los ultimos 3 meses (2-4 kg/mes)

n) Pacientes con alteraciones psiquiatricas, trastorno de déficit de atencion,

depresion.



Criterios de eliminacion
a) Inasistencia a cualquiera de las evaluaciones.

b) Incapacidad para finalizar satisfactoriamente el estudio de la pinza

euglucémica (falta de cooperacidn, presencia de hipoglucemia)

Desenlace y variables
Variables/desenlaces principales a medir

a) Velocidad de utilizacion de glucosa durante la pinza (Valor M)

Variables/desenlaces secundarios a medir:
a) Indice de fibrosis hepatica

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se asegurara el cumplimiento de los supuestos necesarios
para el uso de las diferentes pruebas (distribucién normal, igualdad de varianzas). Se
utilizara prueba T de Student o U de Mann Whitney para evaluar las diferencias entre
los grupos en el caso de variables continuas y prueba Chi-cuadrada en el caso de
variables categoricas. Adicionalmente, se realizara analisis de correlaciéon para
determinar la relacién entre las variables estudiadas. Los datos se recolectaran,
almacenaran y analizaran con el paquete estadistico SPSS® (Statistical Package for

the Social Sciences) para Windows®, version 22.0



Definicién de Variables

Nombre de | Tipo de Escalade | Definicion Definicion Unidad de
la variable | variable medicion | conceptual operacional medicion
Variable dependiente
Valor M Cuantitativa Razoén Medida de | Glucosa mg/kg/min
continua tolerancia a la | (mg/kg/min)/kg
glucosa y esta
dado por la tasa
de infusién de
glucosa
administrada
durante unidad
de tiempo
(mg/kg/min)
Variables independientes
Edad Cuantitativa Razoén Tiempo Tiempo Afios
continua transcurrido transcurrido desde
desde el el nacimiento hasta
nacimiento hasta | el registro del
el momento paciente
actual
Sexo Cualitativa Nominal Condicion que Sexo consignado en | 1. hombre
dicotémica agrupaa la hoja de registro 2. mujer
especies que
comparten
ciertos
caracteres
Talla Cuantitativa Razoén Longitud de una | Alturaregistradaen | metros
Continua persona medida | el estadimetro SECA.
delos piesala
cabeza
Peso Cuantitativa Razoén Fuerza conlaun | Cuantificacién en kilogramos
continua cuerpo es kilogramos de la
atraido ala masa de un
Tierra individuo en una
béscula calibrada
SECA.
Indice de Cuantitativa Razoén Asociacién entre | Relacion del peso en | Kg/m?
masa continua el pesoylatalla | kgcon el cuadrado
corporal de un individuo de la talla en metros.
(IMQ)
Perimetro Cuantitativa Razén Medida del Perimetro centimetros
de cintura continua punto medio abdominal medido
entre la tltima con las referencias
costilla conceptuales en
falsay la linea centimetros con una
imaginaria entre | cinta flexible
las
apdfisis
espinosas
anterosuperiores
Glucosa Cuantitativa Razoén Concentracién Magnitud en mg/dl mg/dl
sérica continua de glucosa en que se reporta en
suero del quimica sanguinea




paciente

Insulina Cuantitativa Razoén Concentracién Concentracién de mU/L
sérica continua de insulinaenel | insulina en el suero
suero del del paciente
paciente mediante RAI
Colesterol Cuantitativa Razoén Concentracién Magnitud obtenida mg/dl
continua de colesterol en en reporte de perfil
suero del lipidico
paciente
c-HDL Cuantitativa Razoén Concentracién Magnitud obtenida mg/dl
continua de HDL en suero | en reporte de perfil
del paciente lipidico
c-LDL Cuantitativa Razoén Concentracién Magnitud obtenida Mg/dl
continua de LDL en suero | en reporte de perfil
del pacientes lipidico
Presiéon Cuantitativa Razoén Presién que Medicion realizada mm/Hg
arterial continua ejercen los vasos | en dos ocasiones
al paso de la por instrumento
sangre calibrado marca
OMRON y de obtiene
promedio
Actividad Cualitativa Nominal Movimiento Actividad fisica 1. Sedentario
fisica categdrica corporal Medido por IPAQ 2. Actividad
producido por fisica
musculo moderada
esquelético que 3. Actividad
condiciona gasto fisica intensa
de energia
Grado de Cualitativa Nominal Estado de rigidez | Grado de elasticidad | Grado 0
fibrosis categdrica o elasticidad del | origidez de un Grado 1
hepatica higado cilindro de Grado 2
parénquima Grado 3
hepatico Grado 4
% masa Cuantitativa Razén % Respecto a % de grasa medido Porcentaje
grasa DXA continua peso corporal por DEXA Lunar (%)
que corresponde
a grasa
% masa Cuantitativa Razén % porcentaje % de musculo Porcentaje
magra DXA | continua respecto a peso medido por DEXA (%)
corporal que Lunar
corresponde a
musculo
% grasa Cuantitativa Razén % del total grasa | % de Grasa Porcentaje
androide continua distribuida localizada alrededor | (%)
alrededor de la de la cintura medido
cintura por DEXA Lunar
% grasa Cuantitativa Razén % del total de % de Grasa Porcentaje
ginecoide continua grasa distribuida | localizada alrededor | (%)

alrededor de la
cadera

de la cadera medido
por DEXA Lunar




Aspectos éticos

De acuerdo a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion este protocolo se
clasifica como de riesgo mayor al minimo, ya que se incluyen procedimientos
invasivos como la toma de muestra de sangre y la administracién de insulina que
pudiese condicionar hipoglucemia. A todos los pacientes que retinan los criterios de
inclusion se les invitara a participar y se les dara la informacién necesaria para que
tengan la libertad de decidir su participacion, lo anterior, se realizara en la Unidad de
Investigacion de Enfermedades Metabdlicas del INNCMSZ. En caso de dar su
autorizacion se les dard la libertad de retirarse en cualquier momento de la
investigacion si asi lo desean, sin que se afecte su atencion en el Instituto.

