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Resumen

Introduccion: La diabetes es una enfermedad cronica caracterizada por
hiperglicemia afectando las células beta de pancreas, la disminucion en la secrecion
de insulina y la baja sefalizacion son las consecuencias. Uno de los principales
problemas de salud a nivel mundial son las enfermedades crénicas. Factores como
el sedentarismo y la alimentacién han generado que en las Ultimas décadas
incremente la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2).

Evidencias cientificas sefialan que los pacientes con DMT2 presentan
concentraciones plasméticas bajas de vitamina D e inflamacion sistémica, factores
gue agravian la enfermedad y causan complicaciones.

Objetivo: Correlacionar las concentraciones séricas de vitamina D, glucosa
plasmatica, Hb1Ac, insulina, citocinas y adipocinas en adultos con DMT2 en México.
Disefio de estudio: Estudio observacional descriptivo.

Material y Métodos: El estudio es un analisis secundario de una base datos
previamente elaborada. De acuerdo con la descripcién del proyecto inicial de
investigacion, se invitd a 93 pacientes adultos con DMT2 que acudieron a la consulta
externa de los Centros de Salud de Toluca, Estado de México. Después de que los
pacientes fueron invitados a participar en el estudio y firmaron el consentimiento
informado, se continuo con la realizacién de la evaluacién clinica y antropométrica,
ademas de la recoleccibn de muestra sanguinea para la determinacion de
marcadores de inflamacién, sistema inmunolégico y concentraciones séricas de
vitamina D. Sin embargo, algunos de los datos previamente descritos no fueron
analizados dentro de la primera fase del proyecto y representan lo que se presentara

en la siguiente investigacion.



Abstract

Background: Diabetes is a chronic disease characterized by hyperglycemia
affecting the pancreas beta cells, decreased insulin secretion and low signaling are
the consequence. This chronic disease is the first health problem around the world.
In the last centuries changes in the lifestyle such as sedentary and unhealthy eating
habits have led to an increase in the incidence of T2DM. Some scientific studies
reports that patients with T2DM have vitamin D deficiency and chronical
inflammation, these factors aggrieved symptoms and cause complications.
Objectives: To correlate the serum concentration of vitamin D, glucose plasma,
Hb1Ac, insulin, cytokines and adipokines in patients with T2DM in Mexico.

Study design: A descriptive observational study

Materials and methods: The study is a secondary analysis of a previous data base.
According to the description of the original investigation, 93 adults with T2DM
selected from the outpatient preventive clinic of the medical center located in Toluca,
state of Mexico were included. After being invited to participate, study subjects were
evaluated for clinical, dietary, and anthropometric information, as well as cytokines
and immunology markers and serum vitamin D concentrations. However, some data
previously described was not analyzed within the first phase of the project and

represent what will be presented in the following investigation.



Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2016 se report6é que
hay mas de 422 millones de individuos con diabetes, de los cuales el 90% presenta
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) (1). Segun la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion en el afio 2018 reporto que hay 8.6 millones de personas con DMT2 en
México (2).

La DMT2 puede ser inducida por antecedentes heredofamiliares que incrementan
de dos a cuatro veces el riesgo de desarrollar la enfermedad, sin embargo, es una
enfermedad multifactorial y heterogénea que involucra factores ambientales,
ingestion energética elevada, obesidad, dislipidemias, factores hormonales y
sedentarismo. La obesidad induce resistencia a la insulina e involucra una gran
cantidad de moléculas que predisponen a los individuos a un estado de inflamacion,
estrés oxidante y complicaciones metabdlicas; por ello es importante identificar y

prevenir complicaciones (3-4).

Actualmente la DMT2 se considera una enfermedad inflamatoria debido a la
produccion elevada de citocinas proinflamatorias y por la presencia de proteinas
inflamatorias de fase aguda (5). La obesidad, aunada a la inflamacion crénica e
hiperglicemias incrementa las concentraciones de estrés oxidante generado por las
Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) (6-8). Actualmente se cree que la respuesta
inflamatoria de fase aguda inducida por las citocinas se asocia principalmente con
la resistencia a la insulina y la DMT2. Estudios recientes relacionan la DMT2 con la
presencia de marcadores del sistema inmunolégico e inflamacién, los cuales
incluyen TNF-a, IL-1, IL-6, proteina C Reactiva (PCR), proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1), leptina, adiponectina, resistina y visfatina, entre otras (9).

Ademas, se reporta que la deficiencia de vitamina D favorece el desarrollo de la



DMT2 y las complicaciones (10). Este proyecto de investigacion es un andlisis
secundario de una base de datos previamente elaborada, es decir, que los
siguientes datos representan la segunda fase del proyecto de investigacion titulado:
“Efecto de la Suplementacion con Acidos Grasos Omega 3 y Vitamina D sobre el
Proceso Inmuno-Inflamatorio en Pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 en México”
y que no han sido analizados y publicados. En el presente estudio se
correlacionaron marcadores de control glicémico como: glucosa, insulina, HOMA,
Hb1lAc, ademds de citocinas, adipocinas y vitamina D en 93 sujetos adultos con
DMT2 de los centros de salud del estado de México; con el objetivo de aportar
nuevos avances a la ciencia que nos permitan conocer mejor la fisiopatologia y la

etiologia de la DMT2 y la posible causa de sus complicaciones.

1. Antecedentes

Historia de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad tan antigua como el ser humano. De
acuerdo con la teoria de Nell, la resistencia a la insulina fue una de las habilidades
gue desarrollaron nuestros antepasados con la finalidad de adaptarse a la encase
de alimento (11).

En la Edad Media, Avicena evaporizoé la orina de una persona con diabetes y
corroboré que los residuos de ésta dejaban un sabor a miel, fue entonces cuando
hizo una descripcién de la diabetes y sus complicaciones. Mas tarde en 1679, el
meédico Thomas Willis tomo una pequefia muestra de la orina de un paciente con
diabetes y la colocé en su dedo, fue entonces cuando comprobdé el sabor dulce de
este liquido, sin embargo, también encontré pacientes cuya orina tenia un sabor
insipido. Con la finalidad de diferenciarlas implement6 la definicion de diabetes
mellitus (“con sabor a miel”) y diabetes insipida. En la actualidad se sabe que son

dos entidades distintas (11).

