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ABREVIATURAS

AACE / ACE: Asociacién Americana de Endocrindlogos Clinicos
ADA: Asociacién Americana Diabetes
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ADP: Adenilato Difosfato

AGE: Productos Finales de Glicacidon Avanzada
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CB2: Receptor cannabinoide 2
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EASD: Asociacién europea del estudio de la diabetes
ECV: Eventos cardiovascular

eGFR: Filtracion glomerular renal estimada
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FDA: Federacion administracion de medicamentos y alimentos
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FTO: Fat-mass-associated
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GBA: Glucosa basal alterada
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HMP: Proyecto del microbioma humano
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IL-1: Interleucina 1

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

IL-1Ra: Antagonista del receptor de IL-1

IMC: indice de masa corporal
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ITG: Intolerancia a la glucosa
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LDA: Andlisis discriminante lineal

LEfSe: Analisis discriminante lineal, efecto-tamafio
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LKB1: Quinasa hepatica B1
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Metformina IR: Metformina de liberacion inmediata
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NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido hidroruro

NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohdlico

NOTOL: Intolerantes a metformina durante la progresion de dosis de metformina
OCT: Transportadores de cationes orgdnicos
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RE: Reticulo endoplasmatico

RI: Resistencia insulina

ROS: Especies reactivas de oxigeno
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SD: Desviacidn estandar

SGLT-1: Transportador de sodio-glucosa tipo 1
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SNP: Polimorfismos de Nucleétido Unico

SREBP-1: Factor de transcripcién vinculante del elemento regulador del esterol-1
SERT: Transportador de recaptacion de serotonina
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TGI: Tracto gastrointestinal
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1.Diabetes mellitus tipo 2

1.1. Definicién y criterios diagndsticos:

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades asociadas con la alteracién de diversas
vias metabdlicas y la principal caracteristica definitoria es la hiperglucemia crénica debido a la accidn
insuficiente de la insulina. Su patogénesis involucra tanto factores genéticos como ambientales. La DM se
asocia con una amplia gama de presentaciones clinicas; desde pacientes asintomaticos hasta cetoacidosis
o coma hiperglucémico dependiendo del grado de desorden metabdlico? 2. La diabetes mellitus tipo 2
(DM2) tiene una relacion directa con la aparicion de la obesidad, alteracion en la accién de la insulina,
disfuncién secretora de la insulina y aumento de la produccidn de glucosa endégena3. La hiperglucemia
cronica de la diabetes se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion y fallo de diferentes drganos,

especialmente los ojos, los rifiones, los nervios, el corazén y los vasos sanguineos*.

Las pruebas que se utilizan en la deteccidon de la DM2 son niveles de Hemoglobina glicosilada
(HbAlc) = 6,5%, glucosa plasmatica en ayunas = 126 mg/dL o glucemia plasmatica 2 horas tras una

sobrecarga oral de glucosa de 75 g (SOG) = 200 mg/dL.

El comité de expertos en el diagndstico y clasificacion de DM reconocio por primera vez en el afio
1997 la existencia de un grupo intermedio de individuos cuyos niveles de glucosa no cumplian los criterios
para diabetes pero que, sin embargo, sus niveles de glucemias eran mas altos que los considerados como

normales®. Por lo cual, se determina que existen rangos intermedios en las pruebas de deteccién de DM2.

Estas situaciones clinicas presentan mayor riesgo de desarrollar diabetes, se conocen como
“prediabetes” y son la glucemia basal alterada (GBA) e Intolerancia a la glucosa (ITG). Se incluyen en este
estadio valores de HbA1c 5,7-6,4%; glucemia en ayunas 100-125 mg/dL; glucemia a las 2h tras SOG 140-
199 mg/dL. Se pueden usar las mismas pruebas para diagnosticar diabetes y que para detectar individuos

con prediabetes

Las personas con prediabetes y particularmente en el contexto del sindrome metabdlico se
beneficiarian de la modificacion de los factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo, no se ha
demostrado que tengan un mayor riesgo para la enfermedad microvascular como se ve en la diabetes.
No obstante, estaran en riesgo de desarrollar diabetes y eventos cardiovasculares (ECV). La ITG parece
que esta mas fuertemente asociada a la aparicién de resultados en enfermedad cardiovascular (CVD) que

la GBA*©.
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HbAlc 2 6,5%. El analisis se debe realizar en un laboratorio con un método certificado por el NGSP y
unificado con el analisis del DCCT*

(0]
GBA 2 126 mg/dI. El ayuno se define como ningun aporte caldrico durante al menos 8 h.*
(o]

Glucemia plasmaética a las 2 horas 2 200 mg/dl durante una SOG. El andlisis debe efectuarse como lo
describe la Organizacién Mundial de la Salud, con una carga de glucosa que contiene el equivalente
a 75 g. de glucosa anhidra disueltos en agua.*

0]

En un paciente con sintomas cldsicos de hiperglucemia o una crisis hiperglucémica, una glucemia
plasmatica al azar 2 200 mg/dl.

*Si no hay hiperglucemia inequivoca, los resultados se deben confirmar repitiendo el andlisis otro
dia.

*NGSP. National Glycohemoglobin Standardization Program
.*DCCT. Diabetes Control and Complications Trial.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de diabetes mellitus’®.

La diabetes puede identificarse en cualquier parte del espectro de escenarios clinicos: individuos
con bajo riesgo que se someten a pruebas de glucosa y se obtienen como dato casual, en individuos que
se evallan por ser poblacion de riesgo o individuos sintomaticos. En ausencia de hiperglucemia
sintomatica con un Unico resultado de la prueba de laboratorio en rango de diabetes no es diagndstico de
la enfermedad. Por lo cual, se debe repetir con otra prueba de laboratorio confirmatoria en otro dia
diferente. Por el contrario, si presenta hiperglucemia sintomatica el diagndstico se ha realizado y no se
requiere una prueba confirmatoria antes de iniciar el tratamiento®. En las personas en las que sea
probable la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (hiperglucemia en edades tempranas, normo-peso o
sintomaticos, especialmente si presentan clinica cardinal con cetonuria o cetonemia), las pruebas de
confirmacion no deben retrasar el inicio del tratamiento para evitar un deterioro rapido. Si los resultados
de dos pruebas diferentes estan disponibles y ambos estan por encima de los puntos de corte el

diagndstico de diabetes se confirma.

1.2. Epidemiologia de la diabetes mellitus tipo 2

La prevalencia estimada de diabetes mundial entre adultos era del 7,4% en 1994; sin embargo,
el nimero de personas con DM se ha cuadruplicado en las ultimas tres décadas y es la novena causa
principal de muerte. Aproximadamente, 1 de cada 11 adultos en todo el mundo presenta DM, siendo la
diabetes mellitus tipo 2 la més prevalente, puesto que conforma casi el 90% de los diagndsticos de DM >.

La prevalencia de DM mundial prevista para el 2030 es de aproximadamente 578 millones de personas
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entre 20 y 79 afios. En el 2019 la estimacién de poblacién con diabetes ascendia hasta 463 millones. En
Europa la prevalencia de DM es de 59 millones de personas y se prevé un crecimiento del 15% para el afio
2045. Por otra parte, La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estima que pueden haber hasta 50%
de personas con diabetes que no estan diagnosticadas y tienen, por tanto, un mayor riesgo de desarrollar

complicaciones®.