El personal que realiza la toma de la muestra de sangre esta entrenado y plenamente
capacitado por lo que el riesgo de presentar moretdn o sangrado se minimiza.

El estudio de composicion corporal no representa una exposicion significativa a
radiacion. Durante la realizacion de la pinza euglucémica hiperinsulinémica un médico
estara presente para detectar las complicaciones que pidieran presentarse y
atenderlas oportunamente.

En caso de alguna molestia, el paciente tendra la libertad de comunicarse con el
investigador para que lo oriente en relacion a la conducta que debe de seguir, en caso
de que requiera atencidén de urgencia acudira al servicio de admision continua del
Instituto Nacional de Nutricién y Ciencias Médicas. Los datos acerca de su identidad y
su informaciéon médica no seran revelados en ningin momento como estipula la ley,
por lo tanto, en la recoleccion de datos clinicos no habra riesgos mayores en lo
relativo a la proteccion de la confidencialidad, la cual sera protegida mediante la
codificaciéon de las muestras y de la informacion.

El estudio permitira la obtencion de nuevos conocimientos sobre los mecanismos que
participan en la obesidad y sus complicaciones. A todos los participantes se les

instruira sobre la adopcion de un estilo de vida saludable.



Cuando los resultados del estudio sean publicados o presentados en conferencias no
se dara informacién que pudiera revelar la identidad de los participantes.

El consentimiento informado se solicitarda previo a la inclusién del participante al
estudio, por el investigador principal y/o co-investigadores. Se explicara al
participante sobre la libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento de

la investigacion (Articulo 21, Fracciones I VII de la Ley General de Salud).



Recursos, financiamiento y factibilidad

Recursos e infraestructura.

Los investigadores que participan en el presente estudio, tienen experiencia con el
procedimiento de pinza euglucémica hiperinsulinémica. Se cuenta con personal
certificado en la realizacion de estudios de composicion corporal, la elastografia
transitoria sera realizada por un s6lo médico Gastroenterologo certificado en el uso
del elastografo. La Unidad de Investigacion de Enfermedades Metabdlicas cuenta con

el equipo que se requiere para la realizacion de los procedimientos.



Resultados

Se incluyeron 40 mujeres para distribuirse en 2 grupos de acuerdo a su perfil

metabdlico en metabdlicamente sanas y metabolicamente no sanas (tabla 1).

\ Tabla 1. Caracteristicas demograficas y basalaes

MHO MUHO P
(n=20) (n=20)
Edad 34 [23.5-48.5] 43.5[33.5-51.5] 0.096
AHF T2D 11 (55) 19 (95) 0.003
AHF HTA 3 (15) 4 (20) 0.677
AHF IAM 7 (35) 6 (30) 0.736
AHF EVC 5 (25) 1(5) 0.077
AHF dislipidemia 5 (25) 9 (45) 0.185
AHF obesidad 17 (85) 18 (90) 0.633
APP dislipidemia 1(5) 2 (10) 0.548
APP HTA 1(5) 5 (25) 0.077
APP hipotiroidismo 4 (20) 2 (10) 0.376
Menopausia 5 (25) 7 (35) 0.490
TAS, mmHg 115.3+11.0 119.3+12.7 0.572
TAD, mmHg 78.2+6.7 78.4+6.7 0.981
Glucosa, mg/dl 94.1+7.3 99.1+8.2 0.048
Glucosa 120 min, mg/dl 115.5[107-130] 130 [109-162.5] 0.102
Alc, % 5.6+0.40 6.0£0.34 0.001
Insulina, pU/ml 20.4+10.6 24.7£12.7 0.251
HOMA 3.74 [2.75-6.08] 5.98 [3.87-6.82] 0.127
Triglicéridos, mg/dl 118.3+36.1 183.8+69.6 0.001
Colesterol total, mg/dl 170.7+27.1 182.9+30.9 0.192
Colesterol HDL, mg/dl 44.6x8.7 37.6%5.6 0.005
Colesterol LDL, mg/dl 102.4+22.1 108.7+24.8 0.402
Apo B, mg/dl 91.4+14.8 103.9+19.0 0.026
Acido tirico, mg/dl 5.4+0.78 5.9+1.0 0.087
Creatinina, mg/dl 0.60+0.08 0.66+0.18 0.168
ALT, UI/1 24.5[19.5-46] 26.5[21.5-38] 0.738
AST, Ul/1 31.1+16.2 29.8+13.6 0.794
GGT, Ul/1 24.4+17.3 25.7+15.1 0.795
Adiponectina, ng/ml 7.8+2.7 6.9+2.7 0.377
PCR, 0.67 [0.46-1.23] 0.99 [0.45-1.95] 0.621

Datos expresados como nimero y %, medias y desviacién estandar o mediana [intervalo intercuartilar],

segun sea apropiado




El analisis de los antecedentes heredofamiliares aporté los siguientes datos: el
antecedente de diabetes mellitus 2 fue de 11 (55%) en el grupo de metabdlicamente
sanas y 19 mujeres (95%) en el grupo de metabolicamente no sanas, con diferencia
significativa entre ambos grupos (p= 0.003)

La media de glucosa (*DE) fue de 94.1+7.3 y 99.1#8.2 mg/dl con diferencia
significativa entre ambos grupos (p= 0.048); en este mismo rubro la hemoglobina
glucosilada (*DE) se encontr6 en 5.6 +0.40 y 6.0 +0.34% también con diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.001).