Fisiopatologia
Laresistencia a la insulina se define como un estado en el que se requieren mayores

cantidades de insulina para producir una respuesta biolégica normal. La insulina



actua mediante el acoplamiento a un receptor celular de membrana. Una vez que
la insulina se une a su receptor en el musculo, se da inicio a la via de sefalizacion
la cual se encarga de la translocacion del trasportador GLUT4 dentro de la
membrana plasméatica con la finalidad de trasportar glucosa al anterior de las
células. La resistencia a la insulina es producida debido a la alteracion constante de
uno o mas de los anteriores pasos lo que induce una hiperinsulinemia

compensadora para mantener la normoglicemia (12-15) .

Con el paso del tiempo el pancreas se agota y las concentraciones de glucosa
plasmatica comienzan a aumentar. Una vez que ésta aumenta de forma
permanente, la hiperglicemia tiene un efecto toxico sobre las células beta
pancredticas (glucotoxicidad) y finalmente se afecta la funcion de los receptores de
insulina (4,12,13) .

La resistencia a la insulina y la hiperglicemia conducen a un estado de inflamacion
cronica que conlleva a la activacion de macroéfagos, produccion de EROs y
promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, y el TNF-q,
ademas de una disminucion de citocinas antinflamatorias, como adiponectina.
También favorecen la sintesis de reactantes de fase aguda como el fibrinégeno (Fg)
y la proteina C-reactiva (PCR) (4,13). La respuesta inflamatoria cronica causa
apoptosis en los adipocitos y resistencia a la insulina. En consecuencia, las células
de los islotes pancreaticos incrementan la produccion de insulina para restaurar las
concentraciones normales de glucosa en sangre. Sin embargo, después de un
tiempo la resistencia a la insulina causa el agotamiento de las células del pancreas,
deficiencia de la insulina e hiperglicemia persistente. Ademas, las concentraciones
séricas elevadas de acidos graso libres, amiloides y citocinas inflamatorias
observados comunmente en personas con obesidad, inducen lipotoxicidad en las
células beta e inhiben la capacidad de secrecién de la insulina, lo que conduce a
hiperglicemia y finalmente a DMT2 (16).

Se reporta que en ratones con obesidad existe un incremento en las
concentraciones de TNF-a en el tejido adiposo y este factor puede causar la

resistencia a la insulina a través de la inhibicion de la funcién del receptor gamma



activado por el proliferador de peroxisomas. Ademas, la IL-6, la proteina C reactiva,
el inhibidor de activador del plasminégeno y otros mediadores de inflamacion
también se han encontrado en concentraciones elevadas en el plasma de ratones
con obesidad. TNF-a, acidos grasos libres, diacilglicérido, ceramida y las especies
reactivas de oxigeno en el tejido adiposo y el higado inducen inhibicién del sustrato

del receptor de insulina (17).

Cuadro clinico

Es posible identificar tres fases de la DMT2: en primera instancia existe un estado
de resistencia a la insulina que generalmente esta asociada con valores de normo
glicemia. En segunda instancia, incrementa la produccién de insulina principalmente
en musculo y tejido adiposo, sin embargo, ésta no logra compensar las
concentraciones elevadas de glucosa en sangre conocido como “hiperglicemia
postprandial”’, finalmente, en la tercera etapa se afectan las células beta del
pancreas disminuyendo la sintesis de las mismas, asi como apoptosis por gluco y/o
lipotoxicidad, hiperglicemia en ayuno y finalmente T2DM (14,18).

En algunos casos los pacientes con DMT2 no presentan manifestaciones clinicas o
tardan un par de aflos en que aparezcan antes de ser diagnosticados. Dentro de los
signos y sintomas mas frecuentes se encuentra la poliuria, polidipsia, polifagia y
diminucion de peso sin razén alguna. También se pueden presentar sintomas como
calambres musculares principalmente en las extremidades y vision borrosa; sin

embargo, estos ultimos son menos frecuentes (1).

Criterios de diagnostico de la diabetes mellitus
e Presentar sintomas de DMT2 como: poliuria, polidipsia, polifagia y
disminucién de peso o una glicemia plasmatica casual 2200 mg/ dL (11.1
mmol/L).
e Glucosa de ayuno =126 mg/ dL (7.0 mmol/L). El ayuno se define como un

lapso igual o mayor a 8 horas sin ingerir alimento.



e Curva de tolerancia a la glucosa (75 gr de glucosa) con resultado en la
concentracion de glucosa en sangre dos horas después =200 mg/dL (11.1
mmol/L).

e Presentar hemoglobina glucosilada 26.5% (1,18,19).

Vitamina Dy DMT2

La vitamina D es una sustancia liposoluble que se encuentra de forma natural como
vitamina D2 (ergocalciferol) y vitamina D3 (colecalciferol). La exposicion al sol nos
permite obtener la vitamina D a través de la transformacién cutanea del 7-
dehidrocolesterol en colecalciferol. Si la ingestion de la vitamina D es por medio de
los alimentos son necesarias dos hidroxilaciones para ser metabolizada. Para llevar
a cabo la primera hidroxilacion es necesario que la molécula se encuentre en la
posicion 25 con ayuda de la enzima 25-hidroxilasa que se encuentra en el higado
(20,21). La vitamina D al ser una molécula liposoluble requiere de sales biliares para
su absorcion, la cual se lleva a cabo en un 80% en yeyuno. La 25-hidroxi vitamina
D formada entra al torrente sanguineo y unida a la proteina transportadora de
vitamina D, finalmente llega al rifién. Una vez en rifidén se hidroxila en posicion 1,
con ayuda de la enzima 1-hidroxilasa, formando finalmente la vitamina activa: 1-
alfa-25 dihidroxi- colecalciferol o calcitriol, mejor conocida como el metabolito activo
de la vitamina Ds. Ademas, en el riibn también es producida la 24,25 di
hidroxivitamina D por medio de la enzima 24-hidroxilasa, sin embargo, esta vitamina
es menos activa. Finalmente se elimina por via biliar. Una vez que la vitamina D

ejecuta su funcion es desactivada en el higado (22).