Europa

EI53 68 millones T 15%

EXD 66 millones ! deincremento
€7 59 millones :

América del Norte y Caribe
€53 63 millones ,r 339
EED 56 millones | dcinc
48 millones :

Sudeste Asiatico
B GDISSrniuonesT74%
América del Sur y Centra 115 millones ie incremento
EZ5 49 millones ., €1 88 millones

£33 40 millones
EI5 32 millones

Oriente Medio y Norte de Africa 7 Pacifico Occidental
Kfiien g 25 108 rTaillones T 96% E25 212 millones ,T_Sl%
€D 47 millones 143% 76 millones ir ment 197 millones ! deincremento
) 10 29 millones T de :!2.‘.’::.:'_‘:'“ S 55 mitlones B 63 millonas;-

€753 19 millones

Figura 1. Prevalencia mundial de la diabetes. Adaptado del Atlas FID, 2019, 92 edicién

En Espafia la diabetes ejerce un gran impacto en la salud publica debido a su alta prevalencia que
se estima en el 6.2% entre los 30-65 afios y del 10% entre los 30-89 afios °. Entre los estudios de
prevalencia de diabetes realizados en nuestro pais en los ultimos afios destaca el estudio epidemioldgico
Di@bet.es 1! donde se determiné que el 30% de la poblacién del estudio tenian alguna de alteracién de
la glucosa. Este estudio nacional basado en 5,800 encuestas entre 100 centros de salud espafoles y
examind la prevalencia de diabetes, obesidad y factores de riesgos asociados; y concluyé que la
prevalencia de DM2 ascendia al 13.8%. 1. Las estimaciones mas bajas de prevalencia de DM2 presentes
en Espafia fueron: 3,1% en Aragon, el 6,7% Catalufia, 4,6% en el Pais Vasco, 4% Asturias , el 7,8% en Murcia
y el 8% en Valencial! 2. Mas recientemente, tras diez afios del estudio Di@bet.es, se ha reevaluado la
misma cohorte del estudio, con un total de 2408 sujetos incluidos, con el objetivo de determinar la
incidencia de diabetes ajustada por de edad y sexo de la poblacién espafiola. Los resultados determinaron
una incidencia de 3,7 casos / 1000 personas-afio. Los principales factores de riesgo para desarrollar
diabetes fueron la presencia de prediabetes en el estudio transversal, la edad, el sexo masculino, la

obesidad y los antecedentes familiares de diabetes®3.

La DM es uno de los principales segmentos dentro de las enfermedades crdénicas no

transmisibles. En 2000, suponian el 60% de las muertes y el 43% de la carga de enfermedades crénicas no
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transmisibles a nivel mundial. Segun lo informado por FID, aproximadamente el 75-80% de las personas
con diabetes mueren debido a trastornos cardiovasculares 4. La FID estima que 627.000 personas entre
20-79 afios murieron por diabetes en 2015 en la region europea. Alrededor de un cuarto (26,3%) de estas
muertes fueron en personas menores de 60 afios, lo que refleja parcialmente la distribucién por edad de
la poblacidn, pero también puede estar relacionado con unas tasas mejoradas de supervivencia debidas
a sistemas sanitarios mas avanzados. El nUmero de muertes causadas por diabetes es ligeramente mayor

en mujeres comparado con hombres (315.000 vs. 312.000, respectivamente)?®.

1.3 Factores etioldgicos

La diabetes es una enfermedad compleja que involucra una amplia gama de factores genéticos y
ambientales. Hay marcadas diferencias entre biologia, cultura, estilo de vida, ambiente y estatus
socioecondmico que impactan de forma diferente entre hombres y mujeres en la instauracién vy, la
presentacion clinica de la diabetes. Los efectos genéticos, los mecanismos epigenéticos, los factores
nutricionales y el estilo de vida sedentario modifican el riesgo y las complicaciones de manera diferente
en ambos sexos. Ademas, las hormonas sexuales tienen un gran impacto en el metabolismo energético,
la composicidn corporal, la funcidn vascular y las respuestas inflamatorias. Por lo tanto, los desequilibrios
endocrinos se relacionan con rasgos cardio-metabdlicos desfavorables, observables en mujeres con
exceso de androgenos o en hombres con hipogonadismo. Los factores bioldgicos y psicosociales son
responsables tanto en diferencias de género y sexo como en el riesgo y el resultado de la diabetes. En el
caso de la diabetes se atenua el efecto protector del sexo femenino en el desarrollo de ECV o nefropatia.
Actualmente, se preciaria mayor investigacion sobre los mecanismos fisiopatoldgicos dimorfoldgicos del
sexo de la DM2 y sus complicaciones. Todo ello podria contribuir a un cuidado de la diabetes mas
personalizado en el futuro y, por lo tanto, promoveria una mayor conciencia en términos de factores de

riesgo especificos de sexo y género®® 16,

Por otra parte, en los ultimos afios parte de la investigacidon en diabetes se han centrado en
elucidar el amplio espectro de genes que desempefian un papel en el mecanismo molecular del desarrollo
de la diabetes?’. Desde el primer estudio de asociacién de genoma completo (GWAS) sobre DM2 en 2007,
ha habido un progreso considerable en genética. Desde entonces se han podido describir una gran
variedad de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) implicados en las vias metabdlicas que afectan a
los niveles de glucosa en sangre, asi que el mecanismo genético exacto que da lugar a la aparicion a la
diabetes sigue siendo un reto. Evidentemente, la complicacion mas importante es el hecho de que una
sola mutacidn genética o polimorfismo no impondra el mismo efecto entre individuos diferentes dentro
de una poblaciéon o en poblaciones diferentes. Esta variacidn se ve directa o indirectamente afectada por
el fondo genético general a nivel individual, familiar o poblacional que se complica potencialmente por la
interaccidn con factores modificadores del entorno que son altamente variables!’. Se conocen mas de 75
loci genéticos distintos, con mas de 150 variantes, que pueden estar involucrados en la patogénesis de