Los triglicéridos (*DE) se encontraron en 118.3 +36.1 y 183.8 +69.6 mg/dl lo cual
también demostrd diferencia significativa (p= 0.001). El colesterol HDL 44.6 +8.7 y
37.6 +5.6 mg/dl se encontré disminuido en la poblacién con alteraciones metabdlicas
demostrando también significancia estadistica (p= 0.005).

La cuantificacion de apo B (xDE) se encuentra con diferencia estadistica significativa
91.4 +4.8y 103.9 £19.0 (p= 0.026).

Respecto al tratamiento farmacolégico recibido en la poblacién también encontramos
diferencias significativas respecto a consumo de antihipertensivos especificamente
del grupo de los inhibidores de enzima convertidora de angiotensina y ARA, siendo
40% de las mujeres incluidas en el grupo de metabdlicamente enfermas quienes los
consumian y ninguna en el grupo metabdlicamente sano (p= 0.002). No se observd
diferencia estadisticamente significativa respecto al uso de metformina 10% de las
mujeres en el grupo metabdlicamente sano y 30% de las mujeres en el grupo

metabolicamente enfermo (tabla 2).

| Tabla 2. Tratamiento farmacolégico

MHO MUHO P

(n=20) (n=20)
Metformina 2 (10) 6 (30) 0.114
iECA/ARAs 0 8 (40) 0.002
Estatinas 1(5) 1(5) 1

Datos expresados como numero y (porcentaje)

Se midieron variables antropométricas dentro de las que destacan por presentar

diferencias la circunferencia de cintura siendo 124.4 +12.9 y 135 #11.9 cm (p=



0.007) asi como el tejido adiposo visceral 5.8 2.1y 7.5 *2.1 litros (p= 0.022) (tabla
3).

\ Tabla 3. Composicion Corporal

MHO MUHO P

(n=20) (n=20)
Peso, kg 120.6+£17.3 129.8415.7 0.086
IMC, kg/m? 47.9+6.9 50.5+5.5 0.209
Circunferencia de cintura,cm  124.4+12.9 135.6+11.9 0.007
Grasa corporal, % 54.5+2.6 55.5+2.7 0.242
Grasa corporal, kg 66.1+12.5 72.1+10.8 0.108
Masa libre de grasa, % 45.5%2.6 44.5+2.7 0.242
Masa libre de grasa, kg 54.6+5.7 57.6+6.4 0.127
Tejido adiposo visceral, L 5.8+2.1 7.5+2.1 0.022

Datos expresados como medias y desviacion estandar

Los resultados obtenidos por elastografia muestran que el 62.5% de las mujeres
pertenecientes al grupo metabdlicamente sanas se encuentran en estadio 3 de
esteatosis y a su vez 89.5% de las mujeres del grupo metabdlicamente enfermas
también se encuentran en este mismo estadio con significancia estadistica (p= 0.058);
la fibrosis que también fue medida por elastografia se cuantifico en kilopascales
encontrando diferencia significativa entre el grupo de sanas 5.05 [3.92-8.95] y el

grupo de enfermas 8.80 [5.5-15-4] (p= 0.029).



La variable principal de estudio, la resistencia a la insulina, medida mediante la pinza
euglucemica hiperinsulinémica mostré diferencia significativa al calcular el valor M
ajustado por masa libre de grasa con encontrando los siguientes valores 6.78 +3.05 y

4.93 £1.39 mg/kg masa libre de grasa (p=0.021) (tabla 4)

| Tabla 4. Sensibilidad a la insulina

MHO MUHO P
(n=20) (n=20)
Valor M mg/kg 2.81[1.87-4.19] 2.12 [1.55-2.58] 0.076
Valor M mg/kg FFM 6.78+3.05 4.93+1.39 0.021
Valor M mg/m? SC 27.62+13.4 22.51+8.03 0.155
Valor M mg/kg FFM + 17.7  24.48+3.05 22.63+1.39 0.021

Datos expresados como nimero y %, medias y desviacién estandar o mediana [intervalo intercuartilar],
seguln sea apropiado



Discusion

La obesidad se ha convertido en uno de los mayores problemas de salud a nivel
mundial en las ultimas décadas, especificamente debido a que se le ha atribuido un
riesgo incrementado para el desarrollo de enfermedades como diabetes, aumento del
riesgo cardiovascular, dislipidemia, hipertensién y ciertos tipos de cancer.

Dentro de los pacientes con obesidad existe un subgrupo de pacientes que parecen no
presentar riesgo para el desarrollo de complicaciones metabdlicas. Este grupo se

puede encontrar referido en la literatura como pacientes con obesidad

metabodlicamente sanos.

Hasta el momento no existe acuerdo general para definir el estatus de
metabolicamente sano para este grupo de pacientes con obesidad, de hecho sigue
cuestionandose si realmente podrian considerarse como sanos; la mayoria de los
estudios utilizan como definicion de disfuncion metabdlica los criterios para
diagnosticar sindrome metabdlico (SM), algunos autores adicionan algin otro
parametro a la definicion de SM como proteina C reactiva y HOMA IR, un menor
numero los clasifica mediante resistencia a la insulina (HOMA-IR y pinza euglucémica
hiperinsulinémica), esto ultimo basandose en que la resistencia a la insulina es un

factor de union de todos los factores de riesgos estipulados en el SM.