Las concentraciones bajas de vitamina D se han asociado con el desarrollo de
algunas enfermedades como cancer, DMT2, hipertension y enfermedades
cardiovasculares principalmente eventos micro y macro vasculares en sujetos con
DMT2 (7,8,23,24). También se reporta que las bajas concentraciones de vitamina
Dy la persistente elevacion de la glucosa plasmatica puede causar el desarrollo de
algunas complicaciones de la DMT2 como neuropatia, retinopatia y nefropatia. La

obesidad es un padecimiento comun en las personas con DMT2. El tejido adiposo



es el principal lugar donde se almacena la vitamina D causando disminucion en la
biodisponibilidad de ésta lo que significa que los pacientes con DMT2 tienen un
mayor riesgo de presentar deficiencias. Otro de los factores que se asocia con el
desarrollo de complicaciones vasculares es el consumo de &cidos grasos libres en
la alimentacion, ademas de que se relaciona con resistencia a la insulina y el dafio

en las células beta pancreaticas (7,23,24).

Como ya se menciond, la vitamina D participa de manera importante en la evolucion
de la DMT2, también se menciona que las bajas concentraciones séricas de
vitamina D se asocian con la resistencia a la insulina y la disfuncion de las células
beta pancreaticas, ya que existe un receptor de vitamina D conocido como a-1
hidoxilasa que se encuentra presente en las células 3 del pancreas y favorece el

funcionamiento de éstas (7).

La deficiencia de vitamina D es muy comun en pacientes con DMT2 principalmente
por la baja ingestion de éste micronutrimento en la dieta, ademas de la falta de
ejercicio. La American Diabetes Association (ADA) recomienda 600 Ul/ dia en
personas de 9 a 70 afios y en sujetos mayos de 70 afios 800 Ul/dia. Sin embargo,
otro estudio menciona que los pacientes con DMT2 deben recibir suplementacion
con vitamina D hasta alcanzar las concentraciones séricas de 40 ng/ml o de ser
posible hasta los 60 ng/ ml (25).

Un estudio publicado en 2018 reporté que el 90% de la poblacién Irani con DMT2
tiene deficiencias de vitamina D (26) Cifras que coinciden con otro estudio realizado
en poblacion Hispana (27). Sin embargo, en México no existen datos que nos
permitan conocer la deficiencia de vitamina D en pacientes con DMT2, de acuerdo
a la ENSANUT 2006 reporto que del 30 al 40% de los adolescentes y adultos sanos

presentan deficiencias de vitamina D (28).

Otro articulo menciona que la suplementacién con vitamina D puede disminuir las
concentraciones de MDA en plasma y aumentar significativamente las

concentraciones de 6xido nitrico, capacidad antioxidante y enzima GPx en sujetos



con DMT2. Ademas, se menciona que puede inhibir la produccion de citocinas

proinflamatorias como IL-1 e IL-6 (29,30).

Definicién de las citocinas

Interleucina 1

Es una citocina proinflamatoria sintetizada por los macréfagos de aproximadamente
15-20 kDa y se encuentra en dos formas de IL-1: alfa y beta. Ambas interleucinas
actuan de la misma manera, sin embargo, la IL-1 actla dentro de la célula, excepto
cuando se presenta enfermedad grave y la IL-1B se encuentra principalmente fuera

de las células (31).

Interleucina 6

Es una proteina pro y antiinflamatoria que interviene en la respuesta inmunoldgica,
en la reaccion de fase aguda y hematopoyesis. Los macréfagos, monocitos,
fibroblastos y células endoteliales son la principal fuente de IL-6 (31). Se encuentra
en altas concentraciones en la circulacion sanguinea, se asocia positivamente con
el sobrepeso, obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. También
se describe que puede afectar la sefalizacién de la insulina, disminuir la secreciéon

de adiponectina e inhibir la adipogénesis (32).

Interleucina 8

Es una proteina que participa principalmente en procesos inflamatorios como factor
quimiotactico en los leucocitos (neutroéfilos) y en la activacion de diversas células.

Ademas, estimula su degranulacion y fagocitosis (31).

Interleucina 10

Es una proteina antinflamatoria sintetizada principalmente por los linfocitos T y
algunos macrofagos activados, ésta interleucina tiene la capacidad de contrarrestar
procesos inflamatorios, ya que inhibe la sintesis de IFN, IL-2, IL-1, IL-6 y TNF (31).

10



Interleucina 12

Es una proteina sintetizada por los linfocitos B y los macréfagos. Induce la sintesis
de otras proteinas como IFN e IL-2, ademds tiene la habilidad de inhibir la sintesis
de IL-4, IL-5 e IL-10 (31).

Factor de necrosis tumoral alfa

Es una proteina proinflamatoria sintetizada principalmente por macrofagos,
linfocitos T y B, células NK, leucocitos polimorfonucleares y adipocitos. Participa de
manera importante en el sistema inmunolégico como inductor de apoptosis,
proteccion contra neoplasias, activacién y diferenciacion de monocitos, protector
contra infecciones causadas por virus, parasitos o bacterias al activar las vias de
sefalizacion de superoxido y de éxido nitrico. Se describe que tiene una correlacion

positiva con enfermedades crénicas como la DMT2 y el cancer (33).

Citocinas y DMT2

La inflamacién se define como la respuesta local a una lesién tisular. Se caracteriza
por la invasion de células del sistema inmunolégico y por la liberaciéon local de
citocinas y quimiocinas, algunas veces se acomparia de dafio estructural o funcional
del tejido afectado. La inflamacion previene la propagacién de infecciones y
promueve la regeneracion de los tejidos. Ademas, puede exacerbar la enfermedad
mediante la destruccion de tejidos debido a los mediadores inflamatorios, EROs y
componentes del complemento (34). La inflamacion puede clasificarse como aguda
o cronica. La inflamacion aguda se caracteriza por signos locales y sistémicos mas
prominentes, asi como, infiltracion de la zona afectada por células inmunes,
principalmente neutrofilos. La inflamacion cronica se caracteriza por signos locales
menos prominentes, mayor dafio tisular, fibrosis e infiltracion del area afectada
principalmente por monocitos, macréfagos y linfocitos (35).

