UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE NUTRICION
, TITULO DE LA TESIS
ASOCIACION DE LOS NIVELES DE METILACION DE LOS GENES INS E IRS1

CON INDICADORES DE CONTROL METABOLICO Y EL CONSUMO DE
INULINA EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO II.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS DE LA NUTRICION

P RESENTA:
L. N. ARIADNA XIMENA CERON RAMIREZ

DIRECTOR DE TESIS: ,
DRA. OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ

CO-DIRECTOR DE TESIS:
DRA. AZUCENA SALAZAR PINA
COMITE TUTORAL:
DRA. AMERICA IVETTE BARRERA MOLINA

CUERNAVACA, MORELOS JUNIO 2020


Ximena Céron



AGRADECIMIENTOS

Agradezco el apoyo otorgado por el programa financiado por CONACYT numero
005576 Maestria en Ciencias de la Nutricion y a la Dra. Julieta Rubio por el apoyo
para llevar a cabo una estancia de investigacion en el Departamento de Medicina
Gendmica y Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).

A mi papa un pilar fundamental en mi vida, mi motor y mi apoyo incondicional quien
me ha ensafado a nunca darme por vencida, a siempre buscar mas y mejores
oportunidades, a ser siempre amable y agradecida con la vida.

A mi mama quien me ha brindado siempre su amor incondicional, quien me ha
ensefiado que el esfuerzo y el trabajo constante es una virtud muy valiosa, a no
darme por vencida nunca y a seguir siempre adelante a pesar de las adversidades.
A mis hermanas y mis cuiados, quienes han sabido siempre apoyarme, animarme,
orientarme y brindarme todo su amor y compaiiia.

A la Dra. Ollin Celeste por ser siempre tan amable, por su calidez humana y por el
gran apoyo que ha sido como parte de este nivel de estudio, por ensefiarme el
querer y valorar el mundo de la investigacion y el laboratorio. Siempre le estaré
agradecida por el todo el tiempo que me dedico y las ensefianzas dentro y fuera
del ambito estudiantil y por haberme recibido como alumna a un semestre de
iniciada la maestria.

A la Dra. Azucena por ser un ejemplo de persona destacada por su inteligencia,
amabilidad y sinceridad, y por abrirme a un panorama distinto de la nutricion que
se convirtid en un gran reto para mi y me hizo valorar aun mas mi carrera y por
brindarme la confianza para realizar el presente proyecto, al igual que al M.C.N.
Fernando Torres Romero por brindarme el apoyo necesario para continuar con otro
enfoque su investigacion.

A la Dra. Julieta Rubio un agradecimiento especial por abrirme las puertas del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, por brindarme un espacio
dentro de su laboratorio e incluirme como parte de su alumnado, por ser siempre

tan amable conmigo y con mis companeros promoviendo siempre la union como



equipo de trabajo, por su gran calidad humana y el gran apoyo que me brindo
durante la estancia de investigacion.

Al Dr. David Martinez-Duncker por haberme recibido como alumna al inicio de la
maestria, por su amabilidad y calidez humana, por su tiempo y sus ensefianzas,
por ser un gran ejemplo de ser humano.

A mis companieros de la maestria, especialmente a mis compaferas y amigas Perla
Miranda y Martha Martinez-Duncker por guiarme en un lugar nuevo para mi, por
brindarme su amistad, por apoyarme siempre que lo necesite, por los ratos de risas,
clases, salidas, tareas y comidas compartidas.

A mis companieros del laboratorio de la UNAM Erik, Wendy, Sebastian, Jessica,
Samuel, Daniela, David, Alejandra, Alegna, Pavel y Renato por recibirme tan
amablemente en su laboratorio, brindarme un espacio y compartir conmigo
material, ensefanzas, risas y tiempo.

A personas muy especiales para mi Amanda, Susana, Wendy, Francis y Jessica

por ser grandes mujeres y excepcionales amigas.



RESUMEN

Introduccién: Actualmente se buscan tratamientos que mejoren el control de la
Diabetes Mellitus tipo II (DMT2) y la inulina ha demostrado tener eficacia en la
disminucion de los niveles de glucosa y demas parametros de control metabolico
en estudios realizados en pacientes con diabetes, sobrepeso y dislipidemias. Por
otro lado, estos efectos sobre el control metabolico podrian estar asociados con
cambios en la modulacion epigenética de los principales genes de la via de la
insulina. Objetivo. Determinar la relacion entre los niveles de metilacion de los
genes INS e IRS-1, el consumo de inulina y el control metabdlico de pacientes con
DMT2. Material y métodos. Estudio experimental longitudinal con 67 pacientes del
hospital general de Huitzuco, Guerrero que participaron en una intervencién con
consumo de inulina de agave, 10gr durante 2 meses en un estudio previo. Los
parametros evaluados incluyeron composicion corporal, analisis bioquimicos vy
niveles de metilacién de los genes INS e /IRS-1 mediante MS- PCR. Resultados.
Se estudiaron 23 hombres y 44 mujeres con edad media de 54.4 afios £ 10.2. Se
encontré que el 100% de los sujetos del estudio presentaron algun nivel de
metilacion del gen INS y los niveles de no-metilacion presentaron un cambio con
un aumento significativo post-intervencion en la poblacion general y en las mujeres.
El estatus de metilacion se encontré relacionado con circunferencia abdominal,
masa grasa, glucemia y c-LDL; la no-metilacion se vio relacionada con
circunferencia abdominal, grasa abdominal, grasa total, colesterol total, c-LDL y
acido urico. Con respecto al gen IRS-1 encontramos el estatus de no-metilacién en
todos los sujetos estudiados sin cambios posteriores a la intervencion con una
porcidn no significativa de sujetos con algun nivel de metilacion. Conclusiones. Se
encontraron cambios estadisticamente significativos en los niveles de metilacion
del gen INS posterior a la intervenciéon con inulina, lo cual podria tener
repercusiones en la expresion del gen de la insulina, esto a su vez podria explicar

los cambios encontrados en los indicadores metabdlicos de los pacientes.



ABSTRACT

Introduction: Currently worldwide we are looking for treatments that improve the
type Il diabetes mellitus (T2DM) control, inulin has shown efficacy in the reduction
of glucose levels and other metabolic control parameters in studies with diabetes
patients, overweight and dyslipidemia. On the other hand, these effects on
metabolic control could be associated with changes in the epigenetic modulation on
the main genes of the insulin pathway. Objetive: To determine the relationship
between methylation levels of the INS and IRS1 genes, inulin consumption and the
metabolic control of T2DM patients. Material and methods: This longitudinal study
included samples from 67 study subjects from the General Hospital of Hiutzuco,
Guerrero, who participated in an intervention with agave inulin consumption, 10gr
for 2 months in a previous study. The parameters of the samples assayed included
body composition, biochemical analysis and methylation levels of INS and IRS1
genes. We analyzed using MS-PCR. Results: 23 men and 44 women with a mean
age of 54.4 years = 10.2 were studied. We found that the 100% of study subjects
considered some level of INS gene methylation and specified non-methylation levels
had a change with a significant increase post-intervention in the general population
and women. Levels of abdominal circumference, fat mass, glycemia and LDL-C
were found to be significantly related to methylation status; levels of abdominal
circumference, abdominal fat, total fat, total cholesterol, LDL-C and uric acid were
found related to non-methylation status. About IRS1 gene, we found the non-
methylation status in all the studied subjects without changes after the intervention
with a non-significant portion of subjects with some level of methylation.
Conclusions: Statistically significant changes were found in the methylation levels
of INS gene after inulin intervention, which could have repercussions on the
expression of that gene, this could explain the changes found in the metabolic

indicator of the patients.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus conjunta a un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por niveles elevados de glucosa en sangre relacionado a defectos
en la secrecién de la insulina, defectos en la accion de la insulina o a ambas
condiciones. Los niveles elevados de glucosa en sangre de forma constante o
hiperglucemia crénica de la diabetes se asocian con la disfuncion y dafio de
diferentes 6rganos, en especial con los ojos, rifones, vasos sanguineos y el
corazén (1,2).

La diabetes se puede clasificar de forma general en las siguientes categorias:

A. Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1), se relaciona con la destruccién de las
células B pancreaticas de forma autoinmune que por lo general lleva a un
déficit absoluto de insulina.

B. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), se desarrolla por la pérdida progresiva de
la secrecion de insulina de las células 3 del pancreas.

C. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), diagnosticada por lo general en el
segundo o tercer trimestre de embarazo, sin la manifestacion de signos o
sintomas previo a la gestacion.

D. Diabetes ocasionada por otras causas, tales como sindromes de la diabetes
monogénica (diabetes neonatal o tipo MODY), enfermedades del pancreas
exocrino (fibrosis y pancreatitis), diabetes por drogas o productos quimicos
(por ejemplo, el desarrollado con el uso de glucocorticoides, tratamiento del
VIH / SIDA, o después de trasplante de 6rganos) (3).

1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), es una enfermedad crénico-degenerativa
caracterizada por una deficiencia relativa a la insulina y por resistencia a la insulina
periférica. A menudo se asocia con la edad, obesidad, falta de actividad fisica,
historia familiar de primer grado o con una fuerte predisposicion genética, sin

embargo, la etiologia genética de la diabetes tipo 2 es aun un tema poco estudiado



(3,4). Para el diagnéstico de esta enfermedad existen criterios emitidos por la

Asociacion Americana de Diabetes (ADA) dentro de los cuales se encuentran las

siguientes especificaciones: glucemia en ayunas =126 mg/dl (ayuno definido como

no ingesta caldrica en las ultimas 8 horas), glucemia plasmatica a las 2 horas 2200

mg/dl durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa (la prueba deber ser

realizada con una carga de 75 gramos de glucosa anhidra disuelta en agua),

hemoglobina glucosilada (A1C) 26.5 y glucemia al azar 2200 mg/dl en el paciente

con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica (3). Los pacientes
con DMT2 pueden o no tener la presencia de sintomas caracteristicos de la
enfermedad, estos sintomas pueden no ser reconocidos o tardar tiempo en
aparecer, por lo que muchas personas con esta enfermedad pueden no estar
conscientes de su condicidén por muchos afios (4). Los sintomas principales de la
DMT2 son: poliuria, definido como la excrecién abundante de orina, polidipsia, que
es el aumento anormal de la sed, polifagia, referido a un aumento anormal de la
necesidad de comer, perdida de peso, fatiga e irritabilidad, infecciones frecuentes,
vision borrosa, heridas que tardan en sanar, hormigueo o entumecimiento en

miembros inferiores o superiores (5).

1.3 Epidemiologia de la DMT2

La epidemiologia se dedica al estudio de la distribucion y la frecuencia de la
enfermedad y sus determinantes en la poblacién. De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), en el mundo existe una prevalencia de mas de 422
millones de personas con esta enfermedad y es muy probable que esta cifra
aumente a mas del doble para el afio 2030. Los resultados de la prevalencia de
DMT2 se han incrementado con rapidez en los paises de medianos y bajos
ingresos. Para el afio 2015 la diabetes fue la causa directa de 1,6 millones de
muertes aproximadamente. Para el afno 2012 otros 2.2 millones de muertes se
atribuyeron a la hiperglucemia y aproximadamente la mitad de las muertes
relacionadas con esta enfermedad fue en personas menores a los 70 afios (6). De

acuerdo con las cifras de 2017 de la Federacién Internacional de Diabetes (FDI),



existian en el mundo 425 millones de personas que viven con diabetes, de las
cuales, 123 millones se encontraban en una edad mayor a 65 afios y 327 millones
en edades comprendidas entre los 20 y 64 afnos. De forma ordenada los paises
China, la India, los Estados Unidos, Brasil, Rusia y México, son los paises con
mayores cifras de prevalencia de diabetes, cifras que podrian incrementarse a 693
millones para el afio 2045. La diabetes en todas las formas impone un costo
inaceptablemente alto, desarrollo humano, social y econémico para los paises que
se encuentran en vias de desarrollo. En el caso especifico de México, nuestro pais
ocupa el 5° lugar a nivel mundial en la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2, siendo
aproximadamente, 12 millones las personas que viven con este padecimiento; por
todo lo antes mencionado, actualmente existe una urgencia para reducir la carga
mundial de esta enfermedad que afecta actualmente a tantos millones de personas
(7).De acuerdo con los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de
Medio Camino 2016 (ENSANUT MC 2016) la prevalencia de diabetes registrada
fue del 9.4% de pacientes con diagndstico previo, del cual el 10.3% correspondia a
mujeres y 8.4% a hombres con edades comprendidas entre 60 y 69 afios. Es
importante destacar que la ENSANUT MC 2016 registr6 un aumento en la
prevalencia de diabetes respecto a las registradas en la ENSANUT 2012 con 9.2%
y en la ENSANUT 2006 con 7.2%, sin embargo, el total de esta prevalencia podria

ser mayor por aquellas personas con diabetes que desconocen su condicion (8).

1.4 Gastos por complicaciones de la DMT2

La diabetes es un problema creciente que conlleva a altos costos para la sociedad.
De acuerdo con las estimaciones de la Federacion Internacional de Diabetes, en el
afio 2013 la diabetes costé como minimo 548.000 millones de USD en gastos de
salud a nivel mundial del cual el 11% del gasto fue en adultos; mas del 80% de los
184 millones de personas con diabetes de este grupo de edad vive en paises de
ingresos medios y bajos. Por otro lado, para el afo 2035, se espera que este
ndmero aumente a 264 millones y mas del 86% vivira en paises de ingresos medios
y bajos (4). Las complicaciones debidas a la diabetes son una causa importante de

discapacidad, disminucién de la calidad de vida y muerte. De acuerdo a los



resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
ENSANUT MC 2018, las personas con diagnostico previo de diabetes reportaron
complicaciones tales como: vision disminuida (54.5%), dafio en retina (11.19%),
pérdida de la vista (9.9%), ulceras (9.14%) y amputaciones (5.5%) (8). En 2013, se
gastaron un promedio estimado de 1,437 USD por persona con diabetes a nivel
mundial en el tratamiento y control de la enfermedad (4,8).

Con el 10% de la poblacion adulta afectada a nivel mundial, la regién de América
del Norte y Caribe tiene la segunda prevalencia comparativa mas alta de diabetes
mellitus tipo 2 con 36.8 millones de personas afectadas, la mayor parte de esta
poblacién vive en los EEUU, México y Canada que de acuerdo con las estimaciones
para el afo 2035 se espera que el numero de personas con DMT2 aumente hasta
los 50.4 millones (4).

1.5 Factores de riesgo asociados a DMT2

Existen diversos factores de riesgo importantes para el desarrollo de la DMT2, por
ejemplo: sobrepeso, obesidad, dieta, edad, sedentarismo, antecedentes

heredofamiliares y grupo étnico (4).

1.5.10besidad y sobrepeso

La obesidad (indice de Masa Corporal IMC mayor o igual 30 kg/mz2) y el sobrepeso
(IMC comprendido en el rango de 25 a 30 kg/mz) incrementan el riesgo de
desarrollar DMT2 a cualquier edad. En la actualidad mas del 80% de los casos de
DMT2 pueden ser atribuidos a la obesidad. Por el contrario, la reversion del
sobrepeso y la obesidad también disminuye el riesgo de DMT2 y mejora el control
glucémico, los niveles de presion arterial y/o de lipidos en pacientes con diabetes
establecida. (9,2)

1.5.2 Dieta
La dieta se considera un factor de riesgo puesto que juega un papel importante en
el desarrollo de la DMT2, algunos datos sugieren que ciertos factores dietéticos

pueden estar implicados en la fisiopatologia de esta enfermedad tales como la



composicion de la dieta, en particular con el alto consumo de hidratos de carbono,
grasas saturadas, el consumo de alcohol, el bajo consumo de fibra y la exposicidon
a un ambiente obesogénico que se asocia directamente con la afectacion del peso

corporal que contribuyen al desarrollo de la DMT2 (9).

1.5.3 Edad.

La edad se ha considerado como un factor de riesgo importante para la diabetes.
La prevalencia de DMT2 aumenta a partir de la mediana edad, y es mayor en la
tercera edad por lo que las pruebas clinicas de diagndstico deben comenzar a la
edad de 45 afos. Estas pruebas de diagndstico deben ser realizadas en adultos
con sobrepeso u obesidad de cualquier edad con uno o mas factores de riesgo para
diabetes (3,2,9).

1.5.4 Sedentarismo

El estilo de vida sedentario disminuye la utilizacion de energia del organismo
promoviendo la ganancia de peso corporal, lo que aumenta el riesgo de DMT2. Una
de las conductas sedentarias mas prevalente es ver la television por tiempos
prolongados, lo cual se ha visto asociado con el desarrollo de obesidad, por otra
parte, la actividad fisica de intensidad moderada reduce la incidencia de nuevos
casos de DMT2 independientemente de la presencia o ausencia de intolerancia a

la glucosa (9).

1.5.5 Antecedentes heredofamiliares

Tener parentesco con algun familiar de primer grado con DMT2 se asocia con una
fuerte relacion para el desarrollo de esta enfermedad. La posibilidad de que un
individuo sea diagnosticado con la enfermedad, teniendo un padre o madre con
DMT2 es de 2 a 3 veces mayor para desarrollar diabetes (aproximadamente un
40% de riesgo incrementado) y el riesgo incrementa de 5 a 6 veces si ambos padres
presentan la condicion, mientras que el riesgo en la poblacion general es de
alrededor del 7% (9).



1.5.6 Etnia

Existen grupos étnicos que tienen una predisposicion particular para desarrollar
resistencia a la insulina y DMT2 cuando se exponen a condiciones adversas. La
prevalencia de diabetes diagnosticada entre hispanos es 1.9 veces mas alto que el
de los caucasicos. La diabetes se diagnostica en una edad temprana y los hispanos
sufren de mayores tasas de diabetes relacionadas con complicaciones y
mortalidad, por otro lado, las poblaciones de afrocaribefos e indios asiaticos

también exhiben una mayor prevalencia de DMT2 que los caucasicos (9).
1.6 Complicaciones de la DMT2.