Con el presente estudio se realizaron mediciones e intervenciones para conseguir que
la clasificacidn de este grupo metabolicamente sano en caso de existir, fuese ain mas
clara, el espectro de la obesidad que se estudié a diferencia de publicaciones previas
solo se centra en las mujeres con obesidad extrema IMC > 40 kg/m2, esta situacion
hace aun mas dificil encontrar el obesos metabdlicamente sano de acuerdo a los
criterios de armonizacion y limita el nimero de pacientes que pueden incluirse, como
en estudios previos fue notorio como el perfil sano podia encontrarse con relativa
frecuencia en una poblaciéon mas joven lo cual es igual de consistente con estudios

previos 11.



Si bien no es el mejor indicador para definir el estatus de metabolicamente sanos la
glucosa de ayuno muestra diferencias entre los grupos sin que esto se convierta en
una diferencia absoluta para definir a los grupos pues muchos de estos pacientes a
pesar de presentar glucosa de ayuno dentro de rango normal presentan alteraciones
tanto en la hemoglobina glucosilada como en la glucosa post carga con 75 gramos de
glucosa a los 120 minutos; estos dos ultimos parametros como es sabido son mucho
mas especificos para relacionarlos con la verdadera utilizacion y aprovechamiento de
la glucosa.

Los triglicéridos y el colesterol HDL por definicidn tienen que presentar diferencias,
sin embargo habra que destacar la alta incidencia en la poblacion mexicana de cifras
de HDL colesterol por debajo de 40 ya establecida por estudios previos, lo cual
también puede considerarse una limitante de acuerdo a los criterios de
caracterizacién que internacionalmente se han aceptado. La apo B también es
significativamente mayor en los pacientes con obesidad y metabdlicamente enfermos

también este hecho consistente con estudios previamente publicados.

Pocos son los estudios que han tenido como enfoque el caracterizar a la poblacion
metabolicamente sana en el aspecto de la composicion corporal, la mayoria de ellos se
enfoca solamente en la descripcion de las caracteristicas clinicas. Las variables
relacionadas en la composicion corporal determinada mediante bioimpedancia
demostraron datos alentadores y que permitirdn continuar con la linea de
investigacion pues la circunferencia de la cintura y el tejido adiposo visceral
mostraron diferencias significativas que de acuerdo a estudio publicados
recientemente explican como las citocinas pro-inflamatorias secretadas por este
organo endocrino pueden interferir con la utilizacion de la glucosa por el higado y

consecuentemente condicionar una cascada inflamatoria y resistencia a la insulina.

Mediante elastografia se realizaron mediciones para determinar el grado de fibrosis y
esteatosis hepatica, la poblacidn estudiada es especialmente dificil de abordar debido
a la abundante cantidad de tejido adiposo subcutaneo que hace complicado obtener

las 10 mediciones efectivas para que el estudio se considere de calidad. Sin embargo



utilizando el transductor XS disefiado para la poblacién con obesidad se obtuvieron
resultados equiparables en cuanto a calidad con los reportados en la literatura. Este
estudio demostré aumento tanto en el grado de fibrosis como en el estadio de
esteatosis para el grupo como perfil metabdlico no sano, otros estudios ya han
ahondado en el particular procesos de esteatosis que daria pie a la resistencia a la
insulina inicialmente a nivel hepatico pero que finalmente conduce a la resistencia a la
insulina a nivel periférico, por lo que se considera un gran apoyo para identificar junto
con otros marcadores a pacientes con alto riesgo para el desarrollo de complicaciones

cardiometabdlicas.

La resistencia a la insulina medida mediante el estandar de oro que es el clamp
euglucémico hiperinsulinemico que si bien ya se ha realizado para conseguir definir el
grupo de pacientes con obesidad no asi exclusivamente para mujeres con obesidad
extrema, una vez ajustado la tasa de utilizacion de la glucosa por masa libre de grasa,
se obtuvo significancia estadistica lo cual aporta evidencia junto con las diferencias
encontradas respecto a tejido adiposo visceral para considerar como influye tanto la
composicion corporal asi como la distribucion de grasa en la tasa de aprovechamiento

de la glucosa..



Conclusiones

El perfil metabdlico inicial demuestra las diferencias propias para definir a los grupos,
utilizando los criterios ATP III. Cabe destacar que no se puede otorgar igual peso a un
parametro propio del metabolismo de carbohidratos como por ejemplo a la alteracion
en el perfil lipidico. Sin embargo y consistentemente con estudios previos la
cuantificacion de apo B también demostr6 diferencias significativas entre ambos
grupos.

La resistencia a la insulina, variable principal de estudio, muestro diferencias
significativas cuando este fue ajustada por mas libre de grasa, lo que apoya resultados
de estudios previos en que los pacientes con un perfil metabdlicamente sano se
caracterizan por una mayor sensibilidad a la insulina

El caracterizar la poblacion de obesos metabdlicamente sanos dara pie a nuevas

investigaciones que permitan intervenciones terapéuticas tempranas
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Anexos
Anexo 1. Hoja de procedimientos abreviada.