El incremento de glucosa en sangre después de comer induce la sintesis de insulina
mediante las células beta del pancreas. La union de la insulina y sus receptores en
la membrana celular induce el trasporte y la traslocacion de la glucosa, lo que da

como resultado una disminucion en las concentraciones de glucosa en sangre. La

11



incapacidad del pancreas para producir suficiente insulina, la accion inadecuada de
la misma o ambas, resulta en hiperglicemia. Esto representa dafio y falla en varios

organos a largo plazo (17).

Elinicio de la DMT2 se produce cuando las células beta del pancreas no se adaptan
a las necesidades de alta demanda de insulina causada por la resistencia a la
insulina. Algunos estudios mencionan que existe un proceso de inflamacién de los
islotes en pacientes con DMT2 caracterizado por la presencia de citocinas, células
del sistema inmunoldgico, apoptosis de células 3, depdsitos de amiloide y fibrosis
(36). El incremento de la insulina se debe a una activacion patolégica del sistema
inmunolégico innato por estrés metabdlico y regida por la sefializacién de la IL-1. El
incremento en las concentraciones de insulina contribuye a la alteracién de las
células B y a la secrecion de insulina en pacientes con DMT2 (36). También, se
menciona que los &acidos grasos promueven una respuesta inflamatoria. Se ha
demostrado que el consumo elevado de la glucosa y acidos grasos libres induce un
proceso inflamatorio en numerosos tejidos del cuerpo y el incremento en las
concentraciones de glucosa inducen la liberacién de IL-1B8 en los islotes (36).
También, se reporta que los acidos grasos de cadena larga como el oleato,
palmitato y estearato son los mas abundantes en la alimentacion de los seres
humanos e inducen la expresion de citocinas y quimicionas como la IL-13, IL-6 e IL-

8 dependientes de IL-1 en los islotes humanos (37).

Actualmente se describe que en las personas con DMT2 existe inflamacion de los
islotes pancreaticos lo que ocasiona disfuncion de las células 8 y alteraciones en la
secrecion de la insulina. Los macrofagos son células encargadas de producir
citocinas proinflamatorias, en sujetos con DMT2 incrementa el nimero de estas
células dentro de los islotes. Actualmente se cree que si se logra disminuir la

inflamacion de los islotes puede resultar en una estrategia terapéutica eficaz (35).

Se encuentra descrito que las concentraciones elevadas de TNFa en el tejido
adiposo de ratones gue tienen obesidad, se asocia positivamente con la resistencia

12



a la insulina. También se menciona que existen otros mediadores de inflamacion
presentes en el plasma de ratones con obesidad como es la IL-6, proteina C
reactiva, el inhibidor del activador de plasmindgeno. TNFa, &cidos grasos libres,
diacilglicéridos en el tejido adiposo e higado inducen la inhibicion del sustrato del
receptor de insulina. También se encuentra descrito que TNFa favorece la
resistencia a la insulina derivado de la inhibicidn de la funcion del receptor gamma

activado por el proliferador de peroxisomas (17).

De acuerdo con un estudio publicado en 2020 en EUA que incluyé 68 mujeres
Afroamericanas con obesidad y concentraciones elevadas de HbAlc (> 7%) con la
finalidad buscar correlacion entre las concentraciones séricas de citocinas/
quimiocinas con parametros clinicos. Los resultados indicaron que las participantes
con HbAlc elevada muestran asociacion positiva de las concentraciones séricas de
IL-3, IL-4, TNF-q, IFN-a2 y CX3CL1 en comparacién con las pacientes con HbAlc
normal (< 7%). Finalmente, los autores concluyeron que existe correlacion positiva
entre las concentraciones de HbAlc y la produccion de citocinas inflamatorias y el
desarrollo e inicio de la DMT2 (5).

Adipocinas Y DMT2

Leptina

Es una hormona secretada por adipocitos y enterocitos. Su principal funcién es
ayudar en el balance energético derivado de que inhibe la ingestion de alimentos y
favorece el gasto energético (38). Algunas proteinas como la insulina,
glucocorticoides, TNF-a y estrégenos estimulan la secrecién de leptina. Sin
embargo, también existen moléculas inhibidoras como los androgenos, acidos
grasos libres, hormona del crecimiento y los agonistas del receptor nuclear PPARy
(32). Actualmente se dice que las concentraciones elevadas de leptina observadas
principalmente en sujetos con obesidad son el resultado de un estado de resistencia
a la leptina similar a la resistencia a la resistencia a la insulina, siento un factor

importante para el desarrollo de la DMT2 (39).

Adiponectina
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Esta hormona se encarga de regular las funciones enddcrinas y controlar el gasto
energético, ademas de tener efectos proinflamatorios (40). Es una hormona
producida principalmente por el tejido adiposo. Se han encontrado receptores de
leptina en neutréfilos, monocitos y linfocitos. Ademas, puede activar células
proinflamatorias, promover una respuesta Thl y mediar la produccion de TNF-a ,
IL-2 e IL-6 (9). También se encentra descrito que ejerce una accion conjuntamente
con la leptina con la finalidad de mejorar la sensibilidad a la insulina. Esta hormona
desempefia algunas funciones metabdlicas, por ejemplo, en el higado mejora la
sensibilidad a la insulina y en el musculo estimula el gasto de la glucosa y la
oxidacion de acidos grasos. Algunas citocinas como la IL-6 y el TNF-a pueden

inhibir la expresion y secrecion de la adiponectina (32).

Resistina

Es una proteina rica en cisteina sintetizada por macrofagos y adipocitos.
Actualmente se cree que la resistina tiene asociacion con la resistencia a la insulina
y el desarrollo de la DMT2 (9)(41).

2. Planteamiento del problema

Desde el afio 2000 en México, la DMT2 se ha vuelto una de las principales causas
de muerte, ocupando el primer lugar en mujeres y el segundo en hombres. La
ENSANUT 2012 publicé que la prevalencia de Diabetes en adultos era del 9.2%,
posteriormente en el afio 2018 reporto un incremento al 10.3% en la poblacion.
Adicionalmente, es la principal causa de que los pacientes acudan a la consulta

externa y hospitalizacion.