Las personas con DMT2 tienen un riesgo incrementado para desarrollar diversos
problemas de salud que pueden generar discapacidad o incluso ocasionar la
muerte (2). Las complicaciones de la diabetes son en gran medida consecuencia
de lesiones en los pequenos vasos sanguineos causadas por la hiperglucemia
cronica, dafo que puede presentarse en diferentes 6rganos, nervios y vasos
sanguineos. (9) La causa mas comun de muerte y discapacidad entre las personas
que tienen diabetes es la enfermedad cardiovascular. Algunas de las enfermedades
cardiovasculares que acompanfan a la diabetes son: infarto al miocardio, angina de
pecho, enfermedad arterial periférica e insuficiencia cardiaca congestiva (4,9). Otra
de las enfermedades con una alta prevalencia en los pacientes con diabetes es la
enfermedad renal o nefropatia, esta patologia es incluso mas comun en personas
con diabetes que en aquellas que no tienen esta enfermedad, siendo una de las
principales causas para el desarrollo de la enfermedad renal crénica. (8) La
nefropatia diabética se origina por dafo en pequefos vasos sanguineos a causa
de la hiperglucemia crénica, lo cual puede causar dano renal parcial o total. Otra de
las complicaciones por DMT2 es la retinopatia diabética, la cual se define como el
desarrollo de una enfermedad en los ojos que puede generar un dafio en la vision
y provocar ceguera, en cuanto a la fisiopatologia de retinopatia esta se origina
debido a que la red de vasos sanguineos dirigidos a irrigar la retina puede
bloquearse y dafiarse a causa de la hiperglucemia cronica, lo que conlleva a la

pérdida permanente de la vista (4). La relacion entre la elevacion de la glucosa en



sangre y el aumento de la presion arterial puede generar dafo a nivel del sistema
nervioso y derivado de ello pueden producirse diversos problemas tales como:
afecciones a la digestion, disfuncion eréctil, dolor, hormigueo o pérdida de la
sensibilidad en miembros periféricos, pie diabético, amputaciones, entre otras.
(9,10,11) La pérdida o disminucién de la sensibilidad en extremidades inferiores es
de gran importancia, ya que si existen lesiones a este nivel, el hecho de que no
sean percibidas puede dar paso al desarrollo de infecciones graves, ulceras y pie

diabético, dando lugar a cirugias de amputaciones mayores (4).

Derivado de las patologias antes mencionadas es importante que las personas con

diabetes mantengan un seguimiento de forma regular de las complicaciones.
1.7 Sefalizacion de la insulina en condicion fisiolégica normal.

La insulina es una hormona polipeptidica compuesta por 51 aminoacidos que se
secreta en las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas, su funcion
principal es mantener las concentraciones de la glucemia en rangos normales y
ejercer su efecto (captacion, metabolizacion, utilizacion y almacenamiento de
hidratos de carbono, proteinas y lipidos) en los principales tejidos metabolicos como
el tejido adiposo, musculo y en higado, los cuales son regulados por la cascada de
sefalizacion intracelular de la insulina (12,13). El receptor de insulina (IR, por sus
siglas en inglés) es una glucoproteina compuesta por 2 subunidades a y 2
subunidades B que se unen por puentes disulfuro. El IR pertenece a la familia de
receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca de cinasas de Tyr
(RTK's), que al ser estimulados por su ligando generan una autofosforilacion en
residuos de Tyr. Las subunidades a de este receptor se localizan en la parte externa
de la membrana plasmatica y tienen sitios de union para la insulina, las subunidades
B tienen por su parte una porcion en la parte externa de la membrana, una porcion
transmembranal y una ultima porcién intracelular con un dominio de actividad de
cinasa de Tyr. Cuando la insulina se une a su receptor y este se activa, inicia el
encendido de cascadas de senalizacion la cual puede ser mediada por dos vias

principales de transduccion las cuales son activadas por accién de la insulina: la



primera de ellas es la via de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la segunda es la
via de las cinasas activadas por mitogenos (MAP cinasas), ambas se encargan de
regular la mayoria de las acciones de la insulina que se asocian a la expresion

genética, la regulacion del metabolismo energético y a los efectos mitogénicos (13).
1.7.1 Via de senalizacion de la PI3K

La via de la fosfatidilinositol 3 cinasa o PI3K se activa cuando el receptor fosforilado
y activo es reconocido e interacciona con el sustrato del receptor de la insulina (IRS)
generando su fosforilacion. Las proteinas IRS estan conformadas por un dominio
amino-terminal y por un dominio de unién a fosfotirosinas (PTB) los cuales permiten
el acoplamiento de IRS al IR activo. Los IRSs contienen de 8 a 18 sitios potenciales
de fosforilacion (dependiendo del tipo de IRS, (actualmente se conocen 4 isoformas
de IRS-1 a IRS-4), que, al ser fosforilados por el IR, se convierten en sitios de union
y activacion de proteinas con dominios SH2 (homologia al dominio 2 de la proteina
Src) que actuan como proteinas adaptadoras, como es el caso de PI3K. De las 4
isoformas de IRS existentes, de acuerdo con diversos estudios, es la isoforma 1

(IRS1) la que esta involucrada en el transporte de glucosa a las células (13).

La via de las P13K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus
funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos, y es la via de interés para

el presente proyecto.

Las PI3Ks, son heterodimeros que constan de una subunidad reguladora (p85 a,

p55 a, pS0 a, p85 B 6 p55P|K) y de una subunidad catalitica (p110 a, p110 B 6
p1103). Las subunidades reguladoras son proteinas adaptadoras que contienen
dos dominios SH2, los cuales permiten su unioén a las proteinas IRS-1, dando por
resultado la activacion de la subunidad catalitica de PI3K. En consecuencia, p110
se encuentra ubicada cerca de la membrana plasmatica con acceso a sus sustratos
Pl14,5-P- (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) y Pl4-P (fosfa- tidilinositol 4-fosfato), los

cuales son fosforilados en la posicién 3 del inositol, generando asi los productos
PIP, (PI3,4-bisfosfato) y PIP3 (PI3,4,5- trisfosfato). El PIP5 actia como sitio de



unién para cinasas de Ser como PDK1 y Akt o proteina cinasa B (PKB). En el caso

especifico de la cinasa Akt, posterior a su reclutamiento en la membrana plasmatica
esta es fosforilada en dos residuos denominados Ser473y la Thr308, La

fosforilacién en la Ser4”3 ocurre en primer lugar por accién del complejo proteico
mTor/Rictor, conocido también como PDK2. La anterior fosforilacion parece

promover una interaccion entre el motivo hidrofébico del carboxilo terminal de Akt

y la cinasa PDK1 que la fosforila en la Thr308; ambas fosforilaciones son de suma
importancia para que Akt pueda activarse en su totalidad. Existen tres isoformas de
Akt (Akt1-3), pero la que parece tener la mayor relevancia en la incorporacion de
glucosa inducida por insulina es la isoforma 2. La enzima Akt es responsable de
regular algunos de los efectos metabdlicos de la insulina a través de la fosforilacién
de sustratos que propagan la respuesta de la insulina, dentro de los que se incluyen
a la enzima glucégeno sintasa (GS), a la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), a la
fosfofructocinasa 2 (PFK2), a la sintasa de oxido nitrico inducible (iINOS), a la
molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR), a la proteina de unién al
elemento de respuesta al AMP ciclico (factor de transcripcion CREB), a la caspasa

9y a la proteina antiapoptética antagonista de Bcl2 (BAD) (13).
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Figura 1. Senalizacion de insulina en condicion fisiolégica normal. INS, insulina; PY, tirosina fosforilada; IRS,
sustrato receptor de la insulina, P, fosfato, IRS1, sustrato receptor de la insulina isoforma 1; PI3K,
fosfatidilinositol 3 cinasa; P85, subunidad reguladora de PI3K; P101, subunidad catalitica de PI3K; PIP2 PI3,4-

bisfosfato; PIP3, PI3,4,5- trisfosfato; PDK1, cinasa dependiente de PIP3; Akt, proteina cinasa B. Fuente:
elaboracion propia con base en articulo de Gutiérrez Rodelo C., Mecanismos moleculares de la resistencia a
la insulina: una actualizacion (13).

1.8 Tratamiento para DMT2

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad cronica, degenerativa e incurable
pero controlable. Existen varios objetivos en el tratamiento del diabético tipo 2, pero
su esencia radica en el control metabdlico y la prevencion de las complicaciones.
Los objetivos en el tratamiento de la DMT2 son:
« Mantener al paciente libre de hiperglicemia e hipoglucemias e impedir las
complicaciones agudas.
« Evitar la aparicion de complicaciones cronicas.
e Que el paciente pueda realizar normalmente sus actividades con la mejor
calidad de vida posible (14).



1.8.1Tipos de tratamiento:

1) Tratamiento preventivo
Son aquellos dedicados a retrasar la aparicion de la DMT2 a través de programas

bien estructurados para modificar estilos de vida.

2) Tratamiento no farmacolégico:
El tratamiento no farmacoldgico es el unico tratamiento integral basado en la
modificacion del estilo de vida con especial énfasis en la reduccién del peso
corporal en el paciente con sobrepeso u obesidad, capaz de controlar
simultaneamente la mayoria de los problemas metabdlicos de los pacientes con
diabetes, incluyendo la resistencia a la insulina, la hiperglicemia, la hipertension
arterial y la dislipoproteinemia. Este tipo de tratamiento consiste en 3 pilares

fundamentales: educacion terapéutica, nutricion adecuada y actividad fisica

Educacion terapéutica continuada
La educacion en el paciente con diabetes es un elemento esencial en la atencién
integral al paciente. Tiene como objetivos principales proporcionar conocimientos y
la informacién necesaria sobre la enfermedad; ensefar y entrenar en la adquisicion
de habilidades y habitos pretende crear en los pacientes una real conciencia de su
problema, lo que le permitira lograr cambios en su estilo de vida para una mejor
atencion en su estado de salud.

Terapia Medica Nutricional
Para esta patologia el tratamiento nutricional esta dirigido a contribuir a la
normalizacion de los valores de la glucemia durante las 24 horas, y a favorecer la
normalizacion de los valores lipidicos principalmente. Las dietas con alto contenido
en fibra, y una proporcion adecuada de hidratos de carbono, con alimentos de bajo

indice glucémico, son eficaces en el control de la glucemia.

Actividad fisica
La realizacion de actividad fisica de forma regular ha demostrado tener ventajas
fisiolégicas inmediatas como mejoria de la accion sistémica de la insulinade 2 a 72
h, mejora de la presion sistdlica y aumento de la captacion de glucosa por el

musculo y el higado. (2)



3) Tratamiento farmacolégico

Debe considerarse su empleo en el paciente cuando con la dieta y el ejercicio fisico
no se consiga un adecuado control de la DMT2, tras un periodo razonable (4-12
semanas) después del diagndstico.

Existe gran variedad de medicamentos para el tratamiento de la DMT2 con diversos
enfoques; medicamentos que aumentan la secrecion de insulina independiente del
nivel de glucosa, medicamentos que disminuyen la insulinoresistencia,
medicamentos que disminuyen el paso de la glucosa actuando en el tracto
digestivo, medicamentos que aumentan la secrecion de insulina dependiente de
glucosa y suprimen la secrecion de glucagon y por ultimo insulinas y analogos de

insulina.

4) Tratamientos alternativos

Existe una gran incertidumbre sobre la eficacia y seguridad de tratamientos
alternativos o naturales. Actualmente existen muy pocos ensayos aleatorizados y
randomizados que evaluen dicha eficacia y seguridad para poder obtener
conclusiones fiables. Por lo tanto, datos tan importantes como dosis eficaces,
efectos adversos y contraindicaciones no estan totalmente dilucidados, algunos

ejemplos de tratamientos naturales basados en evidencia son:

Melbén amargo o pera balsamica (Momordica charantia)

Debido a que los componentes de su extracto presentan una similitud estructural
con la insulina animal, también es conocida como “insulina vegetal”. El mecanismo
de accion postulado es mejorar la secrecion pancreatica de insulina y disminuir la
gluconeogénesis hepatica, reducir los niveles de glucosa en sangre a largo plazo.
Los efectos adversos reportados son que puede provocar abortos, se debe evitar
su uso en lactantes, nifios y personas alérgicas, puede causar favismo en pacientes
con déficit de G6PDH (16,17,18).



Evidencia Natural Standard Evidence-based (NSE) para DMT2: C, evidencia

cientifica no clara (19).
Diente de leon (Taraxacum officinale)

Proporciona vitaminas (tiamina, riboflavina), electrolitos (potasio, calcio, magnesio,
fésforo), hierro y fibra. La Food and Drug Administration (FDA) tiene aprobado el
uso del extracto como aditivo alimentario, efecto hipoglucemiante. Se debe evitar
SuU uso en personas alérgicas, en pacientes con enfermedad biliar y / o con
insuficiencia hepatica. Los efectos adversos reportados son el aumento de la
secrecion de acido gastrico y reduccién de la eficacia de antiacidos, anticoagulantes

o farmacos antiplaquetarios (16,20).

Evidencia Natural Standard Evidence-based (NSE) para DMT2: C, evidencia

cientifica no clara (19).
Fenogreco (Trigonella foenum-graecum)

El mecanismo de su accion hipoglucemiante es multiple. Por un lado, se produce
un retraso en el vaciado gastrico, ademas de una disminucion en la absorcion de
carbohidratos y un aumento de sensibilidad a la insulina en los tejidos. Las semillas
de fenogreco incrementan la secrecion de insulina dependiente de glucosa. Los
efectos adversos mas frecuentes son trastornos gastrointestinales como dispepsia
y distencién abdominal. También presenta un efecto anorexigeno y puede causar

hipopotasemia (16,21).

Evidencia Natural Standard Evidence-based (NSE) para DMT2: A, fuerte evidencia

cientifica (19).
Nopal (Opuntia streptacantha)

Contiene gran cantidad de fibra soluble y de pectina lo que puede interferir en la
absorcion intestinal de la glucosa y a reducir los niveles plasmaticos de colesterol.

Produce un aumento de volumen de las heces, por lo que puede provocar diarrea.



Por otro lado puede producir rinitis alérgica, inflamacién nasal y asma. A pesar de

esto, el nopal es considerado seguro cuando se usa como alimento (16,22).

Evidencia Natural Standard Evidence-based (NSE) para DMT2: C, evidencia

cientifica no clara (19).
Cebolla (Allium cepum)

Los efectos hipoglucemiantes que presenta se atribuyen a que producen una mayor
secrecion de insulina pancreatica y/o mejoran el proceso anabdlico de almacenaje
de glucégeno a partir de glucosa. La cebolla es segura cuando se ingiere como
alimento en una dieta equilibrada, aunque administrada en grandes cantidades
puede causar trastornos gastrointestinales (aumento de la acidez estomacal y
dispepsia). También ha demostrado reducir los niveles de tension arterial tanto en

pacientes hipertensos como no hipertensos (16,17).

Evidencia Natural Standard Evidence-based (NSE) para DMT2: C, evidencia

cientifica no clara (19).
Inulina (Inula helenium)

Los fructanos de tipo inulina son componentes naturales de varias frutas y verduras
comestibles. Las fuentes dietéticas mas comunes son el trigo, la cebolla, el platano,
el ajo y el puerro (23). También pueden ser encontrados en una gran variedad de
plantas, incluyendo la achicoria, la alcachofa de Jerusalén, los esparragos y las
plantas de agave de la especie agavaceae. A pesar de sus similitudes, los fructanos
son distintos el uno del otro en su origen, la estructura y las caracteristicas de
fermentacioén (24). Los fructanos de agave poseen una estructura de tipo mixta que
les provee la caracteristica de ser ramificados. México ha sido considerado como
el centro de origen y diversidad biologica de fructanos del género Agave, debido a
la diversidad taxondmica dentro de su territorio. De las 310 especies reportadas,

mas de 272 se pueden localizar en este pais (25).



La inulina puede contribuir de manera significativa a una dieta bien equilibrada al
aumentar el contenido de fibra, al mejorar la diversidad de las fuentes de fibra y al
afectar especificamente varias funciones gastrointestinales (composicion de la
microflora intestinal, funciones de la mucosa, actividades endocrinas, minerales,
absorcion) e incluso funciones sistémicas (especialmente la homeostasis lipidica y
las funciones inmunes), asi como reduciendo el riesgo de enfermedades diversas
(23). También se ha demostrado un aumento el nivel de GLP-1 en suero para
suprimir la secrecion y produccion de IL-6 y la gluconeogénesis hepatica, o que da
como resultado una moderacidon de la tolerancia a la insulina y reducciéon de la
glucemia (26).

Es importante destacar que tanto la inulina como sus derivados fueron aceptados
como ingredientes GRAS (generalmente reconocido como seguro, por sus siglas
en inglés) por el FDA desde 1992, lo cual indica que pueden usarse en
formulaciones alimenticias y proyectos de investigacion (27).

Seguridad: Aun faltan estudios en humanos para verificar su eficacia (26).

Tabla 1.Efectos Efectos nutricionales y beneficios potenciales para la salud de los

fructanos de tipo inulina (23,26).

Beneficios potenciales
Composicion y actividades de la microflora intestinal.
Produccion de heces
Absorcion de Ca y otros minerales.
Produccion de péptidos endocrinos gastrointestinales.
Inmunidad y resistencia a las infecciones.
Homeostasis lipidica
Reduccion de los riesgos de enfermedad.
Infecciones intestinales
Enfermedades del intestino irritable
Cancer de colon
Osteoporosis
Obesidad




1.9 Inulina y diabetes

Los efectos de los fructanos de tipo inulina sobre la glucosa y el metabolismo de
los lipidos se han revisado en varios articulos. EI mecanismo por el cual la inulina
se asocia como beneficio en la diabetes esta enfocado en el péptido-1 similar al
glucagén (GLP-1). EI GLP-1 es una hormona clave liberada por las células L
enteroendocrinas en respuesta a la ingestion de nutrientes. Se produce mediante
el procesamiento postraduccional especifico del tejido de su péptido proglucagoén
precursor por la prohormona convertasa-1. Promueve la secrecién de insulina y
la proliferacion de células 8 en el pancreas, controla la sintesis de glucégeno en las
células musculares y promueve la saciedad (28). En un estudio clinico realizado
en pacientes con dislipidemia y con obesidad o sobrepeso con dosis de 15g de
inulina de agave durante 60 dias, se encontré una reduccion en los niveles de
glucosa en ayunas al final de la intervencion y es consistente con estudios previos
que han sostenido que la suplementacion con fructanos de agave induce una mayor
concentracion de GLP-1 y su precursor, ARNm de proglucagén en los diferentes
segmentos colonicos que son capaz de promover la produccion de péptidos
satietogénicos / incretina en la parte inferior del intestino, con efectos prometedores
sobre el metabolismo de la glucosa (29). En un estudio reciente realizado en ratas
diabetizadas se encontré6 que el tratamiento con inulina redujo los niveles de
glucosa en sangre en ayunas y alivio la intolerancia a la glucosa y los paneles de
lipidos en sangre en ratas diabéticas. Ademas, el tratamiento con inulina
incrementd el GLP-1 y redujo el nivel de IL-6 (26).