DM2, sin embargo, sélo se ha podido atribuir de un 10 a 15% de la heredabilidad de la DM2. Se conocen
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11 variantes genéticas (TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30AS, JAZF1
y HHEX) que se asociaron significativamente con el riesgo de DM2 independientemente de los factores
de riesgos clinicos; a su vez, 8 de estas variantes de genes se asociaron con alteracion de la funcion de la
célula beta 81° De estos genes, uno de los mejores estudiados es el factor de transcripcién 7-like-2
(TCF7L2), localizado en el cromosoma 10, que desempefia un papel central en la regulacidon de la
proliferacion celular y la secrecién de insulina. El polimorfismo rs7903146 del genTCF7L2 se asocia con
trastornos en la secrecion de insulina y una respuesta reducida al péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-
1), y predice el desarrollo de DM2 en diferentes grupos étnicos?°. La proteina transportadora de zinc del
islote (SLC30A8) ha demostrado una correlacion positiva con el riesgo de desarrollar DM2 donde las
mutaciones variantes en este gen parecen protectoras contra la enfermedad, lo que proporciona una
herramienta potencial para el tratamiento?. En otro trabajo realizado para el estudio de polimorfismos
genéticos en poblacidn latina se encontrd que los cambios en locus SLC16A11 y SLC16A13 se asociaban
hasta en un 20% con la presencia de DM222. En los Ultimos afios se ha profundizado més en el estudio del
epigenoma, concretamente, uno de los primeros estudios de asociacion de todo el epigenoma con el
objetivo de identificar variaciones de metilacion relacionadas con la presencia de DM2 se realizé en 2011.
Los resultados determinaron que los loci GWAS conocidos estaban enriquecidos con sitios de metilacion
de forma diferente. Entre los hallazgos destaca la disminucidén de la metilacidn en el gen Fat- mass-
associated (FTO), con asociacidn significativa a padecer DM2. Recientemente, tres estudios realizados de
forma independiente confirmaron que la metilacidn diferencial de las regiones CpG en el gen relacionado
con la tiorredoxina (TXNIP) se asociaban fuertemente a la presencia de DM2. De manera similar, se ha
informado que existen hasta 102 genes relacionados con los islotes de células pancredticas presentan

diferentes grados de metilacion, pudiendo afectar a las funciones de la célula B(CB)%.

Por ultimo, hacer hincapié en la importancia de la dieta en el desarrollo de diabetes y en la
prevencién de la aparicién de complicaciones. Las principales recomendaciones de la Sociedad Americana
de Diabetes son la realizacidon de un plan estructurado de dieta hipocalérica con actividad fisica para
modificacion de habitos. Se enfatiza el consumo de alimentos en granos enteros, legumbres, nueces,
frutas, verduras y reduccién de los alimentos muy procesados?®. Existen recientes estudios donde se
muestra que un patron dietético que incorpore un alto consumo de productos lacteos y, en particular,
yogur puede ser protector contra la DM2 en adultos mayores con alto riesgo cardiovascular?. La evidencia
acumulada hasta ahora sugiere que la adopcidn de una dieta mediterranea puede ayudar a prevenir la
DM2; ademas el estilo mediterrdneo parece bueno para la reduccidon de HbAlc en personas con diabetes
establecida?®. Entre los estudios mas importantes realizados en los Ultimos afios destaca el PREDIMED. Se
trata de ensayo multicéntrico, realizado en Espaiia, en el que se asigno aleatoriamente a los participantes
a una de las siguientes tres intervenciones: una dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva
virgen extra (aproximadamente 1 litro por semana), una dieta mediterrdnea suplementada con frutos
secos o una dieta control (con consejo para reducir la grasa dietética) con objetivo primario evaluar

efectos a nivel de ECV. El estudio concluyd con resultados positivos a nivel de del riesgo absoluto de
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aproximadamente tres eventos cardiovasculares por 1.000 personas-afio con el uso de dieta

mediterranea?’%,

1.4 Homeostasis normal de la glucosa

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en el cuerpo depende de la secrecidn normal
de insulina por CP y la capacidad efectora de la misma en los tejidos periféricos, lo que implica una
sensibilidad normal de los tejidos a la insulina y a la hiperglucemia para su correcto funcionamiento. La
accién de la insulina proporciona esencialmente un conjunto integrado de sefiales que permite equilibrar
la disponibilidad y la demanda de nutrientes?® . La mayoria de la captacidn de glucosa (~65-70%) durante
la digestidon ocurre en tejidos insensibles a la insulina (cerebro, eritrocitos y tejidos esplacnicos) para
eliminar la glucosa ingerida y restaurar la normoglucemia. La ruta de entrada de la glucosa en el cuerpo
juega un papel importante en el mantenimiento de normoglucemia y la distribucién tisular de la glucosa
administrada. La captacion hepatica de glucosa es mucho mayor con glucosa oral que en comparacion
con la intravenosa. Por lo tanto, solo el 10-15% de la glucosa infundida por via intravenosa es absorbida
por el higado, sin embargo, esta aumenta a 30-40% cuando la glucosa se administra por via oral®’. Tras la
digestion, la concentracion de glucosa plasmatica se corresponde con la tasa de produccion enddgena de
glucosa, principalmente mediada por el higado y, en menor medida, por el rifidén3!. Por lo tanto, la
produccion de glucosa hepatica es el principal contribuyente a la concentracién de glucosa plasmatica en
ayunas y a su vez, esta regulada principalmente por las concentraciones plasmdticas de insulina y

glucagon.

La insulina inhibe la neoglucogénesis y promueve la sintesis de glucégeno y lipogénesis de novo.
Los acidos grasos libres (AGL) generados se almacenan como triglicéridos (TGs) en los adipocitos y sirven
como una fuente importante de energia en condiciones de ayuno. La insulina es un potente inhibidor de
la lipdlisis, restringe la liberaciéon de AGL desde el adipocito mediante la inhibiciéon de la enzima
lipoproteina lipasa (LPL). La disminucidn en la concentracion de AGL en plasma induce un aumento de la

captacion de glucosa a nivel muscular y contribuye a inhibir la produccién hepatica de glucosa.

El glucagon es la hormona fundamental que condiciona un incremento en la produccion hepatica
de glucosa: estimula tanto la neoglucogénesis (estimulando la captacion de sustratos neoglucogénicos y
activando las enzimas neoglucogénicas) como la glucogendlisis. Por otro lado, hay que tener en cuenta
que en la gluconeogénesis frente a la glucogendlisis no puede incrementarse sin el suministro de
precursores gluconeogénicos (lactato, alanina, piruvato y glicerol), asi que la disponibilidad del sustrato

puede limitar la influencia del glucagdn en la gluconeogénesis.

El masculo esquelético es el sitio principal de la absorcion de glucosa estimulada por la insulina
en el estado posprandial. La reduccién de la masa muscular y la fuerza se asocia cominmente con muchas

enfermedades crdnicas, incluida la obesidad y la resistencia a la insulina. Las complicaciones de la diabetes
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en la masa vy la fisiologia de los musculos esqueléticos, resultantes de la privacidon de insulina o la

resistencia a la insulina aceleran las pérdidas de funciones fisiolégicas de la homeostasis de la glucosa®?

El rifidn humano esta involucrado en la regulacién de la homeostasis de la glucosa y en las
anomalias encontradas en la DM a través de tres mecanismos diferentes: liberacion de glucosa en la
circulacion a través de la gluconeogénesis; absorcion de glucosa desde la circulacién para captacion renal
y reabsorcion en la circulacion de la glucosa del filtrado glomerular para conservar el carbono de la
glucosa3!. El rifidn no puede liberar glucosa a través de la glucogendlisis porque contiene muy poco
glucdgeno vy las células renales que pueden sintetizar glucégeno carecen de la enzima glucosa-6-fosfatasa

y, por lo tanto, no pueden liberar glucosa 3*.

