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Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), es una enfermedad cronico-degenerativa causada por un defecto en la captacion de
la insulina por las células (resistencia a la insulina). Aunado a esto, para el 2014 la prevalencia mundial de la DM2
aument6 hasta un 8.5% con respecto al afio 1980 (4.7%)". Ademas, en nuestro pais es causante del 9.25% del total de
mortalidad registrada? Por otra parte, la DM2 ha sido asociada al incremento en el riesgo de desarrollo de
complicaciones?. Las complicaciones microvasculares tienen alta mortalidad y morbilidad en nuestra poblacion, lo que
hacen urgentes la blsqueda e investigacion de perspectivas novedosas para identificar precozmente el deterioro. A
este respecto, de las personas que cursan DM2 cerca del 40% desarrollaran enfermedad renal (Nefropatia Diabética)*.
Uno de los mecanismos para el desarrollo de la nefropatia diabética (ND) deriva principalmente de la hiperglucemia
cronica que es caracteristica de pacientes con DM2 generando cambios funcionales y estructurales en el rifidn, tales
como: engrosamiento de la membrana basal glomerular, incremento en la formacion de la matriz extracelulary pérdida
de podocitos con alteracion de la tasa de filtracién glomerular (TFG), etc*>. La creatinina sérica y urinaria, [a excrecion
urinaria de albiming, la depuracion de creatinina y la estimacion de la filtracion glomerular son frecuentemente
empleadas en el laboratorio clinico de rutina para evaluar la funcién renal; sin embargo, es conocido que estas pruebas
presentan desventajas que limitan su sensibilidad clinica en estadios tempranos, indicando la importancia de acciones
preventivas y de diagndstico oportuno para ofrecer mejor calidad de vida a los pacientes, por lo que la ND se detecta
hasta etapas avanzadas cuando el beneficio del tratamiento es limitado. Debido a lo anterior, son necesarios
marcadores oportunos de tamizaje de la DM para evitar la progresion a ND a estadios avanzados, asi como la
implementacién de un tratamiento adecuado. Con respecto a lo anterior, se han establecido nuevas estrategias
analiticas como la metaboldmica, la cual ha surgido como una herramienta que puede tener un gran impacto clinico
en la salud, ya que a partir de un simple analisis y un costo relativamente bajo permite la identificacion de metabolitos
que pueden ser caracteristicos del fenotipo de una enfermedad. En este contexto, con el desarrollo de la
metabolémica, se ha comenzado a estudiar la huella quimica generada en diferentes enfermedades para la
identificacién de nuevos biomarcadores de dafio temprano®$, por lo que se ha propuesto el uso de esta herramienta
con el fin de identificar biomarcadores que aporten un valor predictivo desde las primeras etapas y de esta manera
lograr un diagnéstico oportuno y no invasivo de la enfermedad.

Objetivo

Identificar biomarcadores metabolémicos en personas diagnosticadas con DM2 que puedan servir como método de
tamizaje para evitar la progresion de la ND a estadios avanzados.

Seleccion de los pacientes

Se incluyeron pacientes de con una edad de 20-50 afos, diagnosticados con DM2 sin dafio renal (n=19), con DM2 y
dafo renal (n=9) y sujetos clinicamente sanos (n=21), a los cuales se les registraron datos antropométricos (Talla, Peso,
IMC, entre otros) e historia clinica. Se tom6 una muestra de orina y de sangre por la mafana con un ayuno de 8 horas.
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Se obtuvo el plasma mediante centrifugacion de las muestras sanguineas para la determinacion de glucosa,
hemoglobina glucosilada mediante métodos espectrofotométricos. Por otro lado, en la muestra de orina fue
determinada la creatining, TFG. El analisis del perfil metabolémico en orina se realizd6 mediante una Nariz Electrénica
(Alpha MOS HERACLES Flash Gas Chromatography Electronic Nose) bajo las siguientes condiciones: Volumen de
inyeccion: 500 pl, Temperatura de inyector: 200°C, Flujo constante de hidrégeno de 1ml/min y temperatura del horno:
50°C, 30 segundos, aumentando 10°C/segundos, hasta alcanzar una temperatura maxima de 280°C. Posteriormente,
se determind la identidad de los metabolitos con base a los indices de Kovats generados por el software del equipo, y
con los datos obtenidos: tiempo de retencién (TR) y Area Bajo la Curva (AUC) se realizaron analisis estadisticos
multivariados: Analisis de Componentes Principales (PCA) y Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) en el

programa R.

Resultados

Las caracteristicas de los voluntarios son mostradas en la Tabla 1.

Edad 53 67412555 49424721 az 7324378 o076 | 0472
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13.45
Glu 109.23+24 95 | 13363#5055 |23256£23256 2 45E-05
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Creat.horaria 0.03+0.04 0.04+0.02 0.08+0.08 4.82 | 0.0125
Microalb 25.73£15.81 10.7946.78 34.44+34.44 BRI 3.32E-05
Indice 191+2.13 0.32:0.2 0.6710.67 6.69 ] 0.00281
IMT 0.53+0.01 0.52+0.05 0.53+0.53 0.35 ] 0.704
Propenal 73.8£145.1 5090'513:16058' 296.48+296.48 1141 | 0.254
X2.propanol 593.28+1262.77 331?'3ii3634'4 1713'26;1718'2 5.81 ] 0.00564

butane.2.3..dione. 179.23+68.12 | 410.78+443.37 | 297.73+297.73 |3.27 | 0.0469

X1.Propanol..2.met
hyl..
X1.2.Dichloroethan
e

38.78+91.08 207.64+180.23 | 161.97+161.97 |7.18 | 0.00193

14.05£35.71 115.52+227.27 | 49.99+49.99 ]2.45 ] 0.0974

Methyl.isobutyrate | 276.4£268.92 | 171.05+107.05 | 382.24+382.24 | 2.14 | 0.129

fég”;thwb”m”“ 39127443 | 1576507822 | 117.62+117.62 '] 0.40805
)z(zg'fgthy"b"m”e'l 427158 1736.9156383.9 204.6:804.6 |0.26 | 0.431