La comprension del mecanismo bioquimico mediante el cual los fructanos de tipo
inulina modulan la saciedad o el metabolismo de la glucosa o los lipidos es esencial
para proponer consejos nutricionales clave para la diabetes (28).

En el presente estudio nos proponemos analizar los patrones de metilacion del DNA

en pacientes con DMT2 y la correlacién con el consumo de inulina.



1.10 Epigenética en DMT2

La definicién de epigenética fue descrita en los afios cincuenta por el embridlogo
Conrad H. Waddington, quien la describié como el analisis causal del desarrollo que
implicaba las interacciones de los genes con el ambiente desarrollando el concepto
de paisaje epigenético, el cual hace referencia a las opciones que sigue una célula
en un embridén en las claves del desarrollo por acciéon de factores inductores
embrionarios o genes homedticos. (30)

En la actualidad el termino epigenética se describe como el estudio los mecanismos
que regulan la expresion génica sin modificar la secuencia del DNA. Los cambios
epigenéticos permiten que los genes se expresen o se silencien en funcién de
condiciones exteriores como factores ambientales, tabaco, alimentacion y/o
ejercicio. De esta forma nuestras células sufren cambios epigenéticos durante toda
la vida. Los principales mecanismos epigenéticos comprenden la metilacion del

DNA, la modificacion de las histonas y la accion de los ARN no codificantes (31,10).

1.10.1 Metilacion del DNA

La metilacion del DNA es un importante mecanismo epigenético de control
transcripcional el cual juega un papel importante en el mantenimiento de las
funciones celulares (32). La metilacion del DNA se genera por la unién de un grupo
metilo (-CH3) a la posicion 5'del anillo de la citosina, transformandose en 5-
metilcitosina (5-mC), esta union se produce especificamente en los dinucleotidos
citosina-guanina, los cuales, se agrupan en el genoma constituyendo las llamadas
islas CpG. Estas islas son especialmente abundantes en las regiones promotoras
de los genes y otras zonas reguladoras. Las enzimas encargadas de la metilacién
del DNA son las DNA metiltransferasas (DNMTs), enzimas clave en la regulacién
epigenética las cuales se encargan de catalizar la transferencia del grupo metilo de
la S-adenosilmetionina (SAM) producto del ciclo de un carbono de la citosina del
DNA (33). Se han descrito tres enzimas principales en el proceso de metilacion,
DNMT1, DNMT3a, y DNMT3b. Por otra parte, la DNAMT2 es considerada como

funcional casi exclusivaente sobre el RNA, en conjunto, todas ellas son esenciales



principalmente para establecer los patrones de metilacion y para mantenerlos
posteriormente en los procesos de replicacion (34). La metilacion del DNA es un
proceso dinamico eficientemente regulado, las secuencias no metiladas pueden ser
metiladas y los grupos metilo pueden perderse, por lo que los patrones de
metilacion de las células somaticas son el resultado de ambas actividades,
metilacion y desmetilacion. (35,31,36). La distribucion en el genoma de las islas

CpG, en el cual la metilacion del DNA ocurre, es asimétrica (32).

1.10.2 Funciones de la metilacion

El modelo de metilacién, como se conoce actualmente, se basa en dos funciones,
metilaciéon de novo y de mantenimiento. Por su parte las enzimas DNMT3a y las
DNMT3b se encargan de establecer patrones nuevos de metilacion, estas dos
enzimas estan mayormente expresadas en el desarrollo y la diferenciacion celular
y menormente expresadas en las células diferenciadas (37). Por otra parte, la
metilacibn de mantenimiento se establece por reconocimiento de la hebra
hemimetilada durante la replicacidon del DNA, por medio de las enzimas DNMT1 y
de mas interacciones proteicas, este sistema de replicaciéon debe asegurar que se
mantenga la fidelidad de dichos patrones (38).

La presencia de niveles de hipometilacion global puede resultar en inestabilidad
cromosomica y, por otro lado, la hipermetilacion ha sido asociada con la inactividad
de los genes supresores de tumores (32).La implicacion de las alteraciones de los
mecanismos epigenéticos en el desarrollo de enfermedades se ha situado en los
ultimos anos como una via de investigacion emergente (31). Los patrones
heredables del estado de metilacion en el genoma son generalmente estables. Se
ha sugerido que los patrones de metilacién de las islas CpG pueden servir para
compartamentalizar al genoma en zonas transcripcionalmente activas e inactivas
(35).
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Figura 2. Representacion esquematica de la metilacion del DNA, la alteracion de la transcripcién y a la
expresion de los genes. CPG, citosina y guanina enlazados por fosfatos. Fuente: elaboracién propia con base

en articulo de Bansal Amita, Pinney E. Sara, DNA methylation and its role in the pathogenesis of diabetes (39).

1.10.3 Diabetes Mellitus Tipo 2 y metilacidn

Varios estudios han investigado la relacion entre la variacion genética y la
metilacion del DNA con respecto a la DMT2, pero se desconoce si la metilacion del
DNA es un mediador en la via de la enfermedad o si esta alterada en respuesta al
estado de la enfermedad (40). A pesar del aumento exponencial en la investigacion
epigenética en la ultima década, el estado actual de las alteraciones de la metilacion
del DNA en la sangre de sujetos humanos con DMT2 sigue siendo limitado. Se esta
investigando cada vez mas un enfoque de genes candidatos para cuantificar el
estado de metilacién de sitios CpG especificos dentro de genes asociados con
DMT2, diversos hallazgos han relacionado la metilacion del DNA con el pocentaje
de hemoglobina glucosilada, por otra parte, en las células Ry los linfocitos natural
killer se correlacionaron positivamente con la resistencia a la insulina y un aumento
de los niveles de metilacion global del DNA en individuos con tolerancia a la glucosa
deteriorada o DMT2 sin tratamiento previo en comparacién con aquellos con
normoglucemia. Es importante sefalar que los cambios en la metilaciéon del DNA

asociados a la DMT2 en las células [3 pancreaticas y en los tejidos sensibles a la



insulina (higado, musculo y tejido adiposo) se han reportado reflejados en la sangre,
lo que ofrece la oportunidad de utilizar muestras clinicas alternativas no invasivas.

para el analisis de metilacién (41).
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Figura 3. Esquema de las vias que contribuyen a las complicaciones de la DMT2. Fuente: Elaboracion propia
con base en articulo de Forbes, J. M. y Cooper, M. E., Mechanisms of diabetic complications (42).

1.10.4Cambios de la via de senalizacion de los genes INS, IRS1.

1.10.4.1 INS
La insulina es el principal producto sintetizado por las células 3 pancreaticas. La
proteina que se sintetiza en primer lugar a partir del gen de la insulina es la
“preproinsulina” (43).
Después de la eliminacién del péptido sefial precursor, la proinsulina se escinde
después de la traduccion en tres péptidos: la cadena B y los péptidos de la cadena
A, que se unen covalentemente a través de dos enlaces disulfuro para formar

insulina y péptido C. La unidon de la insulina al receptor de insulina estimula la



captacion de glucosa. Se ha identificado una multitud de alelos mutantes con
efectos fenotipicos (44).En el afo 2007 se describieron mutaciones en
heterocigosis en el gen INS que se relacionaron con diabetes tipo 1 y tipo 2. Eran
mutaciones que originaban un cambio en algunos residuos de la molécula de

insulina distorsionando su conformacion espacial (43).

1.10.4.2 IRS1

El sustrato 1 del receptor de insulina (IRS7) un sustrato de la tirosina quinasa
receptora de insulina, es un elemento critico en las vias de sefalizacion de la
insulina y se ha informado que las mutaciones en el gen /RS tienen un papel en la
determinacion de la susceptibilidad a los rasgos relacionados con la DMT2 (13,45).
Las proteinas IRS contienen de 8 a 18 sitios potenciales de fosforilacion (en funcidn
del tipo de IRS, IRS-1 a IRS- 4), que, al ser fosforilados por el IR, se convierten en
sitios de activacion y union de proteinas. De las 4 isoformas de IRS que existen, se
ha reportado que la isoforma 1 es la que esta involucrada en el transporte de
glucosa a las células, la union de las proteinas IRS-1 a las subunidades reguladoras
de las PI3K dan como resultado la activacién de la subunidad catalitica de PI3K.
Se ha documentado en estudios clinicos, que en tejido adiposo, higado y musculo
de pacientes con obesidad (tejidos importantes que desempefan un papel
importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina), la expresion de las
proteinas /RS-1 disminuye aproximadamente al 54%, y este aumento en la
degradacion de IRS puede estar inducido por el aumento en la fosforilacién de IRS
en residuos de Ser/Thr (12,11).

1.10.5 Metilacidon de novo

Los patrones de metilacion en las células somaticas son generalmente estables y
heredables, sin embargo, son reprogramados ampliamente en las células
germinales y durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la metilacién de
novo particularmente activa en estos estadios (35). Cuando una secuencia CpG
adquiere este tipo de metilacion, esta modificacion es estable por consiguiente es
heredada como un patréon de metilacién clonal (46). La metilacion de novo también

puede ocurrir en las células somaticas adultas, un numero significativo de islas CpG



son susceptibles de metilacion progresiva en ciertos tejidos durante el proceso de
envejecimiento o en los procesos neoplasicos. Sin embargo, la velocidad con que
ocurren estos cambios parece ser muy lenta. Recientemente se ha observado que
existen patrones de metilacién anormales en muchos tipos de cancer, los cuales
conducen principalmente a la inactivacion de genes supresores de tumores y a la

inestabilidad del genoma (35).

1.10.6 Dieta y epigenética en respuesta a la enfermedad

Los factores epigenéticos pueden ser regulados por factores ambientales dentro de
los cuales se incluye la nutricidon, y por lo tanto proporcionar un mecanismo por el
cual existan cambios de expresion génica que puede conducir tanto a la salud como
a la enfermedad. La evidencia actual que une a la dieta con las modificaciones
genéticas puede ser reducido a dos escenarios: La “ventana” critica del desarrollo
temprano (durante el desarrollo fetal y/o neonatal) y durante las transiciones
dietéticas (durante la etapa adulta ocurrida en un periodo relativamente largo de
tiempo) (36). Estudios clinicos sugieren que parte de los efectos de proteccion en
el cancer estan asociados con diversos componentes alimentarios bioactivos
relacionados con los patrones de metilacion. Factores dietéticos han sido
implicados en muchas vias involucradas en la carcinogénesis, incluyendo la
apoptosis, control de ciclo celular, inflamacion, reparacion del DNA. Estos también
son procesos regulados por la metilaciéon del DNA y otros factores epigenéticos los
cuales constituyen un importante mecanismo en el cual los componentes dietéticos
pueden selectivamente activar o inactivar la expresion de diversos genes (32).En
la Tabla 2 se muestran diversos estudios en los cuales reportaron asociacion de

factores dietéticos con la metilacidon de diversos genes



Tabla 2. Estudios que investigaron la asociacion de factores dietéticos y metilacién.

Referencia  Nombre del Sujetos de Metodologiade metilaciony del Principales resultados
articulo estudio estudio
Taper et Influence of Ratas El dia 45 después de su | La introduccion directa de un 15% de
al., 1999 Inulin and Sprague nacimiento, oligofructosa, inulina o pectina en la
(47) Oligofructose | pawiey inyeccion de carcinégeno. dieta no produjo ningin problema
on Breast Investigacion No.1 gastrointestinal en ratones, en ratas,
Cancer and . U o
Tumor Growth. G1, dieta basal para ratones. indujo diarrea leve y transitoria.
G2, dieta basal para ratones + | EI  tumor  TLT  sodlido  crecio
oligofructosa con dosis | significativamente mas lentamente en
aumentada gradualmente. ratones alimentados con una dieta que
Transplante de tumor contenia un 15% de oligofructosa,
Investigacion No.2 inulina o pectina en comparacion con
Dieta basal + 15 g de | los alimentados con la dieta basal sola.
oligofructosa, inulina o pectina, | EI efecto anticancerigeno de Ia
7 dias. oligofructosa, inulina o pectina se
Agua y alimento ad libitum. puede considerar como antipromotor y
/ 0 antiprogresivo.
Rampersau | Genomic DNA | Mujeres post- | Ensayo in vitro con enzimas de | La incorporacion de grupos metilo
detal, methylation menopausica | restriccion. aumento significativamente en
2000 (48) | decreases in s de 60 a 85 | Periodo de agotamiento de | respuesta a la deplecion de folato. No
response to afos folato de 7 semanas (118 + 25 | se detectaron cambios significativos en
moderate . : L .
folate ug de folato / d) seguido de un | la incorporacion de grupos metilo en
depletion in periodo de replecion de folato | ningun grupo durante el periodo de
elderly women de 7 semanas (4 tratamientos = | reposicion. La respuesta lenta a las
dieta de reduciéon + folato | dietas de replecion observadas sugiere
suplemetario). que la normalizaciéon de la metilacion
A =200 pg de folato / d + acido | del ADN después del agotamiento
folico moderado del folato puede retrasarse
B =415 pg de folato / d + acido | en las mujeres mayores.
félico
C =200 ug de folato / d
D =415 ug de folato / d
Fang et al., | Reversal of | Invitro. Metlacién del DNA por bisulfito, | La genisteina revirtié la hipermetilacion
2005 (49) Hypermethylati | Lineas MsP, RT-PCR y PCR Tiempo | del ADN en células KYSE 510 y 150.
on and | celulares de | Real. La genisteina y las isoflavonas de soja
Reactivation carcinoma de | Células KYSE 510 se trataron | relacionadas reactivan los genes
of p16ink4a, células con 2, 5, 10 0 20 uymol / L de | silenciados por la metilacion, a través
RARB, escamosas genisteina 0 8.7 ymol / L de 5- | de una inhibicién directa de la ADN
and MGMT Ge | esofagicas aza-dCyd en medio de cultivo | metiltransferasa.
nes by | humanas. fresco cada dos dias, durante 6
Genistein and dias.
Other Las células KYSE 150, LNCaP
Isoflavones y PC3 se trataron con 10 o 20

from Soy

pmol / | de genisteina o 2 ymol




/ L 5-aza-dCyd solos o juntos
durante 6 dias.

Waterland Methyl donor | Ratones Preservacion del Alelo Aw a | La suplementacién con metilo durante
et al., 2008 | supplementati | Amarillo través de tres generaciones y | generaciones sucesivas
(50) on prevents | (Avy) evaluacion de los efectos | causo hipermetilacién persistente en el
transgeneratio acumulativos sobre el color del | locus de de A vy .
nal pelaje y el peso corporal. La dieta hipermetilante conlleva a un
amplification of Dieta estandar. silenciamiento epigenético progresivo
obesity. Dieta suplementada con metilo | del alelo obesogénico.
(acido fdélico extra, vitamina
B 12, betaina y colina).
Wheizhu et | Trans- Mujeres con | Ms-PCR La metilacion de RASSF-1 a disminuy6
al.,2012 Resveratrol riesgo de | G1 = Placebo. con los niveles crecientes de frans -
(51) Alters cancer de | G2 = cuspidatumcon 5 mg | resveratrol sérico de ambas dosis.
Mammary mama. de trans -resveratrol El cambio en la metilacién de RASSF-
Promoter ; ioné di
Hypermethylati G3 = cuspidatum con 50 mg | 1 a se relaciond directamente con el
on in Women de trans-resveratrol. Muestras | cambio en PGE-z.
at Increased recogidas al inicio del estudio y | Disminuciéon en la metilacion del gen
Risk for Breast a las 12 semanas de | supresor de tumores RASSF-1 a.
Cancer. tratamiento
Mayuko et | Effects of dried | Mujeres Metilacion del DNA por | El grupo DTG mejord la metilacion del
al.,2017 tofu adultas 50-70 | pirosecuenciacion gen NFKB2 en 4/6 sitios en la region
(52) supplementati | 5705 PLG = IWT + placebo (n = 16; | nromotora del gen NFKB2 mas que el
on during 108 kcal, 0,2 g de proteina, 5,5 PLG 2/6 sitios.
interval g de grasa y 14,4 g de
walking carbohidratos).
training IWT DGT = IWT + ingesta de tofu
on the seco (n=16; 111 kcal , 9.6 gde
methylation of proteina, 6.0 g de grasay 4.6 g
the NFKB2 de carbohidratos).
gene in the 5 meses.

whole blood of
older women.




2. JUSTIFICACION

La DMT2 se ha mantenido en los ultimos afios como una enfermedad de gran
importancia debido a su alta y creciente prevalencia, a nivel mundial existen
aproximadamente 425 millones de personas con DMT2 y en nuestro pais se
reportan 12 millones de personas, siendo esta enfermedad la principal causa de
muerte en México.

Existe actualmente una urgencia de realizar mayores acciones para mejorar los
resultados de los tratamientos para la DMT2, los tratamientos empleados para
controlar esta enfermedad van desde intervenciones multidisciplinarias,
tratamientos farmacolégicos y opciones de tratamientos alternativos que tienen
como finalidad el control glucémico y la prevencién de las complicaciones propias
de la enfermedad.

Para las personas que viven con diabetes el impacto inmediato de la enfermedad
se presenta en la disminucion de la calidad de vida y la muerte prematura si no se
realiza un cuidado continuo y un tratamiento adecuado. Los tratamientos
alternativos para la diabetes tienen como finalidad coadyuvar junto a los
tratamientos farmacolégicos para el mantenimiento de los niveles 6ptimos de
glucosa, dentro de los tratamientos alternativos existentes la inulina ha demostrado
tener eficacia en la disminucion de los niveles de glucosa plasmatica en estudios
realizados en pacientes con diabetes, obesidad y estudios en animales. Las
modificaciones epigenéticas a menudo se consideran como los subproductos de
estimulos externos como la alimentacion, que pueden influir en la expresién génica
relacionados con la fisiopatologia de la diabetes. Una de las principales vias de
sefalizacion de la insulina es la via del fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) la cual
regula la mayoria de las acciones de la insulina, existen dentro de esta via 3 genes
involucrados principalmente, el gen de la insulina (INS) y el gen del sustrato
receptor de la insulina 1 (IRS1)) los cuales han demostrado tener un papel muy
importante en el riesgo del desarrollo de la DMT2.

La metilacién del DNA se correlaciona con los cambios en la expresidon génica, lo
que indica una posible diana terapéutica y un area de investigacion activa. El

desarrollo de un modelo que incorpore cambios genéticos y de metilacién del DNA



podria ser util para el desarrollo de objetivo terapéuticos innovadores para la
diabetes.