La glucosa liberada por el higado en el estado postabsorcion puede derivarse tanto de la
glucogendlisis como de la gluconeogénesis.
Las enzimas clave involucradas en la regulacion de la gluconeogénesis (piruvato carboxilasa,
fosfoenolpiruvato carboxinquinasa), la glucogendlisis (glucégeno fosforilasa) y la produccién neta de
glucosa hepatica (glucoquinasa , glucosa-6-fosfatasa)®. En el estado postabsorcidn, la concentracién de
insulina en plasma en ayunas en sujetos DM2 es 2-4 veces mayor que en sujetos no diabéticos. Esta
hiperinsulinemia es un potente inhibidor de la produccidon hepdatica de glucosa y por ello, podemos
explicar que la resistencia insulinica a nivel hepdatico debe estar presente en el estado postabsorcion para

explicar la produccién excesiva de glucosa por el higado en los pacientes con DM.

1.5 Fisiopatologia

La teoria mas aceptada es la aparicion de una secuencia temporal en la que anormalidades
metabdlicas se van desarrollando de forma paulatina en cada estadiaje de la enfermedad. Muchos autores
proponen que el defecto de accidn de la insulina es la anormalidad predominante en el estadio temprano

del desarrollo de la DM2 y que la disfuncidn en la secrecién de la insulina es un estadio mds posterior 3.

1.5.1. Disfuncidn de la célula beta

Se desconoce si la baja masa de célula § (CB) en la DM2 precede al inicio de la diabetes (es un
factor de riesgo para la diabetes) o se desarrolla como consecuencia del proceso de la enfermedad. Los
factores que intervienen en este proceso son probablemente multifactoriales e incluyen procesos de
glucotoxicidad, depésitos de amiloide sobre las CB 3¢ que inducen a la apoptosis de la CB ,estrés
oxidativo, estrés del reticulo endoplasmico , fendmenos inflamatorios locales y ausencia de autofagia.
Por un lado, en las CB hay un defecto secretor por reduccién de la masa celular y por otra parte, existe
una mayor necesidad de secrecion de insulina por el estado de resistencia insulinica, lo que da lugar a la

disfuncién de la CB y al desarrollo de DM.3¥’, Si bien existe una reduccién en la masa de CB en la DM2,
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estd claro que la magnitud de esta anormalidad es insuficiente para explicar el grado de deterioro en la
liberacién de insulina. Aunque menos estudiado, la liberacion desregulada de glucagén de las células a
(Ca), que se manifiesta como un aumento de las concentraciones de glucagén en ayunas e imposibilidad
para suprimir adecuadamente la liberacion de glucagdn después de la ingestién de comida, contribuye al
desarrollo de hiperglucemia3®. No obstante, se desconoce si esto representa un cambio primario en la Ca
o si es secundario a una anormalidad en la funcion de la CP. La sangre de los islotes fluye desde la CB a la
Ca y luego a la célula 6 (C8) productora de somatostatina, y las altas concentraciones de insulina que
bafian la Ca son capaces de suprimir la liberacion de glucagén. Otros productos de CB tales como zing,

acido y-aminobutirico (GABA) o glutamato también pueden regular la liberacién de glucagén®

La inflamacién sistémica se vincula con la disfuncion de las CP ya que la glucosa y los AGL
incrementan la produccion de IL-1 y IL-6. Los marcadores de inflamacidn sistémica, incluida la proteina C-
reactiva (PCR) muestran relaciones transversales con la sensibilidad a la insulina y la funcién de las CB%.
La produccion de IL-1B en islotes y los antagonistas de origen natural, particularmente el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra), equilibran y regulan la accién de IL-1B en los islotes pancreaticos. A nivel del
tejido adiposo se asocia con la acumulacion de macréfagos activados que expresan una serie de genes
proinflamatorios. Entre las citocinas producidas destaca la produccion de TNF-a, que se liberan y tiene su

efecto destacado a nivel local para deteriorar la sefializacién de la insulina®!.

El estrés oxidativo secundario a un estado de hiperglucemia crdnica y a alteraciones lipidicas
lleva lugar a la aparicion de la “glucolipotoxicidad*?”. Las CB carecen de enzimas antioxidantes que
puedan eliminar el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que a su vez favorece la apoptosis
de en este tipo de células. La mitocondria es la principal fuente de ROS y a su vez, la principal diana del
dafio de la excesiva produccién de estrés oxidativo®® . En los modelos de cultivo celular de la DM la
hiperglucemia produce estrés oxidativo y lesion celular en los cardiomiocitos, las células endoteliales y las
neuronas®. El estrés oxidativo también da como resultado niveles elevados de glutatién y una mayor
peroxidacion lipidica en modelos animales murinos de DM2. Los productos finales de glicacion avanzada

(AGEs) son entidades que fomentan las complicaciones en la DM y que conducen a la liberacién de ROS.

El reticulo endoplasmico (RE) es el responsable de la sintesis de todas las proteinas secretadas,
incluida la insulina. Cuando hay una mayor demanda secretora, se requiere mayor actividad del RE y se
ve obligado a aumentar la produccidn de insulina, lo que podria causar estrés crénico del RE con
disminucién en la traduccién de proinsulina y la degradacién de ARN mensajero de insulina®. La
disfuncion de la C mediada por el estrés del RE puede ser fundamental en la transicién de prediabetes a

diabetes®.

El depésito de polipéptido amiloide (PPAI) aparece en los islotes de CP y ha sido considerado
durante mucho tiempo como la caracteristica patoldgica mas predominante en los islotes de DM2. Sin
embargo, no se ha determinado si es simplemente un subproducto o la causa de la pérdida de CB en la

diabetes. Es intrigante que mas del 80% de los pacientes de EE. UU. con DM2 tienen deposicion de
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amiloide de islote, pero solo el 27% de los pacientes japoneses con DM2 son positivos para el amiloide, lo
que muestra la diferencia étnica en el depdsito de amiloide en la DM2. También se ha demostrado que la
degradacion alterada de las moléculas de amiloide causa estrés RE en las CB, dando lugar a dafos

irreparables y muerte de las CB, aunque los datos atin son controvertidos?®

La ausencia de autofagia en modelos murinos ha mostrado que da lugar a un aumento de la
apoptosis, descenso de la proliferacidn celular, alteracidn de la secrecidn de insulina, acimulos proteicos
y dafio de organulos intracelulares?’. La induccidn del déficit de autofagia también se postula mediado a

través de procesos de eliminacién de amiloide*®

1.5.2. Resistencia insulinica en la fisiopatologia de la DM2

La resistencia insulinica (RI) se caracteriza por un déficit de accidn de la insulina en los tejidos
periféricos aun en presencia de concentraciones sanguineas elevadas (hiperinsulinemia), y es debida a
eventos que afectan al receptor de insulina y alteraciones a nivel postreceptor. Otros mecanismos
responsables de la alteracion en la accidn de la insulina son el aumento de los niveles circulantes de
precursores de la gluconeogénesis (lactato, alanina, glicerol), la hiperglucagonemia y la mejoria de la
sensibilidad al glucagén“®. El exceso de deposicidon de grasa (acil CoA LC-grasos, diacilglicerol y ceramida)
en el higado y el musculo ha demostrado que causa resistencia a la insulina en estos 6rganos, por lo que

se podria extrapolar que la disposicién de grasa en la célula beta puede producir su propia disfuncién®°,