X2.methylpropanal | 261.29+665.17 ]1210.43+987.34 | 857.06+857.06 | 5.83 | 0.00553

butane.2.3.dione 368.52+316.28 | 649.99+271.65 | 516.47+516.47 |4.22 | 0.0208

Methyl.isobutyrate.
1
X2.4.dimethyl.1.3.d
ioxane

42.92+90.04 155.16+137.81 | 126.87+126.87 | 4.68 | 0.0142

57.31+94.84 142.41+127.34 | 84.07+84.07 |3.07 | 0.0561

Tabla 1. Diabetes y dafio renal. Los valores expresan la medias + |la desviacion estandar. Se compararon los 3 grupos mediante
un analisis de ANOVA. Los metabolitos con con una significancia de p<0.05 que se encontraron fueron x2.propanol,
butane.2.3.dione, x1.propanol.2.methyl,X2.methylbutane,x2.methylpropanal,butane.2.3.dione,methyl.isoburate.1.

Con una prueba de Tuckey se observo los siguientes metabolitos muestran una diferencia significativa entre los
grupos de DM con DRy Dm sin DR: Propenal, x2.propanol, methil.isobutyrato, x2.4 dimethyl.1.3.dioxane

Mediante el analisis PCA se observd una separacion entre el grupo de pacientes con DMy sujetos sanos, explicando el
31.6% de la variabilidad de los datos (Figura 1).

Figura 1. Andlisis de componentes principales en el grupo de estudio.
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Por otro lado, el PLS-DA mostré que los 3 grupos (Sanos, DM2 con y sin dafio renal) pueden distinguirse claramente,
explicando el 27% de su variabilidad (Figura 2).
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Figura 2. Andlisis de PLS-DA para identificar los metabolitos de dafio renal,
Plotindiv
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Ademas, se logro identificar al propenal, 2-metilpropanal, 2-propanol, alcohol propilico, metil-isobutirato, 2-
metilbutanoy butan-2,3-diona como los metabolitos mas relevantes que distinguia al grupo de los pacientes con DM2
y dafio renal con respecto al grupo de sujetos sanos, 3 de ellos (2-propanol, alcohol propilico y butan-2,3-diona) se
encontraban involucrados en vias metabdlicas como: metabolismo de butanoato, metabolismo de glicerolipidos y
metabolismo del propanoato.

Discusion

De acuerdo con los datos obtenidos, el propenal, 2-metilpropanal, 2-propanol, alcohol propilico, metil-isobutirato, 2-
metilbutano y butan-2,3-diona se encuentran asociados a vias metabdlicas como: metabolismo de glicerolipidos,
metabolismo del propanoato y metabolismo del butanoato, respectivamente. El alcohol propilico se genera a partir
del glicerol, que es el principal producto de degradacion de los triacilglicéridos (TAGs). A este respecto, la diabetes
mellitus se caracteriza por una deposicién de lipidos que lleva a una excesiva e incompleta degradacién de éstos®, por
lo que este proceso puede llevar a la acumulacion del alcohol propilico en 3 orina. Resultados similares fueron
mostrados por Van y col. (2012), encontrando metabolitos que pertenecian al grupo de acilcarnitinas y acilglinas que se
asocian al metabolismo de glicerolipidos™

Por otro lado, en la DM2 la glucélisis se encuentra casiinactiva y el organismo recurre a la produccion de energia a partir
de la activacion de otras vias. Por ejemplo, a partir del metabolismo del propanoato y el metabolismo del butanoato,
generando la acumulacién de cetoacidos con la subsecuente generacion de 2-propanol derivado de acetona en el
metabolismo del propanoato y la produccion de diacetil de manera indirecta durante el metabolismo del butanoato.
Algunos estudios han mostrado que en pacientes con ND se encuentran metabolitos como: 3-hidroxipropionato y el
acido 3-metiladipico que se participan en el metabolismo del propanoato y metabolismo de acidos grasos,
respectivamente”

Ademas, en nuestro estudio se encontraron otros metabolitos como: propenal, también llamado acroleina, producto
de peroxidacion lipidica, y asociado con la DM2 y ND®™. De la misma manera, se detectd el 2-metil propenal
(isobutaraldehido) el cual se encuentra incrementado en pacientes diabéticos®™. Asimismo, el metil isobutirato estuvo
incrementado en el grupo de DM2, el cual es un metabolito que participa en la produccidon de glucosa a partir de
aminoacidos no glucosidicos (Gluconeogénesis)™. Finalmente, el metil-butano también se detect6 y puede explicarse
como un posible producto de peroxidacion lipidica, sin embargo, no hay suficientes estudios que sustenten esta
hipotesis.

Finalmente. algunos de estos metabolitos se han reportado presentes en la enfermedad renal; por ejemplo; el
propenal se ha encontrado presente en pacientes con enfermedad renal, por lo tanto, este estudio abre una ventana
importante para poder detectary determinar este tipo de metabolitos en esta enfermedad y realizar una metabolémica
dirigida.

Este estudio logré identificar metabolitos que se encuentran asociados con DM2 con enfermedad renal, y de manera
mas importante la identificacién de vias metabdlicas que estan siendo alteradas.
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