Protocolo de Investigacion

Determinacion del valor M en individuos obesos morbidos metabodlicamente sanos, individuos

N

- w

obesos mérbidos metabdlicamente no sanos, individuos delgados sanos e individuos delgados

no sanos mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica. Estudio transversal comparativo
Visita 1
Consentimiento informado
Llenar de hoja de recoleccién de datos
Cuestionarios de actividad fisica
a. Laval
b. I1PAQ
Entrega de formato para registro de consumo de alimentos de 3 dias (dos entre semana y uno de
fin de semana)
Entrega recoleccion de orina de 24 horas
Canalizacién y toma de estudios
a. 0 minutos: 1 tubo amarillo 6 cc, 1 tubo lila 4 cc, 2 tubos lilas 6 cc
i. Creatinina
ii. Acido trico
iii. Glucosa
iv. Hemoglobina glucosilada
v. Colesterol total
vi. Colesterol HDL
vii. Colesterol LDL
viii. Triglicéridos
ix. Creatinina en orina de 24 h
x. Albumina en orina de 24 h
xi. Almacenar 6 alicuotas a -70°C para medicién posterior de: FGF21, adiponectina,
leptina, PCR, TNF-alfa, IL-6
b. 120 minutos: 1 tubo amarillo 6 cc

i. Glucosa
Programacion de visita 2 (1 semana después)
Visita 2
Fibroscan
Antropometria
a. Peso
b. Estatura

c. Circunferencia de cintura y cadera
DXA
Revisar formato de registro de consumo de alimentos de tres dias
Programacidn de visita 3
Visita 3
Clamp
Programacidn de visita 4
Visita 4
Entrega de resultados
Plan de alimentacion (en caso de no tener)



Anexo 2. Consentimiento Informado

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRAN”"

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
Determinacion del valor M en mujeres con obesidad extrema metabodlicamente
sanas y no sanas, mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica. Estudio
transversal comparativo.

Febrero 2019. Version 4

Investigador principal: Dra. Paloma Almeda Valdés

Direccion del investigador: Vasco de Quiroga No. 15 Colonia Seccién XVI, Delegacion
Tlalpan, México D.F. C.P. 14000

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias): 5513-
3891; teléfono celular para emergencias: 04455-54578531.

Investigadores participantes: Lic. Nut. Griselda X. Brito Cordova, Lic. Nut. Donaji V.
Goémez Velasco, Dr. Miguel Herrera Hernandez, Dr. Juan Eduardo Garcia Garcia, Dr.
Samuel Klein, Dr. Carlos A. Aguilar-Salinas, Dr. Dushan Meza Oviedo, Lic. Nut. Daniel
Sanchez Lazaro, Médico Pasante Jessica Garcia Chavez, Dr. Francisco ]. Gomez Pérez.
Nombre del patrocinador del estudio: Ninguno

Direccion del patrocinador: Ninguno

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: version 3, febrero
de 2016

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento y 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 Investigacion para la Salud, la
Declaracion de Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision de
Nacional de Bioética.

Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento
suficiente acerca de los riesgos y beneficios, con el fin tomar una decisiéon informada.
Este formato de consentimiento informado le dara informacion detallada acerca del
estudio de investigacion que podra comentar con su médico tratante o con algin
miembro del equipo de investigadores. Al final se le pedira que forme parte del
proyecto y de ser asi, se le invitara a firmar este consentimiento informado, bajo
ninguna presion o intimidacion.

PROCEDIMIENTO PARA DAR SU CONSENTIMIENTO:

Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar en esta investigacion y puede
solicitar todo el tiempo que requiera para considerar esta invitacion. El investigador le
explicara ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presion



y tendra todo el tiempo que requiera, para pensar solo o quién usted decida, e
informarle acerca de su decision al investigador. Esta decision no tendra efecto alguno
sobre su atencion médica en el Instituto.

Al final de esta explicaciéon usted debe de entender los puntos siguientes:

1. La justificacion y los objetivos de la investigacion

2. Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la
identificacion de los que son procedimientos experimentales

3. Los riesgos o molestias previstos

4. Los beneficios que se pueden observar

5. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted

6. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre
los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion

7. La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello se interrumpa su atencion en el Instituto.

8. La seguridad de que no va a ser identificado en ninguna publicacion,

presentacion o divulgacion de los resultados del estudio y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relativa a su privacidad

9. El compromiso de proporcionar informacion actualizada obtenida durante el
estudio, aunque esto pudiera afectar la disposicidn para continuar su participaciéon

10.  La disponibilidad de tratamiento médico y compensacion a la que legalmente
tiene derecho por parte de la institucién, para que le brinde atencién de la salud en el
caso de dafios, directamente causado por la investigacion. Es su derecho, solicitar mas
tiempo o llevar a casa este formulario antes de proporcionar una decision final en los
proximos dias

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado Sr. (a)

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién le invitan a participar en este
estudio de investigacion que tiene como objetivo investigar el procesamiento de la
glucosa y la presencia de inflamacion todo el cuerpo y en de la grasa del cuerpo en
individuos con obesidad con y sin presencia de alteraciones médicas, asi como en
sujetos delgados.

La duracion del estudio sera de dos afios. Su participacién tendra una duracion
aproximada de dos semanas. Se le invita debido a que usted tiene obesidad con o sin
alteraciones médicas o porque es delgado y sus resultados seran usados como
referencia.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Visita 1. Escrutinio

Los participantes deberan presentarse en el Departamento de Endocrinologia y
Metabolismo previo ayuno de 8 a 12 horas. Se obtendra el consentimiento informado.
Se realizara una historia clinica y exploracién fisica completa y una evaluacién de las
medidas antropométricas (circunferencia de cintura, cadera, talla y peso) y medicion



de la presion arterial. Se realizara un perfil de lipidos y una prueba de tolerancia con
75 g gramos de glucosa de dos horas. A las mujeres en edad fértil se les realizara una
prueba de embarazo. Se solicitara un registro del consumo de alimentos durante 24
horas de dos dias de entre semana y un dia de fin de semana, el cual debera
devolverse en la visita siguiente. Se le solicitara que no se realicen cambios en la
actividad fisica.