El receptor de insulina (IR) esta formado por dos subunidades a y dos unidades 3 (con activadad
quinasa). Ambos tipos de subunidades son sintetizadas a partir de un pro-receptor Unico codificado por
un gen localizado en el cromosoma 19. Las dos subunidades B se insertan en la membrana celular y estan
unidas a las subunidades alfa mediante enlaces de disulfuro. Las subunidades alfa se encuentran en el
lado extracelular de la membrana. A su vez, éstas se unen entre si mediante puentes disulfuro, pero,
también estdn a su vez unidas a las subunidades B por enlaces disulfuro, de modo que la molécula forma
un solo complejo heterotetramérico. El proceso de sefializacion de insulina comienza con la unién a su
receptor en la superficie celular. A partir de la activacion de la quinasa de la subunidad § del IR se dividen
las vias de sefializacién molecular®® . El mecanismo de autofosforilacién al parecer se da por procesos de
cis- y trans- autofosforilacion mediante las cuales ciertos residuos son fosforilados por la actividad de
fosfotransferasa de la misma subunidad {3 (cis-), mientras que otros son substrato de la actividad de cinasa
de la subunidad B opuesta (trans-). Ademas, estudios recientes han reportado que se requiere de al menos
7 sitios de fosforilacion en Tyr en el IR y de la actividad enzimatica de cinasa de Tyr para el apropiado
funcionamiento del receptor. El inicio de la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina fomenta la
autofosforilacion de la propia subunidad B y la fosforilacion rdpida de las denominadas proteinas de
acoplamiento como los sustratos de IR (IRS) -1, -2, -3 y -4, y otros sustratos; que incluyen las proteinas de
homologia del colageno (shc) y proteinas con dominio SH2 (por ejemplo, fosfatidilinositol-IP- 3-cinasa).

Estas a su vez, activan multiples sustancias intermedias de sefializacién intracelular (figura 2). Asi pues,
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las proteinas IRS, shc y SH2 desempefian un papel regulador importante en la cascada de sefializacion de
la insulina. La interaccidn entre las proteinas IRS-1 y fosfatidilinositol (IP) 3-cinasa determina la activacion
de Akt (también, denominada proteincinasa B), que desempefia un papel crucial en el mecanismo de
accion de la insulina para la translocacion de GLUT-4, el transporte de glucosa y la activacion de la éxido-
nitrico sintasa. En cambio, los efectos no metabdlicos, proliferativos, mitdgenos y proinflamatorios de la
insulina se producen mediante la activacion de la Ras (principalmente a través de shc y, en menor grado,

de proteinas IRS), la Raf y las cinasas de proteina activada por mitégenos (MAPK) 4° >0,

Insulina
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Figura 2. Receptor de Insulina. Adaptado de>!

Akt: proteincinasa B; eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial; ERK: cinasa receptora extracelular; IRS-1:
receptor de sustrato de insulina 1; JNK: cinasa terminal c-Jun NHz:-1; MEK: proteincinasa activada por
mitégenos/cinasa receptora extracelular; p38: proteincinasa activada por mitégenos p38; PD (PD98059)
y UO126: inhibidores de cinasa receptora extracelular 1/2; Pl3-cinasa: fosfatidilinositol (IP)3 cinasa;

wortmannina: inhibidor de PI3-cinasa.

Aunque existe una predisposicién genética muchos de los mecanismos moleculares implicados
en la falta de respuesta de la insulina estdn ampliamente relacionados con la obesidad y el
envejecimiento. Otros factores principales implicados son la lipotoxicidad, hipoxia, estrés del RE, estrés

oxidativo, disfuncién mitocondrial e hiperinsulinemia“®

La obesidad se asocia a un estado inflamatorio crénico de bajo grado y se caracteriza por un
incremento de la presencia de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, PCR, inhibidor del activador del
plasmindgeno o la expresion TNF-a 2. La secrecion de TNF-a tiene efectos directos en las funciones del
tejido adiposo y estd mediada por la expresidn en el adipocito de genes responsables de la induccién de
la lipolisis, inhibicion de la sefializacion de la insulina, liberacion de AGL, inflamacidn y respuesta inmune.
La supresion de este receptor confiere mejoras metabdlicas y disminuye la resistencia insulinica periférica
y hepdtica. La obesidad estd asociada a una activacion de diferentes vias de sefializacién intracelulares
con capacidad proinflamatoria. Entre ellas, cabe destacar la activacion de la via del inhibidor de kappaP

cinasa (IKKB) / factor nuclear kappaB(NF-kB) o la activacion de la cinasa amino-terminal c-Jun-1 (JNK1).
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Ambas vias se han relacionado con la activacion de TNF-a, AGL, diacilglicerol, ceramidas, ROS e hipoxia
en obesidad®. Por ejemplo, la fosforilacién inhibitoria de IRS-1 puede ocurrir a nivel de adipocitos,
hepatocitos y células musculares tras la activacion de JNK-1 o NF-KB, lo que conduce a la activacion de
vias intracelulares implicadas en procesos de inflamacidn, proliferacion celular y aterogénesis. El estado
inflamatorio, ademas de inhibir la cascada de sefalizacidon de la insulina, afecta a la funcion del factor de
transcripcion para el receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARy), que actua a nivel de
la regulacién de la sintesis lipidica y acumulacién de grasa en el tejido adiposo®#®. Por lo cual, se favorece
la sobrecarga grasa que induce la activacion de mas vias inflamatorias y aumenta la liberacién de AGL por
los adipocitos, que estimula a macréfagos y adipocitos residentes a través de receptores de tipo Toll-like
(TLR). La sefializacién a través de los TLR es responsable de gran parte de la produccién de citoquinas
proinflamatorias que se expresa en células endoteliales, células del musculo esquelético, hepatocitos y
adipocitos, donde contribuye a la resistencia a la insulina promoviendo la formacion de ROS, asi como la
activacién de serin-quinasas que catalizan serina en lugar de tirosina en la fosforilacién de IRS®®. Por otro
lado, no hay que olvidar la implicacién de las células inmunes en el proceso inflamatorio en la obesidad
(macrdéfagos, linfocitos, neutrdfilos y células Nk) y en el tejido adiposo subcutdneo. En obesos se ha
cuantificado una infiltracién de macréfagos activados mucho mayor, constituyendo el 50% del contenido

celular total, respecto a individuos con normopeso 10%>’.

La lipotoxicidad es una acumulacién anormal de TG y otras especies de lipidos en tejidos no
adiposos y esta presente tanto en la obesidad como en la lipodistrofia. Esta ultima entidad representa
una situacién en la que el desarrollo del tejido adiposo se ve afectado, impidiendo la acumulacién de
grasa corporal, con acumulacién lipidica fuera del tejido adiposo®. Varios mecanismos han servido para
explicar cdmo los acidos grasos saturados perjudican las acciones de la insulina, como el ciclo de Randle
(ciclo de acidos grasos de glucosa), la acumulacién de derivados de lipidos intracelulares (diacilglicerol y
ceramidas), estrés oxidativo, modulacion de la transcripcion génica, inflamacion y disfuncion

mitocondrial®®.