Se describe que al menos dos de cada cuatro individuos con DMT2 tienen un
elevado riesgo de presentar enfermedades o complicaciones cardiovasculares.
Entre el 50 y el 80% de los pacientes con diabetes mueren por enfermedades o
complicaciones cardiacas. Las complicaciones por la DMT2 propician grandes

pérdidas financieras, no solo para los pacientes y sus familiares, sino también para
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los sistemas de salud y la economia nacional, derivado de los gastos médicos
directos y de la pérdida de empleo.

El sedentarismo y la alimentacion son factores que han ido modificando nuestro
estilo de vida, asi como el desarrollo de enfermedades cronicas como la DMT2, que
se caracteriza por concentraciones elevadas de glucosa en sangre, derivado de una
deficiencia en la secrecion de insulina o alteracion de esta. Las concentraciones
elevadas de glucosa en sangre ocasionan dafio sistémico, principalmente en la
retina, los rifiones y nervios periféricos. Asi como, infarto, insuficiencia renal,
amputacion de miembros inferiores, perdida de la vista y neuropatia. Ademas, el
incremento de glucosa de manera constante causa inflamacion sistémica
agudizando las complicaciones de la DMT2 principalmente por el dafio a moléculas
estructurales como proteinas y lipidos.

Actualmente existen evidencias cientificas que reportan que la secreciéon de algunas
citocinas como IL-1, IL-6, leptina, TNF-q, resistina y adiponectina se asocia con la
resistencia a la insulina y el dafo a las células beta pancreaticas. En México no se
cuenta con estudios que permitan conocer las concentraciones séricas de vitamina
D en sujetos con DMT2, diversos articulos mencionan que existe una correlaciéon
positiva entre la deficiencia de vitamina D y el desarrollo de la DMT2 y sus
complicaciones. Sin embargo; aun existe mucha controversia entre dichas
investigaciones por lo que es importante continuar realizando proyectos que nos
permitan conocer las concentraciones séricas de vitamina D, marcadores de
inflamacion, células del sistema inmunoldgico entre otras, en pacientes mexicanos
con DMT2.

Pregunta de Investigacion
¢,Como se relacionan las concentraciones séricas de marcadores glicémicos,
vitamina D, citocinas y adipocinas en sujetos con Diabetes Mellitus Tipo 2 en

México?
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3. Justificacion

Segun la OMS en el afio 2016 se reportdé que en el mundo hay 422 millones de
personas con diabetes, de los cuales el 90% presenta DMT2. La DMT2 es una
enfermedad que causa complicaciones irreversibles como la perdida permanente
de la vista, insuficiencia renal, infarto, accidente cerebrovascular y amputacion de

miembros inferiores, entre otras.

En el afio 2015 fallecieron 1.5 millones de personas a causa de la diabetes y 3.7
millones por causas relacionadas con hiperglicemia y diabetes en el afio 2016. Se
reporta que la mitad de las muertes atribuidas por hiperglicemia se presentaron en
sujetos menores de 70 afios. De acuerdo con proyecciones de la OMS, para el afio
2030 la diabetes ocupara el séptimo lugar de mortalidad en el mundo. Segun cifras
de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018, hay 8.6 millones de personas

con DMT2 en México.

Estudios recientes mencionan que la deficiencia de vitamina D puede agraviar el
dafio en las células beta pancreéticas y alterar la secrecién y sefializacion de la
insulina lo que ocasiona complicaciones y desequilibrio de los sistemas
antioxidantes, inflamacion, estrés oxidante y finalmente muerte celular. Ademas, se
reporta que principalmente la vitamina D ayuda a prevenir el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, siendo éstas las causantes del 50 al 80% de
muertes por complicaciones en la DMT2. Es importante realizar investigaciones que
nos permitan conocer si existe correlacion positiva entre las concentraciones séricas

de vitamina D y el desarrollo de marcadores de inflamacion y su relacion con la
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fisiopatologia de la DMT2 y sus complicaciones, principalmente en poblacion

mexicana.

4. Hipotesis
Hi: Existe correlacidn positiva entre los marcadores de control glicémico (glucosa,

insulina, HOMA y Hb1Ac), citocinas, adipocinas y vitamina D en sujetos mexicanos
con DMT2.

HO: No existe correlacién entre los marcadores de control glicémico (glucosa,
insulina, HOMA y Hb1Ac), citocinas, adipocinas y vitamina D en sujetos mexicanos
con DMT2.

5. Objetivos: General y especificos

Correlacionar las concentraciones séricas de vitamina D, glucosa plasmaética,
Hb1Ac, insulina, citocinas y adipocinas en adultos con DMT2 en México.
1. Analizar si existe correlacion entre los parametros clinicos (tensién arterial
sistélica, tension arterial diastolica) y antropométricos (IMC, % masa magra,
% masa grasa, circunferencia de cintura, circunferencia de cadera) con el
resto de los marcadores en adultos con DTM2.
2. Correlacionar las concentraciones de glucosa en suero, insulina pancreatica
y Hb1Ac con el resto de los marcadores.
3. Analizar si existe correlacion entre las concentraciones de citocinas (TGF
beta, IL-10, IL-1, IL-6, TNFa) y el resto de los marcadores.
4. Correlacionar las concentraciones de adipocinas (adiponectina, leptina,
resistina) con el resto de los marcadores.
5. Analizar si existe correlacion entre las concentraciones seéricas de vitamina
D y de la proteina de unidn de vitamina D con el resto de los marcadores en

sujetos con DMT2.
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6. Disefio metodoldgico

El presente estudio es un analisis secundario de una base de datos previamente
elaborada. El proyecto original se tituld: “Efecto de la Suplementacion con Acidos
Grasos Omega 3 y Vitamina D sobre el Proceso Inmuno-Inflamatorio en Pacientes
con Diabetes Mellitus tipo 2 en México”. Algunos de los datos ya fueron analizados
y publicados. Sin embargo, la correlacién de las concentraciones de vitamina D y
de la proteina trasportadora de vitamina D con los marcadores de control glicémico,
citocinas y adipocinas son los datos que se analizaron en este proyecto de
investigacion con la finalidad de determinar si existe correlacion entre dichas

variables en sujetos con DMT2.