A través de esta investigacion se puede contribuir para determinar si la inulina
puede ser utilizada como parte de un esquema de nutricion adecuado para
pacientes con DMT2 mediante la determinaciéon y el analisis de los patrones de

metilacion de los genes INS e IRS1 que modifiquen en el DNA.

3. HIPOTESIS

Existe una modificacion de los niveles de metilaciéon de los genes INS e IRS1

asociado al consumo de inulina y al control metabdlico en pacientes con DMT2.

4. OBJETIVOS

a. General

Determinar la relacion entre los niveles de metilacion de los genes INS, IRS1, el
consumo de inulina y el control metabdlico en pacientes con diabetes mellitus tipo
2.

b. Especificos

1) Reunir las muestras biologicas y los datos epidemioldégicos de una
intervencion realizada con suplementacion con inulina de agave previamente
realizada a pacientes con DMT2.

2) Determinar los patrones de metilacién de los genes INS e IRS1 antes y
después de la intervencion con inulina.

3) Establecer si existe una relaciéon entre los niveles de metilacién, el consumo

de inulina y el control metabdlico de pacientes con DMT2.



5. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

a. Diseno del estudio.

De forma previa al presente proyecto se realizd un estudio longitudinal
cuasiexperimental “Evaluacién del efecto de inulina sobre inflamacion sistémica de
bajo grado y estado de nutricion de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 del
hospital general de Huitzuco, Guerrero” realizado por el por el M.C.N. Fernando

Torres Romero, estudio del cual toma los datos el presente proyecto.

b. Universo de trabajo y muestra

La poblacién de estudio estuvo constituida por 67 pacientes con diagndstico
establecido de DMT2 del hospital general de Huitzuco Guerrero en el afio 2018.
Los pacientes tenian que cumplir con los siguientes criterios para su inclusiéon en el
estudio: edad comprendida entre 30 y 70 anos, diagndstico previo de DMT2 minimo
de 12 meses, bajo tratamiento farmacolégico de por lo menos 6 meses, consumo
de fibra menor a 30 gramos, sin enfermedades gastrointestinales ni tiroideas, no
embarazadas o en lactancia, sin consumo de prebidticos o probidtico,
hipolipemiantes o antibiéticos, no fumadores o consumidores de alcohol.

Se realiz6é una intervenciéon con inulina de agave en los pacientes con DMT2, los
pacientes fueron invitados a participar de forma directa a los que se encontraban
en el area de consulta externa y por llamada telefénica a pacientes seleccionados
de una base de datos por diagnostico. Los pacientes que aceptaron participar en el
protocolo firmaron una carta de consentimiento informado. La intervencion se llevo
a cabo en un lapso de 8 semanas con un consumo de 10 gramos diarios de inulina
de agave de cadena corta. Intervencion realizada por el M.C.N. Fernando Torres

Romero.

Intervencion con Inulina de agave.

La intervencion fue llevada a cabo en un lapso de 8 semanas en las cuales para la

visita inicial se obtuvo una muestra sanguinea de los pacientes y se realizaron



estudios dentro los cuales se incluyeron: estudios bioquimicos (glucosa central,
triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, acido urico), composicion corporal
(peso, indice de masa corporal (IMC), circunferencia abdominal (CA), % de masa
grasa, % de masa muscular, grasa visceral), cuestionario sociodemografico,
cuestionario de adherencia al farmaco de base para la DMT2, cuestionario de
actividad fisica, registro de alimentos y se les brind6 a los pacientes sobres de
inulina de agave con 10g c/u para 4 semanas de tratamiento. A las 4 semanas se
citd nuevamente a los pacientes y se realizaron cuestionarios de adherencia a la
inulina 'y a los farmacos de base parala DMT2 y se les brind6 a los pacientes sobres
de inulina de agave con 10g c/u para 4 semanas mas de tratamiento, al finalizar las
8 semanas de tratamiento se tomo6 una muestra sanguinea de todos los pacientes

y se volvieron a realizar los estudios, analisis y cuestionarios iniciales.

c. Instrumento de investigacion

Dentro del proyecto antecesor se utilizaron cuestionarios y entrevistas para la
determinaciéon de los datos sociodemograficos, actividad fisica, registro de
alimentos, apego al tratamiento de base para la DMT2 y apego al tratamiento con

inulina.

d. Desarrollo del proyecto

Aislamiento de DNA

Para la obtencion de una muestra de DNA integro y puro se realizo una extraccion
de la siguiente manera, a partir de una muestra sanguinea de 1.5ml de sangre,
extraida antes y después de la intervencion con inulina, se realizo la extraccion de
DNA gendmico de leucocitos de sangre periférica usando un procedimiento
estandar de separacion por salinizaciéon, Lahiri And Nurnberger 1991, este método
consiste en aislar (separar el ADN de las proteinas y lipidos mediante solventes
organicos y ciclos de centrifugacion) y purificar (realizar lavados con etanol y el
remanente se elimina por evaporacion para después hidratar el DNA y mantenerlo
en solucion) las moléculas de DNA basandose en las caracteristicas fisicoquimicas

de la molécula. Una vez aislado el DNA, se prosigue con la cuantificacion de acidos



nucleicos por espectrofotometria y posteriormente se realiza electroforesis en gel

de agarosa.

Procedimiento para aislar el DNA.

A partir de 1.5ml de sangre entera se coloca en un tubo de 15ml para centrifuga y
se adicionan 12ml de buffer de lisis, posteriormente se mezcla en vortex por 20
minutos. Se centrifuga la muestra a 6,000rpm durante 30 minutos, se decanta el
sobrenadante cuidadosamente para no tirar el pellet (material sedimentado).
Posteriormente se adicionan 600 ul de buffer de suspension y 300 pl de perclorato
de sodio. La suspension se mezcla oscilando a temperatura ambiente por 15
minutos y después se incuban a 65°C por 30 minutos. Se adicionan 600 pl de
cloroformo frio a -20°C y se mezcla por rotacién a temperatura ambiente por 10
minutos, posteriormente se centrifuga la muestra a 5,000rpm durante 20 minutos.

Se transfiere la fase acuosa (400 - 600 pl) que contiene DNA a un tubo eppendorf
(de centrifuga) de 1.5ml. Se agrega cantidad 1:1 de etanol al 100% a 4°C por ultimo
se invierte el tubo varias veces. Se mantienen las muestras a -20° C para su uso

posterior.

Procedimiento para purificar el DNA de las muestras extraidas.

Primero se centrifuga la muestra durante 10 minutos a 250rpm, después se
decantar el etanol cuidando de no tirar el pellet. Se agregan 500 pl de etano al 75%
fri y repiten los primeros pasos 3 veces. Después de la ultima decantacion, dejar
secar a temperatura ambiente por 60 minutos con el tubo invertido en una cama de
sanitas. Posteriormente juntar todos los pellets de un individuo en un solo tubo
eppendorfy se resuspende el DNA en 150 pl de agua inyectable, por ultimo se deja
en incubacion a 50°C por 20 horas y se mantienen las muestras a -20° C para su

uso posterior.

Cuantificacién de DNA por espectrofotometria en Nanodrop.

Las muestras de DNA fueron cuantificadas por espectrofotometria UV mediante

Nanodrop 1000 Thermo Fisher, para determinar la concentracion y pureza del DNA.



Esta técnica nos permite confirmar que contamos con cantidad suficiente de acidos
nucleicos de calidad adecuada antes de llevar a cabo ensayos de PCR. El
fundamento de este método se basa en la ley de Beer-Lambert que indica que la
concentracion de molecular de una solucion puede ser calculada segun la longitud
de onda de luz absorbida por las moléculas disueltas. El DNA absorbe la luz
ultravioleta a 260 nm, esto permite estimar su concentracibn en
nanogramos/microlitro (ng/pl) mediante la espectrofotometria utilizando el
espectrofotometro Nanodrop, el cual utiliza un software asociado al equipo que
permite la medicion de la concentracion, pureza y contaminacion del DNA por
proteinas o sales. La concentracion de acidos nucleicos se realiza a 260 nm, la
concentracion de proteinas a 280 nm, la estimacion de la pureza de DNA se realiza
usando la proporcion de la absorbancia a 260/280 nm donde la proporcion de 1.8
es aceptada como DNA puro, valores menores indican presencia de proteinas. Una
segunda valoracion de la pureza de acidos nucleicos es la proporcion 260/230, los
valores aceptados se encuentran en el rango de 1.8 a 2.2, si la relacién es menor

indican la presencia de contaminantes como carbohidratos o fenol. Anexo 1.

Tratamiento de DNA con Bisulfito de Sodio.

Una vez que se evaluo el la integridad, concentracion y pureza del DNA, se continu6
con el tratamiento con bisulfito de sodio con el Kit EZ DNA Methylation KIT (ZIMO)
5001 y 5005, el cual se realiz6 siguiendo el protocolo del fabricante. Este método
es el estandar de oro para el analisis de metilacion del DNA y se basa en la
conversion quimica selectiva de las citosinas no metiladas a uracilo en presencia
de bisulfito de sodio, no convirtiéndose las bases de 5-metilcitosina, por lo que las
citosinas metiladas no cambian. La reaccién con bisulfito comprende una etapa de
deaminacion y una etapa de desulfonacion que pueden llevarse a cabo por
separado o simultaneamente. EI DNA convertido se amplificara con primers
especificos para citosinas no metiladas (U-T) y primers especificos para citosinas
metiladas (C- G).



Procedimiento para el Kit EZ DNA Methylation KIT (ZIMO) 5001

Se agregan 5 ul de M- Dilution buffer a la muestra de DNA (concentracion 400ng)
ajustando el volumen total a 50 yl con agua inyectable y se mezcla, se pone a
incubar la muestra a 37°C por 15 minutos. Posteriormente se agregan 100 ul del
CT Conversion Reagent a cada muestra y mezclar. Centrifugar brevemente. Se
incuba la muestra en la oscuridad a 50°C por 12-16 horas posterior a ese tiempo
se incuba nuevamente la muestra a 0-4°C por 10 minutos. Se anaden 400 ul de M-
Binding buffer a una columna dentro de un tubo de recoleccion y la muestra de
DNA. Mezclar invirtiendo la columna varias veces. Después se centrifuga a maxima
velocidad (10,000rpm) por 30 segundos. Desechar el flujo continuo y se adicionan
diferentes reactivos, afiadir 100 yl de M-Wash buffer a la columna, centrifugar a
maxima velocidad (10,000rpm) por 30 segundos. Desechar el flujo continuo. Afadir
200 ul de M-Desulphonation buffer a la columna y dejar reposar a temperatura
ambiente (20-30°C) por 15 a 20 minutos. Centrifugar a maxima velocidad
(10,000rpm) por 30 segundos. Desechar el flujo continuo. Afiadir 200 yl de M-Wash
buffer a la columna, centrifugar a maxima velocidad (10,000rpm) por 30 segundos.
Desechar el flujo continuo. Anadir otros 200 ul de M-Wash buffer a la columna,
centrifugar a maxima velocidad (10,000rpm) por 30 segundos. Desechar el flujo
continuo. Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml, anadir 10 pl
de M-Elution buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugar a maxima
velocidad (10,000rpm) por 30 segundos para eluir el DNA. Se mantienen las

muestras en el ultracongelador para su uso posterior.

Determinacion de los niveles de metilaciéon de los genes INS, IRS1.
Methylation-specific PCR (MSP)

La determinacién de la metilacion del promotor de los genes se efectua por medio
de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se realiza una PCR especial,
la Methylation-specific PCR (MSP) por medio de la cual se puede estudiar y detectar
la metilacion del promotor en islas CpG a partir del DNA tratado con bisulfito sédico.

La capacidad de MSP para diferenciar la citosina metilada de la no metilada



depende del tratamiento con bisulfito de sodio de DNA que retiene las marcas de
metilaciéon de las citosinas junto con la amplificacion especifica de este DNA
modificado utilizando conjuntos de cebadores complementarios solo a los alelos
anteriormente metilados o no metilados. Debido a que esta distincidn es parte de la
amplificacion por PCR, se puede lograr una sensibilidad extraordinaria (tipicamente
a un nivel de deteccion del 0.1% de los alelos) mientras se mantiene la
especificidad. Los resultados se obtienen inmediatamente después de la
amplificacion por PCR vy la electroforesis en gel sin la necesidad de mas analisis de
restriccion o secuenciacion.

Son necesarios los primers especificos para una cadena de DNA convertido con
bisulfito de sodio obtenidos de la base de datos Genome Browser on Human Dec
2013 y el software Methyl Primer Express v1.0 y las condiciones de la MSP para

los genes (tabla 3).

Electroforesis en gel de agarosa.

Se lleva a cabo la electroforesis en gel de agarosa para observar si el DNA obtenido
se encuentra integro. La electroforesis consiste en la migracion de una particula
cargada bajo la influencia de un campo eléctrico, asi, moléculas de DNA de
diferente tamafno van a emigrar de forma distinta en una electroforesis en gel de
agarosa, permitiendo conocer el tamafo aproximado del fragmento de DNA en
estudio, aplicando un marcador de peso molecular con el que las bandas puedan
ser comparadas. En este caso en particular, a los geles de agarosa se le afiade
bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre las bases del DNA y emite
fluorescencia cuando se ilumina con luz ultravioleta, se visualizara en el gel bandas
correspondientes a las muestras de DNA aplicado y el marcador de peso molecular.
En este caso se debera observar una banda estrecha cercana al pozo en que se
coloco la mezcla de DNA. Si esta fragmentado se observara una banda de mas de
un cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de muestra. EI DNA fragmentado
dificulta la amplificacién de productos de PCR de alto peso molecular y afecta la

reproducibilidad de las técnicas.



Las bandas de DNA modificadas con bisulfito fueron analizadas utilizando el
Institutes of Health, USA)

procesamiento digital de imagenes para evaluar la presencia y saturacion de las

programa Imaged (National un programa de
bandas en el gel de agarosa. Todas las imagenes obtenidas de cada una de las
muestras y para cada uno de los genes fueron cargadas al programa ImageJ para
realizar la medicion correspondiente a la saturacion de cada una de las bandas del
estatus metilado y no metilado para cada una de las muestras, las cifras fueron
obtenidas por triplicado para obtener una cifra promedio de estas tres mediciones,
la cual fue tomada como el resultado final de cada una de las muestras

dependiendo el gen y el estatus.

Tabla 3. Secuencia de los primers para INS, IRS-1.

Gen | PRIMER Secuencia Tamaino del | Condiciones
amplicon (pb) | MSPCR
INS | Methylated 5'GGAGTTTGGCGTTAGTATAGTAC 3' 126 5 minutos a 95°C, 40
Forward .
Methylated | 5CACTATTATTTCTAACCTCGACCG 3' ciclos de 30 segundos a
Reverse 95°C, 30 segundos a
Unmethylated | 5GGGGAGTTTGGTGTTAGTATAGTAT 3 61°C y 60 segundos a
Forward 72°C, terminando con
Unmethylated | 5' CCACTATTATTTCTAACCTCAACCA 3' . )
una extension final a
Reverse
72°C durante 5 minutos.
IRS1 | Methylated 5' GAACGTGGTTTCGTAGTAAATC 3' 129 5 minutos a 95°C, 40
Forward . 30 d
Methylated | 5 CACGAACGAAAACCGAAAA 3 ciclos de 30 segundos a
Reverse 95°C, 30 segundos a
Unmethylated | 5' AAGGAATGTGGTTTTGTAGTAAATT 3 61°C y 60 segundos a
Forward 72°C, terminando con
Unmethylated | 5' ACCCACAAACAAAAACCAAAAA 3' . ,
una extension final a
Reverse
72°C durante 5 minutos.




e. Diseno de analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el software Graphpad Prism 8.3.0. y SPSS
Statistics version 25, para graficar los datos con resultados estadisticamente
significativos se empled el programa biorender. Se consideré que la diferencia
estadisticamente significativa era para todas las pruebas p<0.05. Se utilizaron
frecuencia absoluta y porcentaje de todas las variables seleccionadas para hacer
la descripcion de la muestra (n=67). Los datos obtenidos se sometieron a pruebas
de normalidad mediante el método de Shapiro-Wilk, se observé que unicamente los
niveles de metilacién del gen INS siguen una distribuciéon normal de la curva, por lo
que se aplicaron pruebas paramétricas y no paramétricas. Se aplicé la prueba t-
student para muestras pareadas para las variables dentro de los parametros de
control metabdlico con el propdsito de determinar diferencias significativas entre la
media de los datos antes y después de la intervencion, con el propdsito de tener un
analisis mas especifico de cada uno de los parametros de control metabdlico
incluidos en el estudio, cada uno de ellos se divididé en categorias de acuerdo a
clasificaciones ya establecidas por organizaciones especializadas, en caso de no
contar con una clasificacion ya establecida se decidi6 que los datos serian
clasificados en cuartiles. Con el objetivo de analizar si existia un efecto
relacionando la frecuencia absoluta de cada una de las variables de control
metabdlico clasificadas y la intervencion con inulina se realizé la prueba chi-
cuadrado. En cuanto a los resultados de los niveles de metilacion y no metilacion
de los genes de estudio (INS e IRS-1) de la muestra, estos fueron analizados
mediante las pruebas t-student para muestras pareadas o la prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon dependiendo del resultado previo de normalidad de cada
uno de los datos. Por otro lado, para analizar si existia un efecto relacionado con la
variable dicotomica sexo y el resultado del nivel de metilacion y no metilacion se
realizaron pruebas de t-student para muestras pareadas, Wilcoxon y chi-cuadrado.
Se efectud la prueba ANOVA de un factor para determinar si las variables, tiempo
de evolucion de los pacientes desde el diagnostico de DMT2 dividido en categorias
(<5anos, de 5 a 10 anos y <10 anos) y el resultado de los niveles de metilacién y

no metilacion de los genes del estudio estan relacionadas de acuerdo con la media



de los resultados de las categorias, también se utilizé la prueba ANOVA o Kruskall-
Wallis, dependiendo del resultado previo de normalidad segun el test de Shapiro-
Wilk de cada uno de los datos, para analizar cada uno de los indicadores de control
metabdlico (circunferencia abdominal, masa grasa, grasa abdominal, musculo,
glucosa, triglicéridos, colesterol, colesterol LDL y acido urico) de acuerdo a sus
clasificaciones en categorias y el resultado de los niveles de metilaciéon y no
metilacion. Este método nos permite realizar un tipo particular de contrastes, una
prueba de comparaciones multiples post hoc o comparaciones a posteriori, para
saber que media difiere de otra dentro de los grupos a comparar, de esta manera
estas comparaciones nos permiten controlar la tasa de error al efectuar los
contrastes.