La hipoxia a nivel local del tejido adiposo desempefia un papel clave en la disfuncién metabdlica
participando en el reclutamiento de macréfagos e inflamacién local. Se incrementa la expresién de
citocinas proinflamatorias y de genes implicados en el metabolismo glucolitico. Por otro lado, tiene un
efecto inhibitorio en el desarrollo de vias del metabolismo oxidativo®?. El tejido adiposo de los pacientes
obesos estda pobremente oxigenado y los adipocitos tienden a hacerse mas grandes y distantes de la
vascularizacién. Los factores inductores de hipoxia (HIF) son importantes mediadores de la respuesta
celular adaptativa a la hipoxia. Estos factores desempefian un papel importante en la regulacidon de genes
implicados en el metabolismo anaerdbico, crecimiento celular, supervivencia, angiogénesis y respuesta
inmune®. La hipoxia también inhibe la expresion de genes relacionados con el metabolismo oxidativo
mientras estimula la expresién de genes asociados con la glucélisis. La captacion de glucosa y la liberacion
de lactato por los adipocitos son estimuladas por la hipoxia y la sensibilidad a la insulina disminuye. Los

pre-adipocitos y macréfagos del tejido adiposo también responden a la hipoxia. El HIFa se considera un
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sensor celular de las concentraciones celulares de oxigeno; se acumula dentro del citoplasma en
situaciones de hipoxia, para luego actuar a nivel nuclear, mediando la adaptacion metabdlica durante la

hipoxia y la isquemia, incluyendo la transicidn del metabolismo oxidativo al glucolitico®.

El estrés del RE a pesar de que es considerado uno de los posibles mecanismos implicados en el
desarrollo de Rl tanto en higado como tejido adiposo o pancreas, sélo tenemos disponibles estudios
desarrollados en modelos murinos. Recientemente, los enlaces moleculares entre el exceso de nutrientes,
el estrés de los orgdnulos y el desarrollo de enfermedades metabdlicas se han estudiado ampliamente.
Especificamente, el exceso de nutrientes desencadena el estrés del reticulo endoplasmico y aumenta la
produccion de especies de oxigeno reactivas mitocondriales, que conduce a la activacion de la via de
sefializacidn del estrés, la respuesta inflamatoria, la lipogénesis y la muerte de la CB. La concentracién de
proteinas en la luz del RE es muy alta y el aumento de la demanda de sintesis de proteinas o acumulacion
de las proteinas mal plegada en el lumen del RE genera "estrés ER". La presencia de proteinas mal
plegadas en el citosol desencadena la activacién de la via de sefializacion denominada respuesta proteica
desplegada (UPR). La activacién de la URP desencadena una importante respuesta transcripcional,
implicada en el desarrollo de Rl y en la que interviene la proteina homdloga a C/EBP (CHOP).
Colectivamente, la UPR alivia el estrés celular con disminucion de la sintesis de proteinas global, aumento
de la degradacidn de proteinas mal plegadas, que promueven la sintesis de chaperonas, la expansién del
volumen de la membrana del RE y desencadenan la muerte celular. La autofagia es un mecanismo
indispensable para la depuracién de lipidos hepaticos, disminucién del estrés oxidativo de las CB vy la

diferenciacion de los adipocitos %4 ©2,

La DM como enfermedad progresiva estd mediada en gran medida por la liberacién de ROS y el
estrés oxidativo. La elevada produccidon de radicales libres que llegan a sobrepasar la capacidad
antioxidante enddgena. Estan implicadas varias enzimas tales como cyclooxygenasas, xanthina oxidasa,
6xido nitrico sintasas desacopladas y NADPH oxidasas®®. Su principal papel a nivel de Rl es la activacién de

vias proinflamatorias como JNK o NFkB®3

La disfuncion mitocondrial se define como una alteracién en el nimero, densidad o funcién de
las mitocondrias presentes en una célula o tejido®. Hay alteraciones en la funcién intrinseca de las
mitocondrias aisladas de humanos que cursan con Rl y DM. En sujetos diabéticos y obesos en comparacion
con sujetos delgados se demostraron una disminucién de la presencia de NADH ubiquinona
oxidorreductasa, también conocida como NADH deshidrogenasa o complejo | en el transporte electréonico
mitocondrial. Suimportancia radica en pertenecer al primer complejo proteico de la cadena de transporte
de electrones y es el ensamblaje enzimatico de membrana de mayor tamanio, y el mayor de toda la cadena
respiratoria. Una reduccion de la presencia de este complejo enzimatico da lugar a una disminucion de la
capacidad reductora de las células de sujetos obesos o diabéticos. Asi pues, se produce también una
acumulacion de acilCoAs y diacilglicerol (DAG) que interfieren en la sefializacién de la insulina a través de
la proteina quinasa C (PKC)%. Ademas, recientemente, hay estudios que implican la desregulacidn de la

homeostasis del Ca2 + intracelular con la presencia de disfuncidn mitocondrial. La relacidn se establece a

27

—
| —



través de los defectos en la funcién de las membranas del RE asociadas a mitocondria (lugares de contacto
entre la membrana externa mitocondrial y la membrana RE) ®. En general, la mayoria de los autores
describen la disfuncién mitocondrial como consecuencia de la Rl, mas que como un origen causal de la

propia Rl

La hiperinsulinemia significa un alto nivel constante de insulina en plasma en ayunas. El equilibrio
de la tasa de produccién de insulina y la tasa de aclaramiento de insulina determinara el nivel de insulina
en plasma. Aunque generalmente se acepta que la hiperinsulinemia es el resultado de la Rl, los estudios
también sugieren que un nivel alto de insulina puede conducir a la RI, especialmente en presencia de
4cidos grasos. ®. Han pasado mds de 30 afios desde que la Rl se considera como resultado de la
hiperinsulinemia, que representa un esfuerzo del cuerpo para prevenir la hiperglucemia. La via de
sefializacidn de la insulina tiene un circuito de retroalimentacion negativa para controlar la actividad de
dicha via, precisamente en respuesta a la estimulacion de la insulina. Este circuito se activa por la sefial
de lainsulina para evitar la activacidn de las respuestas de estrés inducidas por la insulina®’. El mecanismo
es la inhibicidn de la funcion IRS-1/2 después de la activacién del circuito de retroalimentacién negativa
en la via de sefializacién de la insulina.®®. Por otro lado, hay otras vias moleculares como la resistencia a

la leptina en las CB que también pueden contribuir a la produccidn excesiva de insulina por las CB.

1.6. Las bases del tratamiento en la diabetes mellitus tipo 2

La optimizacion del estilo de vida y la educacion diabetoldgica son esenciales para todos los
pacientes con diabetes y conforman la base de los principios integrados del manejo de la diabetes. Se
debe considerar la pérdida de peso en todos los pacientes con prediabetes y DM2 que presenten
sobrepeso u obesidad®°. Las investigaciones mas recientes disponibles relacionadas con los patrones de
alimentacion recomendados para la prediabetes o DM2 es el patron de alimentacion mediterraneo.
Aunque se consideran aceptables otros patrones alimentarios, pero priorizando los vegetales sin almiddn,
los granos enteros, la fibra dietética y la reduccién de los hidratos de carbono’’. En la actividad fisica, se
adaptard a la situacidn clinica del paciente, se recomienda un programa de ejercicio con los siguientes
puntos: actividad aerdbica de intensidad moderada =150 min / semana (frecuencia cardiaca maxima del
50% -70%), distribuida en >3 dias / semana con no mas de 2 dias consecutivos sin ejercicio, entrenamiento
de resistencia >2 veces / semana (en ausencia de contraindicaciones) y reducir el tiempo sedentario, a no

mas de 90 minutos seguidos sentados’?.