6.1 Disefo del estudio

Estudio observacional descriptivo.
Tipo de estudio

Transversal y cuantitativo.

6.2 Universo y muestra

Base de datos secundarios con 93 pacientes adultos con diagndstico de DMT2
previamente reclutados de los centros de salud de Toluca, Estado de México.

Célculo del tamarfio de muestra

Para el calculo del tamafio de muestra del proyecto inicial titulado: “Efecto de la
Suplementacion con Acidos Grasos Omega 3 y Vitamina D sobre el
Proceso Inmuno-Inflamatorio en Pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 en México”
de donde se obtuvo la base de datos secundaria que se utilizd para la presente
investigacion. El calculo se realizé con base en estudios previos del mismo grupo
de investigacion y se utilizaron datos sobre el efecto de la suplementacién con
acidos grasos durante 6 meses y sobre las concentraciones de glucosa en
pacientes con DMT2 (42).
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El calculo de tamafio de muestra original se hizo utilizando la siguiente formula:
N = (2 x s?) (Za/2 + ZB)?
d2
Donde: Za2 = 1.96, Zg = 0.84, s = 68.9 mg/dL y d = 40mg/dL
Obteniendo:

N = (2x4747.21) (1.96 + 0.84)% = 46 = 50 sujetos
402

Se agregaron 5 sujetos por grupo para incluir 55 en total, considerando que el 10%

de los pacientes pudiesen abandonar el protocolo de investigacion. Este tamafio de
muestra garantizo que se pudieran observar cambios significativos en las

mediciones.

6.3 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

e Sujetos con diagnéstico de DMT?2.
e De 25 ab55 afos.

e Ambos sexos.

Criterios de exclusion

e Presentar alguna otra patologia crénica concomitante a la DMT2.

¢ Insuficiencia renal severa.

e Presentar nefrolitiasis o antecedentes.

e Hiperoxaluria.

e Hemacromatosis.

¢ Hipercalcemia.

e Hipervitaminosis D.

e Usar insulina.

e Consumo de tabaco y bebidas alcohdlicas (>40 gr/ dia para hombres y 25
gr/dia para mujer).
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e Embarazo o lactancia.
¢ Hijos o nietos de inmigrantes.

¢ Hijos o abuelos de indigenas nativos

Criterios de eliminacion

e Que no se puedan tomar las mediciones.

e Que no se presenten a la toma de muestra sanguinea.

6.4 Variables e instrumentos

Variables de estudio (operacionalizacion)

Variable Definicion conceptual Definicion Tipo de Analisis Instrumento de
operacional variable (de estadistico medicion
acuerdo con
su medicion)
DEPENDIENTES
indice de | indice que nos permite conocer la relacion que | Peso (kg)/ [estatura | Cuantitativa Medidas de | Bascula y
masa corporal | existe entre el peso y la estatura. Se utiliza como | (m)]? continua tendencia estadimetro.
un marcador del estado nutricio. central y
dispersion.
Indice cintura/ | Es una medida antropométrica que relaciona el | Ccint/Ccad Cuantitativa Medidas  de | Cinta métrica.
cadera perimetro de la cintura con la cadera. Se utiliza continua tendencia
para estimar si hay riesgo cardiovascular. central y
dispersion.
Grasa corporal | La grasa corporal es una sustancia organica que | % Cuantitativa Medidas de | Tanita.
total abunda en todos los tejidos del cuerpo cuyos continua tendencia
componentes son acidos grasos combinados con central y
glicerina. dispersion.
Masa magra La masa muscular es el componente mas | % Cuantitativa Medidas de | Tanita.
importante de la masa libre de grasa y es reflejo del continua tendencia
estado nutricional de las proteinas. central y
dispersion.
Glucosa en | Monosacérido que se encuentra presente en el | mg/dL Cuantitativa Medidas de | Equipo
plasma torrente sanguineo. continua tendencia automatizado
central y | Selectra con
dispersion. reactivos de
Randox“R
Insulina Es una hormona secretada por las células beta del | pU/mL Cuantitativa Medidas  de | Equipo
pancreas, su principal funcién es transportar la continua tendencia automatizado
glucosa dentro de la célula. Selectra con
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central y | reactivos de
dispersion. Randox"R

HOMA- IR Es un indicador que nos permite conocer la Cuantitativa Medidas  de | Por férmula a partir
relacion insulina/glucosa. Evalla la resistencia a la continua tendencia de glucosa e insulina
insulina. central y

dispersion.

HbAlc Prueba de laboratorio que se utiliza para medir las | % Cuantitativa Medidas de | Equipo
concentraciones en promedio de la glucosa en continua tendencia automatizado
sangre de los Ultimos tres meses. central y | Selectra con

dispersion. reactivos de
Randox"R

Presion Es la tension ejercida con la que la sangre es | mmHg Cuantitativa Medidas  de | Estetoscopio y

arterial empujada contra las paredes de los vasos continua tendencia baumanémetro
sanguineos. central y

dispersion.

Adiponectina Es una hormona sintetizada por los adipocitos que | pug/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex

participa en el metabolismo energético. continua tendencia
central y
dispersion.

Leptina Es una hormona producida por los adipocitos y | ng/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex
enterocitos. Participa en la regulacion energética 'y continua tendencia
el apetito. central y

dispersion.

Resistina Es una proteina producida por los macréfagos y | ng/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex
adipocitos que participa en la regulacién energética continua tendencia
y se encuentra asociada con la resistencia a la central y
insulina. dispersion.

IL-1 Es una citocina proinflamatoria producida por los | pg/ mL Cuantitativa Medidas de | Luminex
macréfagos que participa en el sistema continua tendencia
inmunoldgico. central y

dispersion.

IL-10 Es una citocina antiinflamatoria producida por los | pg/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex
linfocitos T, actda inhibiendo la sintesis de algunas continua tendencia
proteinas como IFN, IL-2, IL-1, IL-6 y TNF. central y

dispersion.

IL-8 Es una proteina que participa en procesos | pg/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex

inflamatorios como factor quimiotactico. continua tendencia
central y
dispersion.