Se aplico la prueba chi-cuadrado al indice de masa corporal, el cual fue estratificado
de acuerdo con su clasificacion segun la organizaciéon mundial de la salud,
presentando los datos del IMC vy los niveles de metilacién y no metilacion en una
tabla de frecuencias para examinar la significacién de la asociacion de las variables.
Por ultimo, para realizar el analisis de los datos de control metabdlico divididos en
categorias con respecto al cambio en los niveles de metilacién y no metilacion de
los genes antes y después de la intervencidon con inulina se utilizaron las pruebas
t-student para muestras pareadas o la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
dependiendo del resultado previo de normalidad de cada uno de los datos, para
poder determinar la diferencia de medias de los resultados de los niveles de

metilacion y no metilacién.

6. RESULTADOS

Sujetos de estudio

La muestra que constituye este estudio tomada del proyecto antecesor, tiene una
mayor prevalencia de mujeres con un 65.7% del total de la poblacién. En cuanto a
la edad promedio del total de los sujetos es de 54.4 afos aproximadamente y
refieren diferentes niveles de escolaridad, resaltan con un 26.9% aquellos que

tienen estudios universitarios . Referente al tipo de farmacos utilizados para el



manejo de DMT2, observamos que poco mas del 50% de los sujetos utilizan

metformina y la mayoria son pacientes no insulinodependientes. (Tabla 4)

Tabla 4.Datos descriptivos de la poblacion.

Caracteristica Total n (%)
(N=67)
Sexo Hombres 23(34.4%)
Mujeres 44(65.7%)
Edad (afos) media + DE 54.4+10.2
Escolaridad
Sin escolaridad 9 (13.4%)
Primaria 13 (19.4%)
Secundaria 14 (20.9%)
Preparatoria 13 (19.4%)
Universidad 18 (26.9%)
Farmacos usados
Metformina 34 (50.7%)
Glibenclamida 4 (6.0%)
Insulina 2 (3.0%)
Metformina/Glibenclamida 11 (16.4%)
Metformina/lnsulina 15 (22.4%)
Acarbosa 1(01.5%)
Insulinodependientes 17 (25.3%)
No insulinodependientes 50 (74.6%)

Datos descriptivos de la poblacién. Los datos se expresan en frecuencia y porcentaje. Resultados también presentados en
el proyecto de investigacion “Evaluacion del efecto de la suplementacion con inulina en el estado de nutricion de pacientes
con diabetes mellitus tipo 2”

Resultados del tiempo de evolucion de DMT2 y de los indicadores de control
metabdlico de la muestra de estudio antes y después de la intervencion con

inulina.

Para describir el tiempo de evolucion de los pacientes desde el momento de su
diagnéstico se categorizaron los afios de evolucion en 3 periodos (<5 afios, de 5 a

10 anos y >10 afos, dividido asi por la prognsis de la enfermedad en cuanto al



control metabdlico), abarcando el 47.7% aquellos que tienen menos de 5 afos con
el diagndstico de DMT2. (Tabla 5).

Dentro de los parametros de control metabdlico y los cambios obtenidos al hacer la
comparaciéon de los resultados antes y después de la intervencién con inulina de
agave, en cuanto a las variables antropométricas, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el peso, IMC vy circunferencia abdominal
(p=0.001, p=<0.001 y p=0.001 respectivamente), observamos que la pérdida de
peso al final de la intervencion tiene una repercusion importante y significativa en
cuanto al IMC el cual se modifica con respecto a la media de la poblacion y de
presentar un valor medio de x =30.4+4.2 que lo posiciona en el grado obesidad de
clase 1, pasa a tener un valor medio de X =29.8+4.6 lo cual indica sobrepeso de
acuerdo a la clasificacion propia de la Organizacion Mundial de la Salud. Con
respecto a las variables bioquimicas, fueron reportados los parametros de control
basicos para el manejo de la DMT2. En cuanto a los resultados de los parametros
musculo, glucosa vy triglicéridos podemos observar una disminucién de sus valores
arrojando diferencias estadisticamente significativas (p=0.020, p=0.013 y p=0.008
respectivamente). En el caso particular del resultado de colesterol, esta variable
presenta una disminucion, la cual, aunque no es estadisticamente significativa,
podriamos utilizar el concepto relevancia clinica, debido a que el resultado previo a
la intervencion x=202.7+47.9 se encuentra dentro de la categoria “limitrofe alto” y
el resultado posterior a la intervencion x=194.5t47.9 lo posiciona dentro de la
categoria “deseable”, de acuerdo con la Clasificacion de la ATP Il (53).

Por otro lado, los resultados de las variables masa grasa, grasa abdominal,
colesterol LDL y acido urico, no mostraron ningun cambio relevante o

estadisticamente significativo. (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la poblacion antes y después la suplementacion

con inulina.

Parametros Pre-Inulina Post-inulina p
MediatDE MediatDE

Aios de evolucion de la
DMT2




<5 afios 32 (47.7%) N/A -

5-10 afios 12(17.9%) N/A -

>10 afios 23 (34.3) N/A -
Parametros de control metabélico

Peso (kg) 73.8+13.6 72.5+14.3 0.001=
IMC (kg/m2) 30.4104.2 29.8+ 04.6 < 0.001+
Circunferencia abdominal (cm) 100.3£10.1 99.5+10.2 0.001~
Masa grasa (%) 35.2107.3 35.1£07.6 0.966
Musculo (%) 44.5+09.0 43.9+08.9 0.020¢
Grasa abdominal (%) 10.8+03.7 11.1£04 .1 0.094
Glucosa (mg/dl) 164.5+84.6 144.7+57.6 0.013-
Triglicéridos (mg/dl) 221.3+£196.0 171£101.0 0.008~
Colesterol (mg/dl) 202.7+47.9 194.5+47.9 0.120
C-LDL (mg/dI) 113.6+£39.2 115.3£38.9 0.695
Acido Urico (mg/dl) 04.9+02.5 04.6+01.4 0.372

Datos descriptivos de la poblacion. Los datos se expresan en media y desviacion estandar. *p=<0.05, *’p= <0.01 **p=
<0.001, los andlisis se realizaron por la prueba de t-student para muestras pareadas. N/A: No aplica, IMC: Indice de masa
corporal, C-LDL: Colesterol LDL.

Para realizar un analisis mas especifico de los indicadores de control metabdlico,
estos fueron divididos en categorias considerando dos situaciones; la primera, para
aquellos indicadores que de acuerdo con la literatura existe una clasificacion con
niveles especificos dictaminados por organizaciones especializadas y aplicables
para la poblacién de estudio y segundo, aquellos parametros en los que no se podia
aplicar la primera situacion sus datos fueron clasificados en cuartiles.

Comenzando con el indicador indice de Masa Corporal y la categorizacién de la
Organizacion Mundial de la Salud, previo a la intervencion existe una alta
prevalencia de sujetos que se encuentran con el diagnostico de sobrepeso y
obesidad, en cuanto a los resultados posteriores a la intervencion se muestra una
disminucién en aquellos casos de IMC en sobrepeso y un aumento notable de
aquellos sujetos que alcanzan un IMC en peso adecuado pasando de 1 a 13
sujetos, se encontré una relacidén estadisticamente significativa entre el IMC y la
intervencién con inulina (p=0.002). Los parametros circunferencia abdominal, masa
grasa, grasa abdominal, masa muscular y acido urico fueron divididos en cuartiles.
Referente a la circunferencia abdominal no se muestra una diferencia notable en el

antes y después de la intervencion ni entre hombres y mujeres. Para los resultados



de masa grasa observamos una disminucion de la mediana posterior a la
intervencién y diferencias entre el porcentaje de masa grasa entre hombre y mujer.
En cuanto a la grasa abdominal no se muestra diferencia notable en el antes y
después de la intervencidn con una pequefia diferencia entre hombres y mujeres.
Para los resultados de musculo no se observa disminucion de la mediana posterior
a la intervencioén, pero si diferencias entre hombre y mujeres. Para el acido urico,
no se muestra una diferencia notable en el antes y después de la intervencién ni
entre hombres y mujeres.

Para los parametros bioquimicos, glucosa, triglicéridos, colesterol y colesterol LDL,
se tomo6 como referencia la clasificacion de las guias ALAD y ATP Il (54,53) con lo
cual, la glucosa en ayunas previo a la intervencion presentd una mayor prevalencia
de sujetos con hiperglucemia, seguido por normoglucemia y una pequefia
proporcién de hipoglucemia (52.2%, 43.3% y 1.5% respectivamente), los resultados
post intervencion indican una disminucion de la frecuencia de sujetos con
hiperglucemia (43.3%) y un aumento de aquellos sujetos con normoglucemia
(50.7%) ademas de un ligero aumento con un sujeto mas en el nivel hipoglucemia
sin alcanzar resultados significativos. En cuanto a los resultados de los parametros
triglicéridos y colesterol total se encontré una mayor prevalencia de sujetos dentro
de los niveles normal y deseable (47.7% y 50.7%, respectivamente) con un
pequeio aumento dentro de estos mismos niveles posterior a la intervencion con
inulina, pero sin alcanzar la significancia estadistica. Por ultimo, los resultados de
colesterol LDL presentaron una mayor frecuencia sujetos dentro del nivel limitrofe
seguidos de aquellos con nivel 6ptimo (38 y 23 sujetos, respectivamente) sin

cambios significativos posterior a la intervencién. (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de los indicadores de control metabdlico de la poblacién dividido

en categorias.

N=67 Niveles Pre-inulina (%) Post- (%) p
Frecuencia Inulina
Frecuencia
Iindice de Masa Corporali
Peso adecuado 18.5-24.9 kg/m? 1 (00.6) 13 (19.4) 0.002-

Sobrepeso 25.0-29.9 kg/m? 34 (50.7) 24 (35.8)




Obesidad 30.0 - > 40kg/m?
Circunferencia abdominalz
Total

Hombres

Mujeres

Masa grasa
Total

Hombres
Mujeres
Grasa
Abdominal
Total
Hombres

Mujeres

Musculo
Total

Hombres
Mujeres

Glucosa en ayunass
Hipoglucemia <79 mg/dl|
Normoglucemia 80-130 mg/dl

Hiperglucemia  >130 mg/dI
Triglicéridoss

Normal <150mg/dl
Levemente 150-199mg/dI
elevado

Elevado 200-499mg/dI
Muy elevado >500mg/dl
Colesterol Totals

Deseable < 200mg/dI
Limitrofe alto 200-239mg/dI
Alto > 240mg/dI
Colesterol

LDLs

Optimo <100mg/dl
Limitrofe 100-159 mg/dI
Elevado 160-189mg/dI

Muy elevado
Acido urico

>190mg/dI

32

101
(94-106.8)
101
(92-107)
101.5
(94-106.6)

35.4
(30.8-41.1)
28.2
(23.4-32.4)
38.4
(34.9-41.9)

105
(8.0-12.5)
13.0
(9.0-16.5)
10.0
(7.2-11.5)

42.0
(38.7-47.8)
51.8
(46.4-57.3)
40.1
(36.5-42.8)

3
29
35

32
13

19
3

35
24
9

23
38

N

(47.7)

(04.5)
(43.3)
(52.2)

47.7)
(19.4)

(28.3)
(04.4)

(50.7)
(35.8)
(13.4)

(34.3)
(56.7)
(5.9)
(2.9)

30

100
(91.5-105)
100
(91.5-107)
100.5
(92.1-
104.9)

28.6
(36.7-40.8)
23.9
(27.7-33.8)
38.5
(34.4-43.4)

105
(8.5-13.0)
14.0
(10.0-17.0)
10.0
(7.1-11.3)

42.1
(38.5-47.4)
49.0
(46.5-58.7)
39.4
(35.7-42.5)

4
34
29

34
12

19
1

40
19
8

20
40
6
1

(32.8)

(06.0)
(50.7)
(43.3)

N/A

N/A

N/A

N/A

0.576

0.778

0.616

0.802




Total 04.4 04.4 N/A
(03.5-06.1) (03.4-05.6)

Hombres 03.9 04.0 N/A
(03.5-05.5) (03.5-05.1)

Mujeres 04.7 04.5 N/A
(03.4-06.2) (03.4-05.7)

Evaluacién de los cambios del control metabdlico por categorias antes y después de la intervencion con inulina. Los datos
se presentan en frecuencia y porcentaje del total de la muestra. *P= <0.05, los analisis se realizaron por la prueba de Chi2
Los datos de circunferencia abdominal, masa grasa, grasa abdominal, masa muscular y acido urico se presentan en
cuartiles:50(25-75). N/A: No aplica.

1Organizacion mundial de la salud.

2Guias ALAD.

sClasificacién de la ATP Il para el Colesterol Total, LDL, y Triglicéridos (mg/dL).

Niveles de metilacion de los genes INS e IRS1.

Del total de sujetos que conforman la muestra de estudio el 100% de ellos
presentan estatus de metilacion para el gen INS sin cambio de frecuencia antes y
después de la intervencion. Con respecto al estatus de no metilacion para el mismo
gen, 16 sujetos presentaron este estatus antes de la intervencion, cifra que engloba
el 10.7% del total de la muestra de estudio con un aumento del 11% post
intervencién. (Tabla 7). El estatus de metilacion, aunque con un aumento de la
media en los niveles se presentd sin cambios significativos antes y después de la
intervencién con inulina a diferencia del aumento observado para el estatus de no
metilacion que resulto significativamente estadistico (p=0.001). (Figura 4). Por otra
parte, para el gen IRS-1 el estatus de metilacion se presentd sélo en el 10y 13%
de la muestra de estudio pre y post intervencion respectivamente, al contrario que
con el gen citado anteriormente, es mas prevalente el estatus de no metilacion con
el 100% observado en el total de los sujetos, sin cambios significativos para ambos
estatus. (Tabla 7).

Tabla 7. Niveles de metilacion y no metilacion de los genes INS e IRS-1.

Estatus Pre-inulina Post-inulina

n (%) MediatDE n (%) MediatDE p
INS
Metilado 67 (100) 158.3 + 58.2 67 (100) 169.8+58.6 0.1269

No metilado 16  (10.7)  27.9456.4 32  (214)  56.1+74.6 0.001+
IRS1
Metilado 15  (10.0) 28.0+609 13  (87) 29.1452.0 0.4471

No metlado 67  (100) 1949 +487 67  (100) 1928+39.1  0.2144




Los datos se expresan en media y desviacion estandar. **P= 0.001, los andlisis se realizaron por las pruebas t-student para
muestras pareadas y Wilcoxon.
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Los analisis se realizaron por la prueba t-student para muestras pareadas.

Figura 4. Niveles de metilacion y no metilacion del gen INS.

En cuanto al analisis de los niveles de metilacién y no-metilacién categorizado por
sexo, se observd un cambio estadisticamente significativo para el estatus del gen
INS no metilado y los niveles presentados especificamente en las mujeres con una
media de X =34.0 + 63.3 previo a la intervencién con un cambio a X =63.1 + 72.8
post intervencion. (p=0.007). (Tabla 8, figura 5). Los niveles de metilacién para el
gen IRS-1 no presentaron diferencias significativas por sexo en la poblacion de
estudio. (Tabla 8).

Tabla 8. Niveles de metilacion y no metilacion de los genes INS e IRS-1

categorizado por sexo.

Gen Sexo Pre-inulina Post-inulina p
MediatDE MediatDE

INS Hombre 162.2 + 59.2 177.3+59.5 0.187

Metilado  \1iier  156.2458.2 177.1459.5  0.2374

INS Hombre 16.2 + 38.6 429+ 77.9 0.0781

No metilado

Mujer 34.0 £ 63.3 63.1 £72.8 0.007~




IRS1 Hombre 23.5 + 54.2 18.6 + 49.5 0.999
Metilado

Mujer 304 +64.6 236 +53.7  0.357
IRST Hombre 196.7 + 51.9 1904 + 461 0610
Nometilado vy vor  194.0 + 47.6 19414354  0.345

Los datos se expresan en media y desviacion estandar. **P= 0.01, los anélisis se realizaron por las pruebas t-student para
muestras pareadas y Wilcoxon.
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Figura 5. Niveles de metilacion y no-metilacion del gen INS, mujeres.

Los niveles de metilacidén y no metilacion de ambos genes estudiados, INS e IRS-
1, no presentaron relacién con la categorizacion de tiempo de evolucion desde el
diagnostico de DMT2 de los sujetos comprendidos en la muestra de estudio. (Tabla
9, tabla 10).



Tabla 9. Niveles de metilacién y no-metilacion del gen INS por tiempo de evolucion

de DMT2 antes y después de la intervencion con inulina.

Intervencién Tiempo de Metilacion. ¢] No-Metilacion p
evolucion
MediazDE MediazDE
Pre-inulina <5 anos 153.4 +56.2 0.524 21.7 +456 0.661
6-10anos 168.1 £ 59.2 294 + 68.8
>10afos 165.0 £ 59.3 359+ 64.2
Post-inulina <5 afos 168.6 + 59.7 0.987 51.5+69.2 0.870
6-10anos 171.5 + 69.7 64.2+ 96.3
>10anos 170.7 + 53.7 58.4 +72.3

Los datos se expresan en media y desviacion estandar. *P= <0.05, los anélisis se realizaron por ANOVA.

Tabla 10. Niveles de metilacién y no-metilacion del gen IRS-1 por tiempo de

evolucion de DMT2 antes y después de la intervencion con inulina.

Intervencién Tiempo de Metilacion p No-Metilacion p
evolucién
MediatDE MediatDE
Pre-inulina <5 afos 35.3+709 0.578 201.7 £ 48.0 0.364
6-10anos 36.7 £64.3 195.2 +47.3
>10aios 18.0+ 48.3 185.1 £+ 52.1
Post-inulina <5 aiios 16.8 + 46.0 0.426 199.8 £ 29.7 0.218
6-10ainos 27.8 £ 67.6 205.0 + 28.9
>10ainos 28.0 + 54.5 178.9 + 485

Los datos se expresan en media y desviacion estandar. *P= <0.05, los analisis se realizaron por ANOVA.



Relacion de los niveles de metilacién y no-metilacion de los genes INS, IRS1 y los
indicadores de control metabdlico.
6.4.1 Gen INS.