Vistita 2. Composicidn corporal

Se le pedira que se presente en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo
previo ayuno de 8 a 12 horas donde se realizara un estudio de densitometria (DEXA)
que permitira la medicion de la grasa corporal y la masa libre de grasa. Se cuantificara
la fuerza y dureza del higado mediante un estudio parecido a un ultrasonido
denominado elastografia transitoria (Fibroscan®). Su estancia aproximada sera de
una hora.

Visita 3. Estudio metabolico

Los participantes deberan presentarse en el Departamento de Endocrinologia y
Metabolismo previo ayuno de 8 a 12 horas a las 7 am. Se colocara un catéter en una
vena de un brazo y se utilizara una caja para calentar la mano y obtener las muestras
de sangre. En el otro brazo se insertara otro catéter para la infusion de glucosa e
insulina. Se realizara la infusion de glucosa en cantidades variables durante un
periodo aproximado de 4 horas. Durante este periodo se tomaran muestras de sangre
de 0.5 ml cada 10 minutos para mantener las cifras de glucosa en sangre estables
mediante el ajuste de la cantidad de glucosa administrada. En las muestras de sangre
obtenidas durante estudio se mediran las concentraciones de glucosa, insulina,
péptido C (entre otras) para valorar el procesamiento de glucosa en su organismo. Asi
mismo se cuantificaran otras hormonas (adiponectina, FGF21, entre otras)
involucradas en el procesamiento de glucosa.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El ayuno requerido para algunas de las visitas del estudio pueden causarle mareo,
dolor de cabeza y en raras ocasiones desmayo.

Los riesgos de la toma de muestra de sangre incluyen:

1. Posibilidad de sangrado ligero o moreton en el sitio de la puncién
2. Mareo o sensacion de desmayo
3. Puede producirse una puncion arterial en raras ocasiones

El personal que realiza la toma de muestras de sangre esta entrenado para ello, lo que
minimiza los riesgos de complicaciones.

Para el estudio metabolico se colocaran catéteres en venas lo cual puede causar dolor
y hematomas en el sitio de la puncion. El dolor es generalmente controlable con una
dosis baja de analgésico. Durante este estudio existe un riesgo minimo de presentar
un nivel de glucosa bajo. El estudio sera supervisado por un médico lo que permitira
la correccidn oportuna. La cantidad de sangre obtenida en el estudio sera menor a100
mililitros, esta cantidad no implica riesgos.

El estudio de densitometria no representa una exposicion significativa a radiacion.



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

BENEFICIOS POTENCIALES

El estudio permitira la obtencion de nuevos conocimientos sobre los mecanismos que
participan en la obesidad y sus complicaciones. A todos los participantes se les
instruira sobre la adopcion de un estilo de vida saludable. A los pacientes con
alteraciones metabdlicas se les ajustara el tratamiento farmacolégico con el fin de
alcanzar el mejor control posible.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
Su participacién en el estudio no tendra ningun costo.

COMPENSACION

Si sufre lesiones como resultado de su participaciéon en este estudio, se le
proporcionara tratamiento inmediato y se le referira, en caso de ameritarlo, al médico
especialista que requiera. El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiradn no brinda ningin tipo adicional de compensaciéon para cubrir el
dafo.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacién es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el
estudio. El trato y tratamiento no se veran modificados por que usted decida no
participar.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Si un producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, sera propiedad
del Instituto o quienes ellos designen y en tal caso usted no recibira un beneficio
financiero.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted podra solicitar los resultados de su evaluacion y de las conclusiones del estudio
ala Dra. Paloma Almeda Valdés del INCMNSZ: 5513-3891.

La investigacion es un proceso largo y complejo, por lo tanto el obtener los resultados
finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su
participacién en cualquier momento sin perjudicar su atencién en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Ademas, se le informara a
tiempo si se obtiene nueva informacién que pueda afectar su decision para continuar
en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION



Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios y las muestras bioldgicas
obtenidas no contendran ninguna informacién personal, ya que se codificaran con un
cddigo numérico para evitar cualquier posibilidad de identificaciéon. El codigo es un
numero de identificacién que no incluye datos personales.

Por disposicidn legal, las muestras bioldgicas, incluyendo la sangre, son catalogadas
como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la
investigacion sus muestras no podran serle devueltas. Es posible que sus muestras
bioldgicas asi como su informacion médica y/o genética, puedan ser utilizadas para
medicion de sustancias no contempladas ahora o para otros proyectos de
investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser
usados para estudios de investigacion que no estén relacionados con condiciones
distintas a las estudiadas en este proyecto.

Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 4 afos. Los
cddigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por ley a no divulgar su identidad. Estos codigos
seran guardados en un archivero con llave. Solo los investigadores tendran acceso.
Usted puede solicitar la suspension del analisis de las muestras y su destruccion. Para
ello, debera ponerse en contacto con el investigador principal y solicitarlo por escrito.

Ninguna informacién sobre su persona sera compartida con otros sin su autorizacidn,
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 informacién de los
participantes. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas con las mismas
medidas de confidencialidad y solo los investigadores tendran acceso a los datos que
tienen su nombre. Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y
destrucciéon de su material bioldgico y de su informacion.

El Comité de Etica en Investigacién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion ha aprobado la realizacion de éste estudio. Dicho comité es quien revisa,
aprueba y supervisa los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el
futuro, si se identifica informaciéon que se considere importante para su salud, se
consultara con el Comité de Etica que supervisa este estudio para decidir la mejor
forma de proporcionarle esta informacion a usted y a su médico.