A la hora de determinar el objetivo Hb1Ac se debera decidir en funcidon de numerosos factores;
como la edad, la esperanza de vida, comorbilidades, duracién de diabetes, riesgo de hipoglucemia o
consecuencias adversas por hipoglucemia, motivacion y adherencia. Un nivel de A1C de < 6.5% se
considera dOptimo si se puede lograr de una manera segura y asequible, pero los objetivos mas altos

pueden ser apropiados para ciertos individuos. Por lo tanto, un objetivo de> 6.5%, incluso 7% a 8%, puede
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ser apropiado para algunos pacientes, como aquellos con vida limitada expectativa o antecedentes de

hipoglucemia grave’’4,

Los objetivos de control glucémico incluyen glucosa en ayunas y postprandial segtn lo determina
el autocontrol de la glucosa en sangre. La eleccidon de las terapias para la diabetes debe individualizarse
segun las comorbilidades de los pacientes y los efectos adversos de los farmacos. Minimizar el riesgo de
hipoglucemia grave y no severa es una prioridad. Se trata de una cuestion de seguridad, adherencia y

costo-eficacia, al igual que minimizar el riesgo de aumento de peso. 77374,

En 1998, el emblematico estudio prospectivo de la diabetes del Reino Unido (UKPDS) reveld que
el tratamiento con metformina ademas de los efectos reductores de la glucosa, la neutralidad en el peso
y bajo riesgo de hipoglucemia, se podria asociar a largo plazo con reduccion de los eventos
cardiovasculares y mejorar la supervivencia’. La reduccion del RCV parece ser en gran parte
independiente de la eficacia de reduccion de la glucosa y la atencidn de la literatura propone a sefialar los
efectos potencialmente ventajosos del farmaco a nivel macrovascular y microvascular’®. En los 10 afios
de seguimiento posterior al UKPDS se observé una reduccion continua en el riesgo microvascular y una
reduccién del riesgo emergente de infarto de miocardio y muerte por cualquier causa. Los pacientes
asignados a metformina, en comparacién con el grupo convencional, tuvieron reducciones de riesgo del
32% para cualquier criterio de valoracion relacionado con la presencia diabetes, 42% para la muerte
relacionada con la diabetes y 36% para la mortalidad por todas las causas 77’%. A dia de hoy, a pesar de la
aparicion de nuevos farmacos y estudios de seguridad cardiovascular no se ha desbancado el lugar
prioritario de la metformina en el tratamiento farmacolégico 7°%%%. La terapia de combinacién de
farmacos generalmente es necesaria y debe involucrar agentes con mecanismos de accidn
complementarios. La DM-2 es una enfermedad progresiva y a pesar, del tratamiento con metformina de
primera linea puede requerir adherir otras terapias para llevar un control glucémico éptimo. En las
recomendaciones de guias de practica clinica de la ADA sugieren pautar terapia dual inicial con
metformina mas otro agente (con cambios de habitos de vida) cuando el valor de Hb1Ac esta entre 1.5-
2% por encima del objetivo y la asociacion de endocrindlogos clinicos de americanos (AACE) recomienda
que en caso de Hb1Ac >7,5% al diagndstico o en el transcurso de la enfermedad hay que afiadir segundo
farmaco hipoglucemiante. No obstante, las recomendaciones terapéuticas mas actuales, tanto en los
consensos de la ADA como de AACE consideran en caso de pacientes con enfermedad cardiovascular
establecida, enfermedad renal establecida, alto riesgo de enfermedad cardiovascular (pacientes de >55
afios con estenosis carotidea mayor del 50%, enfermedad vascular periférica o hipertrofia ventricular) o
fallo cardiaco es recomendado iniciar segundo farmaco independientemente del valor de Hb1lAc. Los
andlogos de receptor del péptido 1 de tipo glucagdn (GLP1RA) y/o inhibidores del cotransportador -2 de
sodio-glucosa (iSGLT2) deben iniciarse conjuntamente con metformina en este tipo de poblaciéon. La
eleccién del medicamento de segundo escalén debe ir orientada segun los efectos secundarios, en
particular la hipoglucemia y el aumento de peso, el costo y preferencias del paciente. Consideraciones

similares se aplican en pacientes que requieren un tercer agente para lograr objetivos glucémicos; alli es
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muy poca evidencia basada en ensayos para guiar esta eleccién®! 82, En pacientes intolerantes a
metformina, se deben considerar dos farmacos con mecanismos de acciéon complementarios de otras
clases. Hay seis clases principales de agentes antidiabéticos que se puede combinar con metformina:
sulfonilureas (SU), tiazolidinedionas (TZD), dipeptidil peptidasa-4 inhibidores (DPP4i), inhibidores del
cotransportador-2 de sodio-glucosa (iSGLT2), agonistas del receptor del péptido 1 de tipo
glucagdn(GLP1RA) e insulina 7%8384 Es importante destacar que no se debe esperar hasta que el control
glucémico del paciente se deteriore antes de agregar un segundo agente. Histéricamente, la insuficiente
secrecion de insulina fue tratada con secretagogos; sulfonilureas (entre las mas usadas estan
glibenclamida o glicazida) o con la terapia de reemplazo de insulina. Ambas reducen la Hb1Ac, pero
confieren riesgo de hipoglucemia y aumento de peso. La pioglitazona, una opcion efectiva adicional, pero
no es una de las medicaciones recomendadas por AACE, posiblemente por lo que respecta a un mayor
riesgo de insuficiencia cardiaca y aumento de peso’®. Las terapias basadas en incretinas aumentan la
secrecion de insulina dependiente de glucosa y confieren un bajo riesgo de hipoglucemia. Estos agentes
incluyen los GLP1RA y iDPP4. El GLP-1 es una hormona secretada por el intestino delgado distal en
respuesta a la ingestidon de alimentos. Este péptido aumenta la secrecién de insulina dependiente de la
glucosa, disminuye la secrecion de glucagdn en los islotes, ralentiza el vaciamiento gastrico y aumenta la
sensacion de saciedad. El GLP1RA puede asociarse con nauseas y vomitos transitorios tras iniciar el
tratamiento (de 1 a 3 meses de duracién). Los inhibidores de la DPP-4 mantienen mayores
concentraciones endégenas de GLP1, reducen modestamente la glucosa en sangre, son neutros en peso
y no causan hipoglucemia. Algunos autores han comenzado a defender el uso de aGLP1RA por encima de
la metformina por su accidn en lo que se conoce el sexteto ominoso DeFronzo (efectos beneficiosos de
GLP-1 a nivel del sistema cardiovascular, gastrointestinal, pancreatico, sistema nervioso central, renal y
pérdida de peso)®. Los SGLT-2 reducen Hb1Ac sin hipoglucemia y sus efectos adversos incluyen poliuria,
diuresis, presidon arterial baja, pérdida de peso, cetoacidosis e infecciones genitales aumentadas. No
obstante, la insulina sigue siendo el agente reductor de la glucosa mas potente, particularmente para
pacientes con altos niveles de HbA1lc. Existen multiples barreras para iniciar el tratamiento con insulina,
incluido el tiempo restricciones, incomodidad del paciente con auto-inyecciones y limitaciones en el

conocimiento sobre nuevas formulaciones de insulina.