Para el primer indicador de control metabdlico analizado que fue el indice de Masa
Corporal se utilizd la categorizacion de la OMS que de acuerdo del resultado del
indice sugiere la clasificacién en bajo peso, peso adecuado y obesidad grado |, Il 'y
[ll, para nuestra poblacién de estudio fueron diagnosticados todos los niveles de
clasificacion, con excepcion del bajo peso, razén por la cual no es presentado en la
tabla, la clasificacion de obesidad grado |, 1l y Il se englobo en una sola categoria
general, obesidad para un mejor manejo en el analisis estadistico. Se observo una
significacion estadistica en la asociacion de los resultados obtenidos para la
clasificacion del IMC y los niveles de metilacidn antes y después de la intervencion.
(p=0.002). Por el contrario, para el IMC y los niveles de no metilaciéon no se mostré

significancia estadistica. (Tabla 11).

Tabla 11. Niveles de metilacion y No-metilacion del gen INS, antes y después de la

intervencién con inulina categorizado por IMC.

IMC Metilacion No Metilacion

Pre Post p Pre Post p
Peso adecuado 1 13 0.002* 1 6 0.471
Sobrepeso 34 24 6 10
Obesidad 33 30 10 16

Los datos se expresan en frecuencia. *p= <0.05, los analisis se realizaron por la prueba Chi? Los valores nulos se
modificaron por 1 para realizar la estadistica.

Con respecto a las variables antropométricas y bioquimicas se observo una relacion
entre los niveles de metilacion del gen INS y la categorizacién de la circunferencia
abdominal especificamente en mujeres, en masa grasa y glucosa en ayunas en
ambos sexos previo a la intervencion con inulina de agave (Tabla12, figura 6). Para
el analisis con la prueba de ANOVA o Kruskal Wallis y su prueba posterior de
multiples comparaciones, en cuanto a los resultados de circunferencia abdominal

dividido en cuartiles y los niveles de metilacion previo a la intervencion, se encontré



que existe diferencia entre los grupos comprendidos por el cuartil 1 con el cuartil 4
y entre el cuartil 3 con el cuartil 4. Las mujeres con mayor circunferencia abdominal
tienen también mayores niveles de metilacion del gen INS en comparacion con las
mujeres que presentaron una menor circunferencia (p=0.018). Referente a la masa
grasa total de acuerdo con los niveles de metilacién, existe una diferencia entre el
cuartil 1y el cuartil 2, siendo mayores los niveles de metilacion en aquellos sujetos
con menor cantidad de porcentaje de masa grasa (p=0.010). También se encontrd
una diferencia significativa dentro de la clasificacion de la glucosa en ayunas,
especificamente entre los niveles de metilacion dentro de las categorias
hipoglucemia y normoglucemia, se observan menores niveles de metilacion en
aquellos sujetos que presentaron hipoglucemia a diferencia de los niveles en
normoglucemia. (p=0.038). Los demas indicadores no mostraron resultados
estadisticamente significativos para los niveles de metilacién (Tabla. 12). Por otra
parte, para los niveles de no-metilacion del gen INS con el mismo tipo de analisis,
ANOVA y multiples comparaciones, se encontré que existe una diferencia
significativa con los resultados de grasa abdominal (p=0.210) especificamente
entre el cuartil 3 y el cuartil 4. El resultado del nivel de no-metilacién posterior a la
intervencidn es significativamente menor en aquellos sujetos que se encuentran
dentro del ultimo cuartil que subdivide esta poblacién en cuanto a grasa abdominal.
(Figura 6) Los demas indicadores no mostraron resultados estadisticamente
significativos para los niveles de no metilacion. (Tabla 13).

Tabla 12. Indicadores de control metabdlico y niveles de metilacién del gen INS.

Indicador Niveles Pre-inulina Post-Inulina
N=67 MediatDE p MediatDE p
Circunferencia Abdominal
Total 0.8301 0.4044
C1 150.0£62.8 162.2157.5
C2 162.8 +51.9 168.4+60.0
C3 155.6 £55.1 160.3+63.8
C4 166.1£65.8 191.9+53.8
Hombres 0.2040 0.7395
C1 178.2+56.1 165.1154.6
C2 169.6+£58.0 201.4+50.3
C3 180.4£52.9 168.8+79.8
C4 112.4159.9 173.1£58.9




Mujeres

C1

Cc2

C3

C4

Masa Grasa
C1

Cc2

C3

C4

Grasa
abdominal
C1

C2
C3
c4

Musculo
C1

C2

C3

C4

Glucosa en ayunas
Hipoglucemia <79 mg/dl
Normoglucemia 80-130 mg/dI
Hiperglucemia  >130 mg/dl
Triglicéridos

Normal <150mg/di

Levemente 150-199mg/dl
elevado

Elevado + Muy 200- >500mg/dI
elevado

Colesterol

total

Deseable < 200mg/dI
Limitrofe alto 200-239mg/dI
Alto > 240mg/dI
Colesterol LDL

Optimo <100mg/dl
Limitrofe 100-159 mg/dI

Elevado + Muy 160->190mg/dI
Elevadq

Acido Urico

C1

C2

C3

C4

135.7+60.7
161.6+£52.8
144.8+48.5
201.0+51.5

180.7+54.7
132.3+51.8
138.6+55.4
176.5+£56.3

149.8+58.5

153.8+50.1

174.3+15.4
155+63.8

153.8+64.9
162.6+£59.9
184.2+49.1
140.6+53.2

83.0+35.6
170.4+55.4
154.7+57.8

163.8+63.0
159.7+68.7

160.7+63.7

159.7 £58.7
157.6+60.6
155.3+56.3

158.4+54.1
157.1+62.3
165.6+£54.9

159.1+57.6
141.8+48.8
166.9+57.9
165.8+69.3

0.0189*

0.0103*

0.6250

0.2105

0.0383*

0.9719

0.977

0.9481

0.5813

160.6+61.3
147.2+55.9
154.7+58.2
193.8+51.4

184.8+55.9
154.1+62.6
160.4+53.2
180.7+62.1

158.4+61.4
156.9+51.6
195.1+56.2
177.6£64.3

165.5+61.8
160.4+58.2

199.9+51.0
152.7+56.8

159.7+57.1
168.0+58.3
173.4+61.3

166.2+64.4
173.6+£52.8

176.7+53.8

163.9+55.6
178.4+64.2
179.5+64 .4

154.8+61.5
180.9+53.5
145.8+72.0

162.0+63.3
162.0+64.1
179.3+49.3
176.6+60.1

0.2267

0.3515

0.1955

0.0923

0.794

0.9342

0.603

0.1434

0.7489

Evaluacién de los cambios del control metabdlico por categorias y el resultado del estatus metilacién. Los datos se

presentan en medias. *p=<0.05 los analisis se realizaron por ANOVA. Diferencia de medias entre grupos. C1: Cuartil 1, C2:

Cuartil 2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.
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Figura 6. Indicadores de control metabdlico y niveles de metilacién y no-metilacién del gen INS.

Tabla 13. Indicadores de control metabdlico y niveles de no-metilacion del gen INS.

Indicador Niveles Pre-inulina p Post-Inulina o]
MediatDE MediatDE

N=67

Circunferencia Abdominal

C1 23.0£56.7 0.7931 50.3£73.5 0.8307

C2 26.7+61.7 65.1£83.3

C3 27.3£50.0 62.0£76.2

C4 35.2461.5 45.9+70.4

Masa Grasa

C1 29.2459.4 0.7199 58.9+83.8 0.1328

C2 N/A 23.9+46.9

C3 23.61£53.6 81.5482.3

C4 35.6+61.5 60.5£74.1

Grasa abdominal

C1 20.5£59.7 0.0661 59.3t73.4 0.0210*

C2 46.0+65.7 53.2463.8

C3 38.2+60.8 93.1£92.6

C4 4.5+17.5 13.9+50.1

Musculo

C1 37.2472.7 0.1309 52.8464.2 0.1140

C2 42.8+59.1 79.7485.9

C3 12.9+46.6 62.2479.3

C4 15.7+£39.9 28.3+63.3

Glucosa en ayunas
Hipoglucemia <79 mg/dl| 00.0+00.0 0.556 26.4+52.9 0.514




Normoglucemia 80-130 34.0+63.1 49.4+70.7

mg/dl
Hiperglucemia >130 25.2452.0 68.2481.2
mg/dI
Triglicéridos
Normal <150mg/dl  32.0+59.3 0.678 61.8£76.6 0.1356
Levemente elevado 150- 33.8+60.6 81.9+86.8
199mg/dI
Elevado + Muy 200- 18.8+44.5 32.8458.7
Elevado >500mg/dl
Colesterol total
Deseable < 25.2449.2 0.973 53.7£70.1 0.225
200mg/dl
Limitrofe alto 200- 31.5466.0 78.0£89.9
239mg/dl
Alto > 28.3+60.5 16.5+£34.3
240mg/dl
Colesterol LDL
Optimo <100mg/dl  08.7+24.0 0.1765 45.6+51.5 0.8849
Limitrofe 100-159 39.3165.6 63.4+£85.0
mg/d|
Elevado + Muy 160 - > 28.7+70.3 42.5+64.7
Elevado 190mg/dI
Acido Urico 0.5751 0.3409
C1 18.7£46.8 54.6+68.2
C2 13.11£29.3 81.5£97.7
C3 37.8466.6 62.2+72.2
C4 42.91£72.9 24.3+44 1

Evaluacién de los cambios del control metabdlico por categorias y el resultado del estatus No-metilacién. Los datos se
presentan en media y DE. *p=<0.05. Los analisis se realizaron por Kruskal Wallis. N/A: No Aplica, C1: Cuartil 1, C2: Cuartil
2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.

Referente a los indicadores de control metabdlico dividido en categorias con
respecto al cambio en los resultados de los niveles de metilacion previo y posterior
a la intervencion con inulina, para las variables antropométricas no se encontraron
cambios significativos, por otra parte, con respecto los datos bioquimicos,
unicamente para el indicador colesterol LDL, los valores indican una diferencia de
medias significativa especificamente en la categoria limitrofe en la que hubo un
aumento en el nivel de metilacién de x=157.1£62.3 a 180.9+53.5 posterior a la
intervencion con inulina. (p=0.036). (Figura 7, tabla 14). Por otro lado, para los
resultados de los niveles de no-metilacion y el cambio obtenido antes y después de
la intervencion con inulina, en cuanto a las variables antropométricas, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en circunferencia
abdominal, masa grasa total y grasa abdominal (Figura 8, tabla 15). Para el

parametro circunferencia abdominal la media del nivel de no-metilaciéon tuvo un



aumento de poco mas del doble del nivel inicial, cambiando de x=27.3+50.0 a
62.0+76.2 posterior a la intervencion especificamente en el cuartil 3. (p=0.003).
Para los cambios en la masa grasa total se observé un aumento de 3.4 veces mas
el nivel de no-metilacion inicial de x=23.6+53.6 llegando a X=81.5+£82.3, al igual que
en el parametro anterior, dentro del cuartil 3. (p=0.006). Por ultimo, dentro de las
variables antropométricas, se encontré un cambio en grasa abdominal dentro del
cuartil 1, con un aumento, practicamente de tres veces mas, de la no-metilacion
pasando de x=20.5+59.7 a 59.3+73.4 posterior a la intervencion. En cuanto a los
resultados de los indicadores bioquimicos y los cambios de la no-metilacion se
observaron cambios estadisticamente significativos dentro de las variables
colesterol total, colesterol LDL y acido urico. Para el indicador colesterol total la
diferencia de medias se encontrd dentro de las categorias deseable y limitrofe alto,
para la categoria deseable se observd un cambio del doble de la no-metilacidon
inicial x=25.2+49.2 a 53.7+£70.1. (p=0.048). Para la categoria limitrofe alto el cambio
observado fue del doble con un nivel de no-metilacion inicial de x=31.5+06.0 a
x=78.0£89.9. (p=0.009). En cuanto a los resultados para el indicador colesterol LDL
el cambio observado se dio en la categoria éptimo con un aumento de la media de
x=08.7+24.0 a x=45.6+51.5. (p=0.034). Para el ultimo indicador bioquimico con
cambios significativos, el acido urico, mostré un cambio dentro del cuartil 2, con un
aumento de la no-metilacion de x=13.1+29.3 a x=81.5+97.7 (p=0.003). Cabe
destacar que para los resultados de triglicéridos en la categoria levemente elevado
se observé un aumento de la no-metilacion al doble del resultado del nivel previo a
la intervencidn, sin alcanzar significancia estadistica siendo el valor de la p marginal
(p=0.074). (Tabla 15).

Tabla 14. Indicadores de control metabdlico y niveles de metilaciéon del gen INS

antes y después de la intervencion con inulina.

Indicador Niveles Pre-inulina Post-Inulina P
N=67 MediatDE MediatDE

Iindice de Masa Corporal

Peso adecuado 18.5-24.9 kg/m? N/A N/A N/A

Sobrepeso 25.0-29.9 kg/m? 156.8+57.8 158.7+60.0 0.6975




Obesidad

30.0 - >40
kg/m?

Circunferencia abdominal

C1

C2

C3

C4

Masa grasa

C1

C2

C3

C4

Grasa abdominal
C1

C2

C3

C4

Masa muscular
C1

C2

C3

C4

Glucosa en ayunas
Hipoglucemia
Normoglucemia
Hiperglucemia
Triglicéridos
Normal
Levemente elevado
Elevado + muy elevado
Colesterol total
Deseable
Limitrofe alto
Alto

Colesterol LDL
Optimo
Limitrofe
Elevado + Muy
Elevado

Acido Urico

C1

C2

C3

C4

<79 mg/dl
80-130 mg/dl
>130 mg/dl

<150mg/d|
150-199mg/dI
200->500mg/dl

< 200mg/dI
200-239mg/dl
> 240mg/dI

<100mg/dI
100-159 mg/dI
160-

> 190mg/dI

164.0+57.6

150.0+62.8
162.8+51.9
155.6+55.1
166.1+65.8

180.7+54.7
132.2+51.8
138.6+55.4
176.5+£56.3

149.8+58.5
153.8+50.1
174.3+15.4
155.0+63.8

153.8+64.9
162.6+£59.9
184.2+49.1
140.6+53.2

83.0+35.6
170.4+55.4
154.7+57.8

163.8+63.0
141.3+11.9
160.7+63.7

159.7+58.7
157.6+60.6
155.3+56.3

158.4+54.1
157.1+62.3
156.6+54.9

159.1+57.6
141.8+48.8
166.9+£57.9
165.8+69.3

176.3+56.3

162.2+57.5
168.4+60.0
160.3+63.8
191.9+£53.8

184.8+55.9
154.1+62.6
160.4+53.2
180.7+62.1

158.4+61.4
156.9+51.6
195.1+56.2
177.6+£64.3

165.5+61.8
160.4+58.2
199.9+51.0
152.7+56.8

159.7+57.1
168.0+58.3
173.4+61.3

166.2+64.4
173.6+£52.8
176.7+53.8

163.9+55.6
178.4+64.2
179.5+64 .4

154.8+61.5
180.9+53.5
145.8+72.0

162.0+£63.3
162.0+64.1
179.3+49.3
176.6+60.1

0.5003

0.4804
0.2881
0.6978
0.0970

0.8474
0.2212
0.1240
0.7748

0.6533
0.9628
0.2602
0.4738

0.5591
0.7149
0.4164
0.6026

0.0931
0.8801
0.4064

0.9098
0.3507
0.4459

0.5092
0.2032
0.4816

0.4831
0.0362-
0.7169

0.8727
0.2304
0.5371
0.5273

Los datos se expresan en medias. *p= <0.05, los anélisis se realizaron por la prueba de t-student para muestras pareadas.

N/A: No aplica, C1: Cuartil 1, C2: Cuartil 2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.
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Los analisis se realizaron por la prueba de t-student para muestras pareadas.

Figura 7.Colesterol LDL limitrofe y niveles de metilacion del gen INS antes y después de la

intervencién con inulina.

Tabla 15. Indicadores de control metabdlico y niveles de no-metilacién del gen

INS antes y después de la intervencion con inulina.

Indicador Niveles Pre-inulina Post-Inulina p

] N=67 MediatDE MediatDE

Indice de Masa Corporal

Peso adecuado 18.5-24.9 kg/m? N/A N/A N/A
Sobrepeso 25.0-29.9 kg/m? 25.3+59.2 44 .5+69.9 0.1909
Obesidad 30.0- > 40 kg/m? 30.3+55.1 61.5+£77.1 0.2101
Circunferencia abdominal

C1 23.0456.7 50.3173.5 0.1094
c2 26.7+61.7 65.1+£83.3 0.1016
C3 27.3450.0 62.0£76.2 0.0039+
C4 35.2461.5 45.9+70.4 0.4961
Masa grasa

C1 29.2+59.4 58.9+83.8 0.3750
C2 0.0+0.0 23.9+46.9 0.0625
C3 23.6153.6 81.5482.3 0.0068+
C4 35.6£61.5 60.5+74.1 0.2324
Grasa abdominal

C1 20.5+59.7 59.3173.4 0.0117~
Cc2 46.0+65.7 53.2463.8 0.5693
C3 38.2460.8 93.1+£92.6 0.1294
C4 4.5+17.5 13.9450.1 0.9999

Masa muscular
C1 37.2+72.7 52.8+64.2 0.4648




Cc2

C3

C4

Glucosa en ayunas
Hipoglucemia
Normoglucemia
Hiperglucemia
Triglicéridos
Normal

Levemente elevado
Elevado + muy elevado
Colesterol total
Deseable

Limitrofe alto

Alto

Colesterol LDL
Optimo

Limitrofe

Elevado + Muy
Elevado

Acido urico

C1

Cc2

C3

C4

<79 mg/dl
80-130 mg/dl
>130 mg/dl

<150mg/dI
150-199mg/dI
200->500mg/dl

< 200mg/dI
200-239mg/dI
> 240mg/dI

<100mg/dI
100-159 mg/dI
160-189mg/dI

42.8+59.1
12.9+46.6
15.7£39.9

0.0+0.0
34.0+63.1
25.2+52.0

32.0+£59.3
33.8+60.6
18.8+44.5

25.2+49.2
31.5+06.0
28.3+60.5

08.7+24.0
39.3+65.6
28.7+70.3

18.7+46.8
13.1£29.3
37.8+66.6
42.9+£72.9

53.2463.8
93.1+£92.6
13.9+£50.1

26.4£52.9
49.4+70.7
68.2+81.2

62.8+76.6
81.9+86.8
32.8+58.7

53.7+70.1
78.0+£89.9
16.5+34.3

45.6+£51.5
63.4+85.0
42.5+64.7

54.6+68.2
81.5+97.7
62.2+72.2
24.3+44 1

0.2769
0.0781
0.6250

0.9220
0.4683
0.0626

0.1511
0.0742
0.2500

0.0484-
0.0098+
0.8750

0.0342-
0.1578
0.9999

0.1602
0.0039+
0.2334
0.4961

Los datos se expresan en medias. *p= <0.05, **p= <0.01, los analisis se realizaron por la prueba de los rangos con signo

*,

de Wilcoxon. N/A: No aplica, C1: Cuartil 1, C2: Cuartil 2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.
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Figura 8.Indicadores de control metabdlico y niveles de no metilacion del gen INS

antes y después de la intervencion con inulina.