Ademas, le solicitamos que nos autorice contactarlo de nuevo, 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 informacién personal seran
eliminados antes de usar los datos. Si usted lo solicita su médico de cabecera sera
informado sobre su participacién en el estudio.

Su material genético no sera usado con fines distintos a los mencionados en este
documento. Si el investigador desea usarlo con fines distintos debera notificarlo y
solicitarle su firma en un documento similar al que usted esta leyendo. Los resultados
de los estudios genéticos no seran incluidos en su expediente del Instituto, a menos
que tengan implicaciones para su tratamiento. Ademas los resultados de estudios



genéticos podrian ser causa de discriminacion para las personas que tengan alguna
anormalidad que los predisponga para sufrir una enfermedad. Se tomaran las
acciones necesarias para evitar que su informaciéon sea conocida por terceros que
pudieran tomar acciones discriminatorias contra usted.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio o tiene preguntas sobre el
estudio, por favor pdongase en contacto con la Dra. Paloma Almeda Valdés en el
Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran al teléfono: 55133891.

Si usted tiene preguntas a cerca de sus derechos como participante en el estudio,
puede hablar con el Dr. Arturo Galindo Fraga, Presidente del Comité de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran
al teléfono: 54870900 ext. 6101.

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas
que he tenido y todas 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 satisfaccidon.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas de
sangre y tejidos para ser utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informaciéon médica
y biolégica 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) NO

(marque por favor)

a. (Ha leido y entendido la forma de consentimiento informado, en su lenguaje
materno? o;Hab.;Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este
estudio? o;Hac.;Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus
preguntas? o;Had.;Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha
tenido el tiempo suficiente para tomar la decisién? o;Hae. ;Entiende usted que su

participacién es voluntaria y que es libre de suspender su participacion en este
estudio en cualquier momento sin tener que justificar su decisidn y sin que esto afecte
su atencién médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma tenga
derecho? oecif. Si aplica: ;Autoriza se dé acceso a sus registros médicos para



este estudio de investigacion y para propoésitos regulatorios a otras agencias
gubernamentales de la salud en México y posiblemente otras agencias
gubernamentales de la salud en otros paises en donde se pueda considerar al farmaco
en estudio para la aprobacion de su comercializacion? outog. ;Entiende los posibles
riesgos, algunos de los cuales son aun desconocidos, de participar en este estudio?

o;Enh. ;Entiende que puede no recibir algin beneficio directo de participar en
este estudio? o;Eni. ;Ha discutido usted otras opciones de tratamiento con el médico
participante en el estudio y entiende usted que otras opciones de tratamiento estan a

su disposicion? o;Haj. ;Entiende que no estd renunciando a ninguno de sus
derechos legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un estudio de
investigacion? o;Enk. ;Entiende que el médico participante en el estudio puede

retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que Usted no sigui6 los
requerimientos del estudio o si el médico participante en el estudio considera que
médicamente su retiro es en su mejor interés? o;Enl. Si aplica ;Entiende que el
estudio puede ser suspendido por el patrocinador del estudio en cualquier momento?
oEntm. (Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de
esta Forma de Consentimiento, para sus registros personales? o;En
Declaracion del paciente:
Yo, declaro que es mi decision
participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado que puedo
negarme a participar o terminar mi participacion 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 Zubiran y no sufriré perjuicio en mi
atencion 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 usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con
el investigador principal del estudio: Dra. Paloma Almeda Valdés: 55133891.
Si usted tiene preguntas a cerca de sus derechos como participante en el estudio,
puede hablar con el coordinador del Comité de Etica en Investigacién del Instituto: Dr.
Arturo Galindo Fraga, Presidente del Comité de Etica Teléfono: 54870900 ext. 6101.
Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud o en la
ciudad donde resido, tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda la
informacion que me han dado sobre mi participaciéon 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

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

que explico el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Relacién que guarda con el participante:

Direccidn:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

Relacién que guarda con el participante:

Direccidn:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 8 paginas)



Anexo 3. Hoja de Recoleccidn de datos obesos no sanos
“Determinacion del valor M en individuos obesos mdérbidos metabdlicamente sanos, individuos
obesos mdrbidos metabdlicamente no sanos, individuos delgados sanos e individuos delgados
no sanos mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica. Estudio transversal comparativo.”

FICHA DE IDENTIFICACION

Fecha: | Registro: | No. de paciente:
Nombre:

Edad: Fecha de nacimiento:

Género (H/M): Teléfono:

Correo electrénico:

CRITERIOS DE INCLUSION

Edad entre 18 y 65 afios

IMC >45 kg/m?

Dos o més de las siguientes:

Concentracidn de triglicéridos en ayuno >150 mg/dl

Concentracidn de colesterol HDL <40 mg/dl

Glucosa en ayuno entre 100 y 125 mg/dl

Glucosa a las 2 horas post-carga con 75 g de glucosa entre 140 mg/dly
199 mg/dl

TAS 2140 mmHg y/o TAD 290 mmHg o tratamiento antihipertensivo

CRITERIOS DE EXCLUSION

Hospitalizacion en los tltimos 3 meses

Enfermedad con mal pronéstico a corto plazo (por ejemplo: cancer)

Enfermedades autoinmunes

Infeccién aguda o sindrome febril

Insuficiencia hepatica

Consumo de alcohol 220 g/dia

Diabetes

Triglicéridos en ayuno >500 mg/dl

Tabaquismo

Embarazo y/o lactancia

Consumo de medicamentos tales como metformina, fibratos, estatinas,
acidos grasos omega 3, esteroides