IL-6 Es una interleucina pro y antiinflamatoria que | pg/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex
interviene la respuesta inmunolégica, en la continua tendencia
reaccion de fase aguda y hematopoyesis. central y

dispersion.

IL-12 Es una glucoproteina producida por los linfocitos B | pg/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex

y los macréfagos encargada de regular respuestas continua tendencia

del sistema inmunolégico.
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central y
dispersion.
Factor de | Es una citocina proinflamatoria producida por los | pg/ mL Cuantitativa Medidas  de | Luminex
necrosis macréfagos, linfocitos T y B, adipocitos, entre continua tendencia
tumoral alfa otras. Ejerce un papel importante en el sistema central y
inmunoldgico. dispersion.
25-OH Vitamina liposoluble sintetizada principalmente por | ng/mL Cuantitativa Medidas de | ELISA
Vitamina D la exposicién a los rayos solares que participa en continua tendencia
recambio mineral éseo. central y
dispersion.
Proteina  de | Metabolito que se utiliza para cuantificar las | pg/mL Cuantitativa Medidas de | ELISA
unién a | concentraciones de vitamina D en sangre. continua tendencia
vitamina D Representa del 10-15% de la 25(OH) vitamina D. central y
dispersion.
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RECLUTAMIENTO

Z

SELECCION

6.5 Procedimientos

Base de datos secuandarios con 93 pacientes con DMT2 previamente
reclutados de los Centros de Salud de Toluca

Seleccion por
conveniencia

Anadlisis secundario de una base de datos
Estudio observacional descriptivo
n=93

Correlacion de:

Clinica y antropometria.

Glucosa, insulina, HbAlc y HOMA.

Citocinas: TGF beta, IL-10, IL-1, IL-6, TNFa

ANALISIS

Adipocinas: adiponectina, leptina, resistina

Concentraciones sericas de Vitamina D y de la proteina
trasportadora de vitamina D

Tabla 1. Diagrama de flujo del estudio.
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¢ Seleccion de Sujetos
De acuerdo con la informacion obtenida del proyecto inicial donde se describe que
los pacientes con DMT2 fueron reclutados de los Centros de Salud de Toluca,
Estado de México. Inicialmente se tuvo contacto directo con los encargados del
centro de salud, a quienes se les explico el propésito y desarrollo del estudio. Una
vez obtenida la autorizacion por los centros de salud, se inicid con el trabajo de
campo, invitando a los pacientes a participar de forma voluntaria en el estudio, a
todos los interesados se les explic6 de que se trataba y posteriormente firmaron la
carta de consentimiento informado. Finalmente, se incluyeron 93 pacientes que
decidieron participar y que cumplian con los criterios de inclusién, firmando el
consentimiento informado. En la base de datos se recolecto informacion personal,
marcadores basales clinicos, antropométricos, control glicémico, citocinas,
adipocinas y concentraciones séricas de vitamina D. Cabe resaltar que los datos
utilizados en este proyecto de investigacion forman parte de la segunda fase del
proyecto original, es decir, que se analizaron aquellos datos que no fueron

publicados y ese es el propésito del presente trabajo.

¢ Clinicay antropometria.
Se realizdé una historia clinica para conocer los datos generales del paciente y
posteriormente una evaluacién clinica y antropométrica. La evaluacion
antropométrica del peso y el porcentaje de grasa corporal se realizé utilizando una
bascula TANITA™1631 portatil y electronica. Y para la estatura se utilizd un
estadimetro portatil marca SECA™ 1013522 para el calculo del IMC. Ademas, se
realizo la medicion de circunferencias de cintura y cadera para el célculo del indice

cintura/cadera con cinta métrica Gulick™ de fibra de vidrio.

¢ HOMA- IRy HOMA-B
El HOMAr fue calculado con la siguiente formula: HOMAr = insulina (uUI/mL) x
glucosa (mmol/L) /22,5
A quienes cumplieron con los criterios de HOMAIR = 2.4 se les realizo el resto de las

mediciones bioquimicas, asi como, las citocinas, adipocinas y vitamina D.
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El HOMA-B fue calculado con la siguiente formula: HOMA-B = 20 x insulina
(MUI/mL) / (glucosa [mmol/L] — 3,5).

€ Obtencién de muestra sanguinea y medicion de parametros
bioguimicos

Un médico general estandarizado obtuvo la muestra sanguinea de los pacientes en
un consultorio que fue asignado por las autoridades de los centros de salud en
Toluca. Los pacientes asistieron después de 12 horas de ayuno para la toma de
muestra sanguinea, se procedié a la recoleccion de muestra por puncion venosa
cubital de 10 mL aproximadamente en un tubo seco para el posterior analisis
bioquimico de insulina, pardmetros de inflamacion, adipocinas y vitamina D.
Posteriormente, en otro tubo que contenia anticoagulante EDTA de 2 mL se
recolecto6 otra muestra de sangre para la determinacion de Hb1Ac. Finalmente, las
muestras fueron trasladadas en una hielera a -5°C al laboratorio de investigacion
en Nutricion de la Facultad de Medicina de la UAEM para ser centrifugadas a 2500
rpm a 10 °C durante 15 min y almacenadas a -70°C hasta su utilizacion.

¢ Cuantificacion de Hb1Ac
La cuantificacién de HblAc se llevd a cabo en plasma con ayuda del método
colorimétrico ultrasensible del equipo Selectra Il y con reactivos de la casa comercial
RANDOX™ (Equipo automatizado Selectra con reactivos de RandoxVR)
(Cat.HA3830A).

€ Cuantificacion de glucosa
Para la cuantificacion de las concentraciones de glucosa en sangre se utilizo el
método colorimétrico ultrasensible del equipo Selectra Il y con reactivos de la casa
comercial RANDOX™ (Cat. GL1611).

¢ Cuantificacion de insulina
Para la medicion de la insulina plasmatica se utilizé un kit comercial Merck-Millipore
con la técnica ELISA (No. Cat. EZHI-14K).
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¢ Cuantificacion de vitamina D
Para la medicion de las concentraciones séricas de 25(OH) vitamina D se utilizé un
kit de ELISA de la casa comercial R&D Systems (Cat. 51081).