6.4.2 Gen IRS-1.

Comenzando con la categorizacién del indice de Masa Corporal para este gen,
podemos observar una mayor prevalencia de datos dentro de las categorias de la
no-metilacion derivado de los resultados en los niveles de metilacion y no-
metilacién obtenidos que han sido detallados anteriormente. Para el analisis
realizado para el IMC no se observé una significacion estadistica en la asociacion
de los resultados obtenidos para la clasificacion del IMC y los niveles de metilacion.
Por el contrario, el IMC mostrd una asociacion con la no metilacion y los resultados

obtenidos antes y después de la intervencion. (p=0.002). (Tabla 16).

Tabla 16. Niveles de metilacion y no-metilacion del gen IRS-1, antes y después de

la intervencion con inulina categorizado por IMC.

Metilacién No Metilacion
IMC Pre-inulina Post- p Pre-inulina Post- p
inulina inulina

Peso adecuado 1 1 0.984 1 13 0.002*




Sobrepeso
Obesidad

24
30

Los datos se expresan en frecuencia. *p= <0.05, los andlisis se realizaron por la prueba Chi® Los valores nulos se modificaron

por 1 para realizar la estadistica. N/A: No aplica, IMC: Indice de masa corporal.

En cuanto a los niveles de metilacion y el analisis realizado para determinar si

existia relacion con la categorizacion de los indicadores de control metabdlico, tanto

antropomeétricos como bioquimicos, no mostraron relacidn alguna en la muestra

estudiada. Del mismo modo ocurrioé sin resultados significativos para los niveles de

no-metilacion. (Tabla 17, tabla 18).

Tabla 17. Indicadores de control metabdlico y niveles de metilacion del gen IRS-1.

Indicador Pre-inulina p Post-Inulina p
N=67 Media+DE MediatDE

Circunferencia Abdominal

C1 40.1+66.1 0.779 31.3+60.8 0.802

Cc2 19.9 £54.5 21.51£66.4

C3 30.6163.6 12.6+30.8

C4 22.2+63.1 23.9+43.62

Masa Grasa

C1 18.6+£36.7 0.913 19.3+53.4 0.739

Cc2 30.5164.8 24.7+57.9

C3 31.9172.2 12.1+34.3

C4 31.2+68.6 32.0+61.4

Grasa abdominal

C1 32.1163.4 0.943 21.3+58.1 0.603

C2 29.1+£57.7 31.8+64.0

C3 20.1£58.4 18.9+40.0

C4 30.8469.2 7.6127.5

Musculo

C1 19.7+48.7 24 .4+57.5 0.948

0.712

Cc2 42.1+73.0 26.7+57.7

C3 22.7+58.7 18.1+40.3

C4 26.0+62.3 17.9+54.8

Glucosa en ayunas

Hipoglucemia <79 mg/dl 74.4£129.0 0.645 26.5+53.1 0.538

Normoglucemia 80-130 mg/dl 27.7+66.3 31.1£64.4

Hiperglucemia  >130 mg/dI 24.3+49.0 10.4+30.6

Triglicéridos

Normal <150mg/dl 19.1+53.8 0.386 22.5+51.1 0.879

Levemente 150-199mg/dl 32.6+63.5 10.3+25.7

elevado

Elevado + Muy 200- >500mg/dI 38.2471.3 18.4+49.9

elevado




Colesterol
total
Deseable

Limitrofe alto
Alto > 240mg/dI
Colesterol LDL
Optimo
Limitrofe
Elevado + Muy
Elevadq

Acido Urico

C1

C2

C3

C4

< 200mg/d|

<100mg/di

200-239mg/dI

100-159 mg/dI
160->190mg/dI

252 +57.7
29.3+67.0
35.1+62.0

19.2+48.0
33.0+66.7
29.8+73.1

24.7+58.0
30.6£63.7
20.3+49.0
36.7+75.0

0.906

0.698

0.884

20.4+48.8
20.0+£52.3
33.4+70.7

22.5+57.9
18.8+45.2
38.2+75.0

23.0+£56.9
35.0£71.3
12.6+£35.6
15.84£34.5

0.804

0.665

0.599

Evaluacién de los cambios del control metabdlico por categorias y el resultado del estatus metilacion. Los datos se
presentan en medias y desviacién estandar. *p=<0.05 los analisis se realizaron por Kruskal-Wallis. C1: Cuartil 1, C2: Cuatrtil

2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.

Tabla 18. Indicadores de control metabdlico y niveles de no-metilacién del gen

IRS1.
Indicador Niveles Pre- Post-Inulina
N=67 inulina MediatDE
MediatDE
Circunferencia Abdominal
C1 201.0£40.2  0.255 195.0+£33.0 0.408
Cc2 175.0£60.4 180.5£53.7
C3 202.1£38.2 198.0+24.6
C4 203.3+49.8 200.6+£34.5
Masa Grasa
C1 201.2+504 0.184 190.045.5 0.462
C2 197.0+40.7 192.9+38.8
C3 173.5£57.0 183.7145.6
C4 208.5+41.6 205.2+20.8
Grasa abdominal
C1 189.8454.2  0.269 196.4+34.3 0.884
C2 178.5£51.2 187.8143.8
C3 208.4+43.5 193.6£41.5
C4 204.1+42.4 197.0£35.7
Mdusculo
C1 191.7+46.6  0.361 193.4141.5 0.257
C2 190.8+46.6 192.7+38.1
C3 212.6+44.2 205.9+25.6
C4 183.9156.6 178.4+47 .4
Glucosa en ayunas
Hipoglucemia <79 mg/dl 210.0+26.6  0.300 149.2+75.0 0.066
Normoglucemia 80-130 mg/dl 204.0+£51.9 197.0+34.8




Hiperglucemia  >130 mg/dI
Triglicéridos

Normal <150mg/dl
Levemente 150-199mg/dI
elevado

Elevado + Muy 200 - >500mg/dI
Elevado

Colesterol

total

Deseable < 200mg/dl
Limitrofe alto 200-239mg/dI
Alto > 240mg/dI
Colesterol LDL

Optimo <100mg/dl
Limitrofe 100-159 mg/dI
Elevado + Muy 160 - > 190mg/dI
Elevado

Acido Urico

C1

Cc2

C3

C4

186.1+46.6

164.1+83.3
188.9+52.0

200.3+43.5

195.5+£55.1
199.5+41.4
180.1+42.3

192.0£59.5
199.5+41.7
176.5+47.4

173.5+61.1
197.7+43.1
203.3+42.1
204.1+£45.2

0.303

0.597

0.537

0.241

193.8+35.8

189.7+61.2
185.4+35.8

197.6+£35.3

189.3+44.3
195.0+£30.0
205.0+£30.0

183.6+53.8
197.4+31.7
190.5+£32.0

194.2+34 .4
177.2+47.9
206.7+25.6
194.1+41.6

0.568

0.565

0.448

0.168

Evaluacion de los cambios del control metabdlico por categorias y el resultado del estatus No-metilacion. Los datos se
presentan en media y desviacion estandar. *p=<0.05. Los analisis se realizaron por Kruskal Wallis. C1: Cuartil 1, C2: Cuartil

2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.

Referente a los indicadores de control metabdlico dividido en categorias con

respecto al cambio obtenido en los resultados de los niveles de metilacion y no-

metilacion previo y posterior a la intervencion con inulina no se observd ningun

resultado significativo (tabla 19, 20).

Tabla 19. Indicadores de control metabdlico y niveles de metilacion del gen IRS-1

antes y después de la intervencion con inulina.

Indicador Niveles Pre-inulina Post-Inulina p
N=67

Iindice de Masa Corporal

Peso adecuado 18.5-24.9 kg/m? N/A N/A N/A

Sobrepeso 25.0-29.9 kg/m? 20.5+51.2 26.1+60.7 0.8203

Obesidad 30.0-> 40 kg/m? 30.8+62.5 26.6+53.7 0.8501

Circunferencia abdominal

C1 35.7463.5 25.7456.1 0.2188

Cc2 22.4+57.5 25.3+71.6 0.7500

C3 30.6163.6 11.2+29.4 0.3125

C4 22.3+63.1 23.9+43.6 0.8125

Masa grasa

C1 18.6+36.7 20.5+54.9 0.6250




C2 30.5+64.8 24.7+57.9 0.9999

C3 31.9172.2 12.1+34.3 0.5625
C4 31.2+68.6 32.0+61.4 0.9375
Grasa abdominal

C1 32.1£63.4 22.1+54.9 0.6875
Cc2 29.1+57.7 32.7467.2 0.8438
C3 20.1£58.4 18.9440.0 0.8125
C4 30.8+69.2 7.6127.5 0.2500
Masa muscular

C1 20.8+47.4 22.9+56.0 0.9999
C2 42.4+75.3 28.3+59.0 0.6406
C3 22.7+58.7 18.1+40.3 0.8438
C4 26.0+62.3 23.2457.4 0.999
Glucosa en ayunas

Hipoglucemia <79 mg/dl 74.4£129.0 26.5+53.1 0.9999
Normoglucemia 80-130 mg/dl 27.7+66.3 31.1164.4 0.7002
Hiperglucemia >130 mg/dl 24.3+49.0 10.4+30.6 0.2686
Triglicéridos

Normal <150mg/di 19.2+53.8 19.9+49.6 0.7646
Levemente elevado 150-199mg/dl 32.6+£63.5 17.8+£36.6 0.3125
Elevado + muy elevado  200->500mg/dl 38.2+69.6 18.4+49.9 0.2500
Colesterol total

Deseable < 200mg/dl 25.2+57.7 20.4+48.8 0.9999
Limitrofe alto 200-239mg/dl 29.3467.0 20.0+52.3 0.5469
Alto > 240mg/dl 35.1£62.0 33.41£70.7 0.8750
Colesterol LDL

Optimo <100mg/dl 19.304£48.0 22.5+57.9 0.6250
Limitrofe 100-159 mg/dI 33.0+66.7 18.8445.2 0.3484
Elevado + Muy Elevado 160- 29.8+73.2 38.21£75.0 0.7500
. ] > 190mg/d|

Acido Urico

C1 23.2+56.4 21.7£55.4 0.9375
Cc2 32.4165.2 37.1£72.9 0.9453
C3 20.3+49.0 12.6+35.6 0.6250
C4 36.7+75.0 15.8434.5 0.3125

Los datos se expresan en medias. *p= <0.05, los analisis se realizaron por la prueba de t para muestras pareadas. N/A: No
aplica, C1: Cuartil 1, C2: Cuartil 2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.

Tabla 20. Indicadores de control metabdlico y niveles de no-metilacion del gen IRS-

1 antes y después de la intervencion con inulina.

Indicador Niveles Pre-inulina Post-Inulina p
N=67

Indice de Masa Corporal

Peso adecuado 18.5-24.9 kg/m? N/A N/A N/A

Sobrepeso 25.0-29.9 kg/m? 192.7+49.7 191.2+47 1 0.9218

Obesidad 30.0 - >40 kg/m*  197.2+48.4 193.7£35.2 0.9569

Circunferencia abdominal
C1 197.7+43.9 196.6+33.1 0.4038




Cc2

C3

C4

Masa grasa

C1

Cc2

C3

C4

Grasa abdominal
C1

C2

C3

C4

Masa muscular
C1

Cc2

C3

C4

Glucosa en ayunas
Hipoglucemia
Normoglucemia
Hiperglucemia
Triglicéridos
Normal
Levemente elevado

Elevado + muy
elevado
Colesterol total

Deseable
Limitrofe alto
Alto

Colesterol LDL
Optimo
Limitrofe
Elevado + Muy
Elevado

Acido urico

C1

C2

C3

C4

<79 mg/dl
80-130 mg/dl
>130 mg/dI

<150mg/dl

150-199mg/dl
200->500mg/dI

< 200mg/d

200-239mg/dI

> 240mg/d|

<100mg/dl

100-159 mg/dI
160-189mg/dl

175.7+60.6
202.1+38.2
203.4+49.8

201.3+50.4
197.1+£40.7
173.6+57.0
208.5+41.6

189.9+54.2
178.6+£51.2
208.5+43.5
204.2+42.4

189.0+46.5
193.6+46.6
212.6244.2
183.9+56.6

210.0+26.6
204.5+63.1
186.1+46.7

190.8+54.3
185.7+£53.2
206.4+35.7

195.6+55.1
199.6+41.4
180.1+42.3

192.1£59.5
199.5+41.7
176.6+47.4

176.8+60.7
196.0+43.7
203.4+42.1
204.1+45.2

176.6+55.80
198.0+23.4
200.7+34.5

190.2+47.0
193.0+38.8
183.7+45.6
205.3+20.8

196.2+32.5
186.8+46.0
193.7+41.5
197.0+£35.7

193.1+40.3
193.0+39.3
205.9+25.6
179.2+46.0

149.2+75.1
197.1+£34.8
193.9+35.8

182.1+45.6
203.5+32.6
203.1x27.2

189.3+44.3
1956.1+£30.0
205.1+30.0

183.7+53.8
197.5+£31.7
190.5+323.0

193.5+£33.5
177.0+49.3
206.8+25.6
194.1+41.7

0.8999
0.8999
0.3755

0.4637
0.3289
0.5477
0.3225

0.8650
0.5477
0.0946
0.2734

0.7819
0.9265
0.1594
0.9799

0.5000
0.0689
0.9534

0.5733
0.2439
0.3884

0.5207
0.6794
0.3125

0.2413
0.5466
0.8438

0.3060
0.3529
0.7119
0.4037

Los datos se expresan en medias. *p= <0.05, los andlisis se realizaron por la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas.

N/A: No aplica, C1: Cuartil 1, C2: Cuartil 2, C3: Cuartil 3, C4: Cuartil 4.



7. DISCUSION
La edad media de los sujetos del estudio fue de 54.4 afos, cifra levemente menor

a la edad media nacional de pacientes con DMT2 segun la ENSANUT 2018. La
metformina fue el farmaco predominante, seguido de Ila combinacion
metforminal/insulina, de acuerdo con la bibliografia, con el paso del tiempo se ha
modificado el tipo de tratamiento farmacoldgico utilizado para esta patologia,
dejando de ser exclusivo el uso de hipoglucemiantes orales y con un aumento en
el uso de la insulina, con o sin hipoglucemiantes orales. Por otro lado, para la
categorizacién de los afios de evolucién fueron mas prevalentes aquellos sujetos
con menos de 5 afios de evolucién a partir del diagndstico, cifra en un 50% menor
comparado con la media a nivel nacional reportada en la ENSANUT 2018 (55).

En cuanto a la composicion corporal, sobresalen las prevalencias de sobrepeso con
el 50.7% y de obesidad con el 47.4% de la poblacién estudiada, cifras que
concuerdan con las categorias del indice de Masa Corporal reportados con mayor
prevalencia para pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en México de acuerdo a la
ENSANUT 2016. Los resultados de la media, previo a la intervencidn con inulina de
agave, para los indicadores IMC (x=30.4 kg/m2), cintura (x=101cm en hombres y
x=101.5cm en mujeres), glucosa en ayunas (x=163.5mg/dl), triglicéridos
(x=221.3mg/dl), colesterol total (x=202.7mg/dl) y C-LDL (x=113.6mg/dl) se
encuentran por arriba de las cifras recomendadas para el control metabdlico de
pacientes con diabetes tipo I, las cuales indican que el IMC debe estar entre 18.5
a 25kg/ma, el perimetro de cintura debe ser menor de 94 cm en hombres y menor
de 90 cm en mujeres, la glucosa prepandial o en ayunas debe presentar resultados
entre 80-130mg/dl , triglicéridos <130mg/dl, colesterol total <200mg/dl, y c-LDL
<100 mg/dl para ambos sexos (54). Posterior a la intervencidén con inulina se
encontraron cambios importantes en los indicadores de control metabdlico de los
sujetos destacando la pérdida de peso, la disminucion de centimetros de cintura,
musculo, glucosa en ayunas vy ftriglicéridos. Que, si bien no solo son
estadisticamente significativos, si no también, clinicamente relevantes. Es
importante destacar que a pesar de los cambios reportados en el estudio, fue el
colesterol total el unico parametro que llegé a valores meta de control dentro de la

media global, es por ello que se categorizaron cada uno de los indicadores, con lo



cual podemos observar detalladamente que previo a la intervencion no se reporto
ningun caso de peso adecuado de acuerdo al IMC y posterior a la intervencion se
observé un 19.4% del total de poblacion dentro de la categoria de peso adecuado,
porcion de la poblacion, la cual cumpliria con la meta de control. De acuerdo con lo
reportado por la asociacion Latinoamericana de Diabetes en 2019 un IMC por abajo
de 25 kg/m2 en pacientes con diabetes se ha relacionado con una mayor esperanza
de vida tanto en hombres como en mujeres, al igual que la pérdida de 3 a 4 kg de
peso dentro del primer afio de diagndstico de la enfermedad (54). Con respecto a
lo reportado en el ensayo clinico Look AHEAD en 2010, la pérdida de peso también
se ha visto relacionada positivamente con otros parametros como es el control de
la glucosa, la presion arterial, el colesterol HDL vy los triglicéridos (57). Dentro del
parametro circunferencia abdominal podemos observar que los hombres dentro del
cuartil 1 y una porciéon de hombres dentro del cuartil 2 también cumplen con la meta
de control con cifras menores a 94cm, en la practica, toda persona con un IMC
mayor de 30 kg/mztiene un exceso de grasa visceral que se refleja en un perimetro
abdominal por arriba de las metas para el control metabdlico. En cuanto a la glucosa
en ayunas existe un aumento favorable de aquellos sujetos que presentan
normoglucemia prepandial de 29 a 34 sujetos posterior a la intervencion. La
asociacion Americana de Diabetes en 2019 y la investigacién de Melendez E y cols.,
en 2011 refieren que el control de la glucosa puede modificar beneficiosamente los
niveles de lipidos en plasma, principalmente los niveles de triglicéridos, en particular
en aquellos sujetos con niveles muy elevados y derivado de ello una mejor
prevencion cardiovascular y disminucion de la mortalidad (3,15). Dentro de los
indicadores lipidicos, del 47% al 51% presentaron triglicéridos en niveles normales,
el resto de la poblacion mantuvo sus niveles por arriba de lo normal, la asociacion
americana de diabetes en 2019 indica que los pacientes con DMT2 tienen una
mayor prevalencia de anormalidades lipidicas, lo que contribuye a su alto riesgo de
enfermedad cardiovascular ateroesclerética (3). Para los resultados de colesterol
total podemos observar que el 50.7% de la poblacion al inicio de la intervencion y
el 59.7% posterior a la intervencion, se encuentran en niveles 6ptimos, el resto de