Realizacién de ejercicio en forma regular >2 h/semana durante los
ultimos 2 meses

Disminucién importante del peso corporal en los dltimos 3 meses (2-4
kg/mes)

ANTECEDENTES FAMILIARES

Diabetes tipo 2 (S/N) (especificar quién)

Diabetes tipo 1 (S/N) (especificar quién)

Hipertension (S/N) (especificar quién)

Infarto del miocardio (S/N) (especificar quién y edad)

Evento vascular cerebral (S/N) (especificar quién y edad)

Dislipidemia (S/N) (especificar quién)

Obesidad (S/N) (especificar quién)

Otro (especificar)

ANTECEDENTES PERSONALES

Hipertensién (S/N)

Infarto del miocardio (S/N)

Evento vascular cerebral (S/N)

Hipotiroidismo (S/N)

Apnea obstructiva del suefio (S/N)

Osteoartrosis degenerativa (S/N)




Otro (especificar)

ANTECEDENTES GINECOOBSTETRICOS

Menarquia FUM
Ciclos (frecuencia X Embarazos/partos/cesareas/abortos
duracién)

Menopausia (S/N)

Método de planificaciéon familiar (ACOs,
implante, DIU, salpingoclasia, N)

MEDICAMENTOS ACTUALES
Medicamento Dosis Medicamento Dosis
Fecha (DD/MM/YY)
VISITA 1 2 3
Basal Composicion Clamp
corporal
SEMANA 0 1 2
TAS (MMHG)
TAD (MMHG)
PESO (KG)

C. CINTURA (CM)

C. CADERA (CM)

GRASA CORPORAL
(%)

MASA MAGRA (%)

GRASA VISCERAL

FIBROSCAN

ENERGIA (KCAL)

CHO (GRAMOS)

PROTEINA (GRAMOS)

GRASA (GRAMOS)

CHO (%)

PROTEINA (%)

GRASA TOTAL (%)

AZUCARES (%)

FIBRA (GRAMOS)

TIPO DE BEBIDA*




Anexo 4. Hoja de Recoleccidn de datos obesos sanos
“Determinacion del valor M en mujeres con obesidad extrema metabdlicamente sanas y no
sanas , mediante pinza euglucémica hiperinsulinémica. Estudio transversal comparativo.”

FICHA DE IDENTIFICACION

Fecha: | Registro: | No. de paciente:
Nombre:

Edad: Fecha de nacimiento:

Género (H/M): Teléfono:

Correo electrénico:

CRITERIOS DE INCLUSION

Edad entre 18 y 65 afios

IMC 240 kg/m?

Concentracidn de triglicéridos en ayuno <150 mg/dl

Concentracidn de colesterol HDL 240 mg/dl

Glucosa en ayuno <100 mg/dl

Presion arterial sist6lica <140 mmHg y/o diastélica <90 mmHg

Edad entre 18 y 65 afios

CRITERIOS DE EXCLUSION

Hospitalizacion en los tltimos 3 meses

Enfermedad con mal pronéstico a corto plazo (por ejemplo: cadncer)

Enfermedades autoinmunes

Infeccién aguda o sindrome febril

Insuficiencia hepatica

Consumo de alcohol 220 g/dia

Diabetes

Triglicéridos en ayuno >500 mg/dl

Tabaquismo

Embarazo y/o lactancia

Consumo de medicamentos tales como metformina, fibratos, estatinas,
acidos grasos omega 3, esteroides

Realizacién de ejercicio en forma regular >2 h/semana durante los
ultimos 2 meses

Disminucién importante del peso corporal en los dltimos 3 meses (2-4
kg/mes)

ANTECEDENTES FAMILIARES

Diabetes tipo 2 (S/N) (especificar quién)

Diabetes tipo 1 (S/N) (especificar quién)

Hipertension (S/N) (especificar quién)

Infarto del miocardio (S/N) (especificar quién y edad)

Evento vascular cerebral (S/N) (especificar quién y edad)

Dislipidemia (S/N) (especificar quién)

Obesidad (S/N) (especificar quién)

Otro (especificar)

ANTECEDENTES PERSONALES

Hipertension (S/N)

Infarto del miocardio (S/N)

Evento vascular cerebral (S/N)

Hipotiroidismo (S/N)

Apnea obstructiva del suefio (S/N)

Osteoartrosis degenerativa (S/N)

Otro (especificar)

ANTECEDENTES GINECOOBSTETRICOS




Menarquia

FUM

Ciclos (frecuencia X

duracién)

Embarazos/partos/cesareas/abortos

Menopausia (S/N)

Método de planificaciéon familiar (ACOs,
implante, DIU, salpingoclasia, N)

MEDICAMENTOS ACTUALES
Medicamento Dosis Medicamento Dosis
Fecha (DD/MM/YY)
VISITA 1 2 3
Basal Composicién Clamp
corporal
SEMANA 0 1 2
TAS (MMHG)
TAD (MMHG)
PESO (KG)

C. CINTURA (CM)

C. CADERA (CM)

GRASA CORPORAL
(%)

MASA MAGRA (%)

GRASA VISCERAL

FIBROSCAN

ENERGIA (KCAL)

CHO (GRAMOS)

PROTEINA (GRAMOS)

GRASA (GRAMOS)

CHO (%)

PROTEINA (%)

GRASA TOTAL (%)

AZUCARES (%)

FIBRA (GRAMOS)

ALCOHOL (GRAMOS)

TIPO DE BEBIDA*
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