¢ Determinaciéon de parametro inmunoldgicos y de inflamacion
En plasma se determinaron mediante la plataforma Milliplex Human Cytokine Five
Plex (Cat. MPXHCYTO-60K-05) las siguientes citocinas: TNFa, IFN-y, IL-1 e IL10,
asi mismo TGF- mediante Milliplex Human Cytokine One Plex (Cat. MPXHCYTO-
B-01). Ademas, utilizando la misma plataforma se cuantificaran Adiponectina,
Resistina y Leptina (Cat. HADK1-61K-02 y Cat.HADK1-61K-01 respectivamente).

6. 6 Recoleccion de datos
La recoleccién de los datos del proyecto inicial incluy6 la historia clinica, un formato
de recoleccion para las variables cuantitativas como la antropometria, citocinas,
adipocinas y vitamina D. Posteriormente se elaboré una base de datos en el
programa SPSS para almacenar la informacion obtenida. De la base de datos inicial

se obtuvieron los datos basales que son lo que se analizaron en esta investigacion.

6.7 Analisis de datos

Las variables continuas como control metabdlico, perfil de lipidos, citocinas,
adipocinas y vitamina D fueron analizadas con una prueba de correlacion de
Spearman. Ademas, se analizaron medidas de tendencia central para la descripcion

de los datos utilizando el paquete estadistico SPSS 22.0®.

6.8 Aspectos éticos
Los aspectos éticos del estudio prevalecieron en todo momento, la Declaracién de
Helsinki 2013 promulgada por la Asociacion Médica Mundial que promueve como
principio basico el respeto a los participantes fue la base y el sustento de este
trabajo. Ademas, se respetd el derecho a los participantes mediante la toma de
decisiones y firma del consentimiento informado para su participacion de forma
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voluntaria en el estudio. El bienestar de los participantes fue el elemento primordial

antes que los intereses de la ciencia.

El Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigaciéon Titulo
Segundo, Capitulo | referente a los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres
Humanos fue otro de los lineamientos que fueron consultados y aplicados en esta
investigacion. La proteccion y privacidad de los participantes fue resguardada en

todo momento y los datos fueron utilizados éticamente.

Este proyecto de investigacion es un analisis secundario de una base de datos
previamente elaborada. EIl proyecto inicial fue aceptado por el comité de ética e
investigacion de los centros de salud y por la Universidad Auténoma del Estado de
México. La informacion personal de los pacientes, asi como el uso de los datos en
la presente investigacion se manejé con discrecidn y cuidado siempre la integridad
de los participantes, haciendo uso solo de la informacion requerida con fines de
investigacion de acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en materia

de investigacion y a la Declaracion de Helsinki.
7. Resultados
7.1 Articulo aceptado

7.1.1 Titulo del articulo

Vitamin D, Oxidative Stress and Glycaemic Control in Subjects with

Type 2 Diabetes Mellitus: An Update Review.
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7.1.2 Carta de aceptacion

<~ Promote Your Article via Press Release

De: Noman Akbar <admin@ bentham.manuscriptpoint.com=>

Enviado: martes, 29 de marzo de 2022 01:48 p. m.

Para: Roxana Valdes Ramos <rvaldesr@uaemex.mx=

CC: nomanakbar@benthamscience.net <nomanakbar@benthamscience.net>; faizan @benthamscience.net
<faizan @benthamscience.net=

Asunto: Promote Your Article via Press Release

Dear Dr. Valdes-Ramos,

Thank you for publishing your article, “Vitamin D, Oxidative Stress and Glycaemic Control in Subjects with Type 2 Diabetes
Mellitus: An Update Review", in the journal, Current Nutrition and Food Sciences. As part of our endeavors to publicize your article
to the widest audience, we have an exciting offer that will bring your research to the attention of the most relevant audiences
worldwide at a small cost.

"Recent Trends" is a service through which you can publish a press release on the Bentham Science website as well as at
EurekAlert {[www.eurekalert.orglwww.eurekalert.org) and other news website. EurekAlert! is an online, global science news service
operated by the American Association for the Advancement of Science (AAAS) through which research-oriented universities,
medical centers, journal publishers etc., can share their news among hundreds of thousands of researchers.

This press release service has proved to be a popular initiative for authors, as it has helped them get significant readership and
citation opportunities. Your press release should explain the salient features of your article within 800 words. This promotion can
greatly enhance the visibility of your article and considerably increase your citations at a small cost. The fee for Recent Trends
press release service is only US$ 200.

If you decide to avail this service you also get a 30% discount on Open Access fee in the journal, if you decide to make your
article Open Access.

7.2 Articulo enviado

7.2.1 Titulo del articulo

Correlation Of Vitamin D Concentration, Glycaemic Control, Cytokines

And Adipokines In Adults With Type 2 Diabetes Mellitus In Mexico
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8. Discusion general

Es importante realizar estudios transversales que nos permitan conocer las
concentraciones de diversas moléculas que participan en la DMT2, asi como;
citocinas, adipocinas y vitamina D entre otras, es decir, si logramos identificar los
mecanismos que participan como factores desencadenantes de la DMT2 y que
interfieren en la fisiopatologia y el desarrollo de sus complicaciones lograremos
prevenir y tratar esta enfermedad. En México contamos con pocos estudios que nos
permiten conocer marcadores basales de nuestra poblacién. La deficiencia de
vitamina D se encontré en el 100% de los participantes; superando la incidencia
reportada en otros paises. Cabe resaltar que los hallazgos encontrados coinciden
con lo reportado por algunos autores donde mencionan que la deficiencia de esta

vitamina afecta directamente las células beta pancreaticas y favorece el estado de
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resistencia a la insulina, convirtiéndose en un importante factor para desarrollar

DMT2, adicional a factores de riesgo como obesidad, sedentarismo, polimorfismos

y desequilibrio en la dieta.

9. Conclusiones generales

La revision sistematica y constante de articulos cientificos nos permite conocer

mejor el comportamiento social, cultural, habitos de alimentacién y estilos de vida,

asi mismo, postular nuevas hipétesis y dar respuesta a ellas para aportar terapias

coadyuvantes que mejoren la calidad de vida de los pacientes con DMT2.

N
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