la poblacion presenté niveles elevados. Esta descrito que el metabolismo del



colesterol suele estar alterado en este tipo de pacientes a causa de tres
mecanismos principales, el incremento de la glicacion de las lipoproteinas ricas en
colesterol, la resistencia a la insulina prevalente en DMT2 y sobrepeso, y a los
cambios en la secrecion de la insulina. Por ultimo, en cuanto a los datos resultantes
del colesterol LDL, se observo que tan sélo el 34.4% y el 29.8% de la poblacion
obtuvieron cifras de niveles 6ptimos, Monnier L. y cols.,en 1995 describen que en
pacientes con DMT2 bien controlados las concentraciones plasmaticas de union al
colesterol suelen responder y se encuentran generalmente dentro del rango normal,
en este tipo de pacientes podemos encontrar una sensibilidad normal a la insulina
en higado y tejidos periféricos (58). Otro de los beneficios de la obtencion de un
buen control metabdlico, es que este control podria evitar o retardar la aparicion de
complicaciones tanto microvasculares como macrovasculares a largo plazo en los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Respecto con los resultados de metilacion del DNA de los genes incluidos en
nuestro estudio, se encontrd presente el estatus de metilacion del sitio promotor del
gen INS a diferentes niveles en el total de la poblacion, las modificaciones
epigenéticas, como es el caso de la metilacion, es considerada como subproducto
de diversos estimulos que pueden influir en la susceptibilidad genética de la
diabetes. Bansal, A. y Pinney, S. en 2017, mostraron evidencia de que los niveles
del estado de metilacion en los promotores especificos de tejido juegan un papel
importante en el control de la expresion de los genes asociados (39). De hecho
Kuroda A. y cols., en 2009 y por su parte Yang B. y cols., en 2011, demostraron en
sus investigaciones que la metilacion del promotor del gen INS se encuentra
implicada en la regulacion de la expresion génica de insulina tanto de los islotes
pancreaticos como de las células B (59,60). Bansal, A. y Pinney, S. en 2017,
también hicieron referencia al hecho de que dependiendo de donde se localice la
metilacion del DNA en una secuencia genodmica, la metilacion puede tener diversos
efectos sobre la funcion del gen, como provocar el silenciamiento de los genes (39).
En una investigacion realizada por Yang BT y cols. en 2011, en pacientes con
diabetes y sin diabetes, se mostrd que existian niveles aumentados de metilacion

en 4 sitios CpG de la regidon promotora del gen INS en los islotes pancreaticos



obtenidos de los pacientes con diabetes en comparacion con los no diabéticos. Los
niveles de metilacién de estos sitios, junto con otros 9 sitios en la region, se
correlacionaron negativamente con la expresion del mismo gen, lo que puede
sugerir que el gen de la insulina esta sujeto a la regulacion factores epigenéticos
(60). Adicionalmente de esta hipotesis podemos comparar el cambio de los niveles
de metilacion al estatus no metilado resultados de esta intervencién, cabe destacar
que el unico cambio realizado para la intervencion fue la suplementacion con inulina
y con lo cual en los resultados posteriores a la intervencidn observamos cambios
en los niveles de no metilacion aumentados de forma significativa para este gen.
La evidencia en este caso nos sugiere que la metilacion del DNA puede ser un
proceso reversible y dinamico que requiere una regulacién continua. Hasta hace
algunos afios, se desconocian cuales eran los mecanismos de un proceso llamado,
desmetilacion, de a cuerdo con las investigaciones de Bhutani N. y cols., en 2011
hoy en dia se conocen dos mecanismos principales para este proceso, la
desmetilacion pasiva y la desmetilacion activa. La desmetilacion pasiva se lleva a
cabo por la disminucidn o ausencia de actividad de las DNMTs, en es especial la
DNMT1, durante el mantenimiento de la 5mC tras la replicacion celular,
perdiéndose de esta manera la metilacion en la hebra hemimetilada. Por otra parte,
la desmetilacion activa se lleva a cabo en respuesta a cambios de sefales de la
célula basada en dos vias, la via oxidativa del grupo metilo de la 5-mC y la via de
deaminacion de citosina inducida por mecanismos de reparacién celular para la
generacion de una citosina (61). Sin embargo, aun no esta claro como estos
mecanismos podrian explicar los defectos encontrados en una enfermedad como
la diabetes puesto que las vias activas aun no se han caracterizado bajo
condiciones patologicas. Los resultados de los niveles de no-metilacion posterior a
la intervencion de nuestro estudio se observaron significativamente aumentados en
las mujeres. Mauvais, J en 2015 report6 en su investigacion que el sexo contribuye
a diferencias en muchos aspectos fundamentales del control de la homeostasis
metabdlica y enfermedades como la obesidad y la diabetes. En comparacion con
los hombres, las mujeres tienen mas masa adiposa, mas acidos grasos libres

circulantes, mayor contenido de lipidos intramiocelulares y so6lo dos tercios de la



masa muscular de los hombres, factores que podrian predecirse para promover la
resistencia a la insulina en las mujeres (62). Por lo tanto, es muy importante tener
en cuenta que el sexo puede tener una influencia significativa en los resultados de
la presente investigacion. Es bien conocido que la metilacion del DNA es diferente
entre hombres y mujeres debido a la inactivacion del cromosoma X en mujeres. En
un estudio realizado por Cajsa Davegardh y cols., en 2019 tanto en hombres como
en mujeres para determinar la influencia del sexo en la metilacion del DNA y la
expresion genética mostraron que las mujeres tenian una mayor expresion de
genes en vias relacionadas con el metabolismo de acidos grados y aminoacidos
por presentar niveles menores de metilacion a diferencia de los hombres (63).
Dick K y cols., en 2014 sugieren que el indice de Masa Corporal es un fenotipo que
esta determinado por el estilo de vida, factores ambientales y factores genéticos
(64). Los resultados de la clasificacion del IMC se encontraron asociados
significativamente con la presencia de metilacion del gen INS antes y después de
la intervencion en el presente proyecto. Existen investigaciones como la de Dick K
y cols., en 2014 y la de Shuai L y cols., en 2019 con estudios del epigenoma los
cuales han informado que existen gran cantidad de islas CpG, aproximadamente
500, las cuales podrian estar metiladas en relacién con las categorias del IMC
(65,64). En el estudio de Shuai L y cols., en 2019 se analiz6 la causalidad entre
IMC y la metilacién del DNA, sugieren que el IMC y el cambio de este tiene un
efecto causal en la metilacién del DNA, pero no viceversa, se propone que la
inflamacion desempefia un papel en el desarrollo de algunas enfermedades
relacionadas con la obesidad e implican el hecho de que la metilacién podria mediar
los efectos de la obesidad sobre otras enfermedades relacionadas como la
resistencia a la insulina (65).

Indicadores como la circunferencia abdominal en mujeres, masa grasa y glucosa
en ayunas en ambos sexos previo a la intervencion con inulina de agave se vieron
relacionados en nuestro estudio con los niveles de metilacion del gen INS. Se
observaron niveles elevados de metilacion en aquellas mujeres que presentaron
las cifras mas altas de circunferencia abdominal, asi mismo, encontramos niveles

mas elevados de metilacion y en aquellos sujetos que presentaron un mayor



porcentaje de masa grasa total al igual que niveles disminuidos de no-metilacion en
los sujetos con mayor circunferencia abdominal del total de la poblacion. De
acuerdo con la investigacion de Gutierrez, C y cols., en 2017 en la que exponen
que la adiposidad es un factor de riesgo de DMT2 ya que induce alteraciones
hepaticas y en tejido muscular que conllevan a una respuesta inflamatoria cronica
la cual contribuye a la resistencia a la insulina y a la disfuncion metabdlica sistémica,
ademas de ser un factor relacionado también con la epigenética de la DMT2 (67).
Ronn Ty Lin C en 2015, Minae S. y cols., en 2018 y Walaszczyk y cols., también
en 2018 exponen que existen diversos factores que afectan a la patogenia de la
DMT2, entre ellos se incluye a la obesidad, que ademas es también considerado
como un factor que puede alterar el epigenoma humano, estos estudios se han
centrado en identificar las regiones susceptibles genéticamente con los rasgos de
adiposidad (68,69,70). Por su parte, Minae S. y cols., en 2018 exponen que
regiones metiladas de genes como el factor de crecimiento a la insulina 2 (IGF2) y
H19 se han asociado con la obesidad debido a sus importantes funciones dentro
de la composicidn corporal asociados con un mayor peso y enfermedades
metabdlicas, como la resistencia a la insulina (69). Dentro de nuestra investigacién
pudimos observar niveles elevados de metilacion en aquellos sujetos que
presentaron el porcentaje mas elevado de grasa corporal, como se menciono
anteriormente, y en aquellos que en contraste presentaron el menor porcentaje de
grasa corporal. Un menor porcentaje de masa grasa asociado con la desnutricion
se encuentra también asociado con el desarrollo de la DMT2 en la adultez,
sobretodo si se presentd en etapas tempranas de la vida. Dentro del estudio
realizado por Minae S. y cols.,, en 2018 en mujeres posmenopausicas
proporcionaron evidencia de que la metilacion y la grasa corporal total se
encontraban asociados, especificamente, los niveles elevados de metilacion se
encontraron asociados con una masa grasa total mas baja (69). Glier M y cols., en
2014 reportaron que las marcas epigendmicas, como se menciond anteriormente,
son heredables, pero también que responden a los cambios ambientales, como los
cambios en el estado nutricional (71). De esta forma con los niveles elevados de

metilacion del gen podria disminuir la expresion de la via de la sefalizacion de



insulina (PI3K)/Akt, resultado de la resistencia a la insulina, por lo que podemos
deducir que nuestros resultados tienen un sentido biologico.

Por otro lado, pudimos observar que la hipoglucemia se relaciond significativamente
con menores niveles de metilacién en comparacion de aquellos que presentaron
normoglucemia.

La mayoria de los estudios como los de Kuroda A y cols., en 2009, Hall E y cols.,
en 2018 y Walaszczyk y cols., en 2018, que relacionan los niveles de metilacion
con la glucemia, resultan en un aumento de metilacion asociado a una exposicion
prologada a niveles elevados de glucosa, lo cual podria a su vez estar asociado
con una disminucion en la expresion de los genes implicados (59,72,70). En un
estudio realizado por Pinzon, J; Perna, A; Rojas, N en 2017 para analizar los niveles
globales de metilacion e hidroximetilacion asociados a los niveles de control
metabdlico, considerando los porcentajes de la Hb1Ac, en pacientes con y sin
diabetes, se observd que hay factores mas alla de la enfermedad per se, lo que
causa los cambios de la metilacion global, sugiriendo que existe una relacién directa
entre la hiperglucemia cronica y sostenida con los cambios acumulativos en el
epigenoma, como lo son el aumento de los niveles de metilacién. (66). En el caso
particular de nuestros resultados, la asociacion se observé en aquellos sujetos que
presentaron hipoglucemia presentaron también niveles bajos de metilacién, estos
niveles de metilacién podrian sugerir una mayor expresion del gen, disminuyendo
asi, en cierta medida la resistencia a la insulina, lo que podria provocar los niveles
bajos de glucosa en sangre en estos sujetos.

Respecto al colesterol LDL nuestro estudio arroj6 un aumento en el nivel de
metilacidon posterior a la intervencion en aquellos sujetos que se encontraban dentro
de la categoria de c-LDL limitrofe. En el estudio realizado por Ataide L y cols., en
2019 que analizo el perfil de metilacion del gen ADRB3 y su asociacion con el perfil
lipidico y el estado nutricional en adultos, observaron que los resultados de
colesterol LDL por encima de los niveles normales o deseables, tenian una
probabilidad del 164% de generar mayor hipermetilacion del gen, hallazgos que

concuerdan con la investigacion de Tzu-Ching y cols., en 2014 centrada en estudiar



la toxicidad coronaria inducida por c-LDL a través de la via Akt-FGF2 a través de la
metilacion del DNA y con nuestros resultados (73,74).

En cuanto a la no-metilacién del gen INS, encontramos diferencias con un
aumento posterior a la intervencién en diversos indicadores de control metabdlico.
En pacientes con cifras por arriba de la media total de la poblacién de
circunferencia abdominal, grasa total y acido urico, también se encontré un
aumento de los niveles de no-metilacion en aquellos sujetos que obtuvieron
resultados de colesterol total en nivel optimo y limitrofe y en aquellos sujetos con
cifras por debajo de la media total de grasa abdominal. Nuestros resultados
concuerdan con investigaciones como la de Pinzon, J; Perna, A; Rojas, N en 2017
en cuanto al hecho de que la metilacion es un proceso dinamico dentro del cual
los grupos metilo pueden perderse y que podrian estar asociados en respuesta al
control metabdlico de los pacientes. Esta respuesta metabdlica podria diferenciar
a los pacientes en metas de control y sus complicaciones en un futuro, adicional a
un control dietético y farmacoldgico adecuado para prevenir tanto el deterioro
metabdlico como los efectos epigenéticos que podrian resultar en un desequilibrio
de la expresion génica. (66)

Por otro lado, en cuanto al gen /RS-1 involucrado en la via de la sefializacién de la
insulina, para la respuesta de insulina periférica y el crecimiento y la funcion de las
células B pancreaticas, al igual que en un estudio realizado por Jiangbo M; Cheng,
J y Wang, L. en 2013 de pacientes con y sin DMT2 en el que se analizé la
contribucion de la metilacion del DNA del promotor del gen IRS-1 y el riesgo de
DMT2 sin encontrar una asociacion significativa (75), nuestros resultados indicaron
una muy baja prevalencia del estatus de metilacién sin cambio significativo después
de la intervencion. Estos resultados pueden sugerir que el mecanismo de metilacion
del DNA del promotor génico puede no verse afectado derivado de los cambios
metabdlicos ocurridos en los sujetos de estudio con la intervencion con inulina.

De acuerdo con Walaszczyk E. y cols., en 2018 los cambios epigenéticos pueden
ser causa o consecuencia de la enfermedad o un factor que contribuye
indirectamente a través de exposiciones ambientales que pueden afectar el

epigenoma (70). Como se observo en parte de nuestros resultados, existen



multiples factores que pueden afectar los niveles de metilacion del DNA, como el
IMC, el porcentaje de masa grasa, los niveles de glucemia y los niveles lipidicos.
Lo que nos permite explicar la variacion en los niveles de metilacion de DNA entre
individuos. Ademas, la acumulacion de datos nos permite sugerir que las
interacciones entre la genética y la epigenética influyen en la expresion de genes,
como los utilizados en el presente estudio y a su vez, en cambios metabdlicos
importantes, lo que lleva al desarrollo o control de enfermedades complejas o
complicaciones.

Dentro de las limitaciones del presente estudio, como es conocido, la metilacion es
un mecanismo epigenético que puede ser alterado por diversos factores
ambientales o por los mismo procesos inmunoldgicos e inflamatorios a causa de la
diabetes. Por esta raz6n para mitigar el sesgo, se trataron de controlar factores que
podrian generar esas alteraciones incluyendo dentro los criterios de inclusion del
estudio el consumo de alcohol y tabaco, la realizacion de ejercicio y la modificacion
de la dieta. Ademas de que cada uno de los sujetos de estudio efectua el papel de
su propio control y los unicos cambios a los que son sometidos en la presente
investigacion es al suplemento de inulina a agave y a los cambios de los indicadores
de control metabdlicos ocurridos durante el tiempo de la intervencion.

Dentro de las implicaciones que podria aportar la presente investigacién a futuro,
destacamos el uso de perfiles de metilacion del DNA como un biomarcador para
predecir el riesgo de padecer DMT2 o de complicaciones lo cual podria conducir a

terapias médicas o alternativas innovadoras.

8. CONCLUSIONES

1.Todos los sujetos incluidos en el estudio presentaron algun nivel de metilacion del
gen INS, el cual sufrié un cambio, con una disminucion de los niveles de metilaciéon
posterior a la intervencién con inulina de agave. El cambio presentado se observé
también significativamente en mujeres.

2. Previo a la intervencion se encontraron asociaciones entre los niveles de
metilacion del gen INS y los indicadores de control metabdlico IMC, circunferencia

abdominal, masa grasa total y glucemia. Y asociacién entre los niveles de no



metilacidn del mismo gen con grasa abdominal. También encontramos un cambio

significativo de los niveles de no metilacion en circunferencia abdominal. grasa

abdominal, grasa total, colesterol total, c-LDL y acido urico, todos con un aumento

del nivel de no metilacion.

3. Con respecto al gen IRS-1 encontramos el estatus de no-metilacion en el total

de los sujetos estudiados sin cambios posteriores a la intervencion con una porcién

no significativa de sujetos con algun nivel de metilacion.
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Anexo 2. Gel de agarosa con muestras amplificadas por MS-PCR con primers
metilados y no metilados para el gen IRS-1.

Marcador Controles Muestra1 Muestra 2 Control
de peso IRS1 IRS-1 IRS-1 negativo
molecular Met. No-Met  Met. No-Met Met. No-Met No-Met

Pb

=
=
]
=
T
-
Ben

200
100

Bandas de DNA de control positivo, con primers metilado y no metilado que muestran
amplificacién especifica para condiciones metiladas y no metiladas después de la reaccién en



cadena de la polimerasa del gen IRS-1 (1 pb). Resultados de dos muestras para el gen IRS-1.
Control negativo con mix de no-metilacion para el gen IRS-1 sin DNA.

MS-PCR, Reaccién en cadena de la polimerasa especifica de metilacion; Pb, pares de bases;
IRS-1, Sustrato Receptor de la Insulina isoforma 1; Met, metilado; No-Met, no metilado.
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