Las guias AACE / ACE recomiendan la insulina basal en combinaciéon con metformina u otros
agentes reductores de glucosa, como tratamiento inicial para pacientes con una HbAlc inicial > 9% que
tienen sintomas de hiperglucemia. Ademas, puede ser Util como opcidon complementaria para la doble o
triple combinacion de terapia. Mas, especificamente, se recomienda insulina basal para pacientes con
DM2 que reciben 2 antidiabéticos orales que tienen una HbAlc> 8% o de larga duracién DM2. La
insulinizacion temprana debe considerarse en aquellos pacientes que al diagndstico presentan un
catabolismo continto (pérdida de peso), glucemias>300 mg/dl o Hb1 Ac > 10% 7* & 87 88 priorizar la
insulinizacidon con analogos basales de insulina sobre el uso de insulina protamina humana (NPH) porque
una sola dosis basal proporciona una concentracion de insulina sérica relativamente uniforme durante

hasta 24 horas® . Aunque los anélogos de insulina y la NPH han demostrado ser igualmente efectivos
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en la reduccién de la HAlc en los ensayos clinicos, los andlogos de insulina causaron menos
hipoglucemia®. Tras la falta de control glucémico con insulina basal con o sin terapia oral asociada; se
ofrece agregar al tratamiento insulinico tres opciones igualmente validas: GLP-1-R, inyeccién de insulina
prandial a la hora de la comida (los anadlogos de accién rapida son preferibles a la insulina humana regular,
ya que tienen un inicio de accién mas rapido y se asocian con menor tasa de hipoglucemias) o administrar

una insulina mixta inyectada dos veces al dia® °%,

2. Metformina

2.1 Historia y origen del nacimiento de la metformina

El origen herbolario de la metformina comienza a partir del uso de Galega officinalis como
medicina tradicional en la Europa medieval®2. Sus usos fueron recogidos en el libro Culpeper's Complete
Herbal en 1652. Se le atribuian beneficios contra gusanos, epilepsia, fiebre y la peste. Mas tarde, en 1772,
John Hill recomendé el uso de G.officinalis para tratar condiciones de sed y miccién. La planta se introdujo
en América del Norte en 1891 y ahora esta clasificada como hierba nociva en muchos estados de los EE.

Uu93

Galegine Metformin

Figura 3. Estructura quimica de G.Officinalis y foto de la planta originaria.

Los primeros analisis quimicos de G. officinalis que datan de mediados de 1800 encontraron que
la planta era rica en guanidina y compuestos relacionados. En 1918 la guanidina es utilizada por primera
vez para reducir la glucosa en sangre de animales. En la década del 1920 varios derivados de mono-
guanidina mostraron una reduccién de la glucosa en sangre. No obstante, el optimismo inicial se atenud
cuando se observo toxicidad secundaria y en la década de 1930 se aparcé como planta medicinal. Su
estudio no se volveria a retomar en profundidad hasta el afio 1956, a través de Jean Sterne, debido al
trabajo realizado en el Aron laboratorio en Paris, con la ayuda de Denise Duval. Sus estudios se centraron
sobre la farmacodinamia de varios compuestos a base de guanidina. Entre ellos destacaban la metformina
y la fenformina. Se elaboraron estudios tanto en modelos de animales sanos como en diabéticos.
Destacaron la metformina para su estudio en la clinica de diabetes basada en su eficacia para reducir la
glucosa y los efectos adversos minimos en modelos animales sanos y diabéticos®%. Esto se debid
principalmente a que el riesgo de acidosis lactica era mucho mayor con el uso de otras biguanidas

(fenformina o buformina). Asi que, a partir de 1970 la biguanida que tendria aprobacién para uso médico
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seria sélo la metformina®. Su composicién quimica lo conforman dos grupos de guanidina con la pérdida
de un grupo amoniaco. Tras el miedo inicial suscitado por la acidosis lactica de sus antecesores no fue
definitivamente aprobado por la FDA hasta el 29 de diciembre de 1994. A medida que creci6 la confianza
de los prescriptores, se aprobd una formulacién de liberacion prolongada de metformina en el afio 2000

con efectos secundarios gastrointestinales reducidos®.

2.2. Farmacocinética de la metformina

En los ultimos 50 afios mas de 100 publicaciones han discutido los estudios de farmacocinética
de la metformina sin llegar a comprenderla en su totalidad. Los parametros farmacocinéticos pueden
deberse a variaciones en el tamario de la dosis, forma de dosis, etnia del sujeto, genética, estudio disefio,
tamafio de muestra y métodos analiticos. Se conoce que la metformina es un farmaco oral con un pKa
(constante de disociacion acida) de 11,5, por lo que la molécula es capaz de disociarse en pH fisioldgicos.
Por lo tanto, la difusién pasiva rapida de metformina a través de las membranas celulares es poco
probable. La excrecion de la metformina inalterada en la orina es su principal modo de eliminacidn, y los
metabolitos de la droga no se han identificado. Ademads de la filtracidn renal, el medicamento también es
eliminado por secrecién tubular activa. Aproximadamente, el 90% se eliminara en 12 horas y el 100% en
24 horas. El aclaramiento renal promedio de la poblacién que toma metformina es de 507 £129 ml / min
en adultos sanos o pacientes diabéticos con buena funcién renal. La vida media del farmaco es de 4 a 8
horas, tiempo que se prolonga en sujetos con deterioro de la funcién renal. El gran volumen aparente de
distribucion de la metformina entre todos los 6rganos se cree que viene determinado por transportadores
del farmaco. La concentracion de metformina en los hepatocitos es mucho mayor que en la sangre. En el
higado encontramos uno de sus sitios primarios de acciéon. Numerosos estudios han relacionado varios
transportadores de cationes organicos (OCT) para su absorcién en los diferentes tejidos: OCT1(gen
SLC22A1), OCT2 (gen SLC22A2), OCT3 (gen SLC22A3), MATE1 (gen SLCA7A1), MATE2 (gen SLC47A2), PMAT
(gen SLC29A4) y OCTN1 (gen SLC22A4)%,

El principal lugar de absorcidn del farmaco ocurre en el intestino delgado (duodeno y yeyuno),
sobretodo, mediado por los transportadores de monoaminas plasmaticas (PMAT) y por el transportador
de cationes organicos 3 (OCT3), y posteriormente, mediante el transportador de cationes organicos-1
(OCT1) alcanza el torrente sanguineo. El OCT3 se encuentra principalmente localizado en el borde de
cepillo de los enterocitos. No obstante, se puede detectar en casi todos los tejidos y se expresa en alta
concentraciones a nivel de tejido adiposo, pulmén, préstata y musculo esquelético de humanos y
roedores. Por ello, se le ha atribuido gran parte de la responsabilidad de la distribucién del farmaco en el
resto de los tejidos. El OCT1 se expresa a nivel de la membrana basolateral de los enterocitos y juega un
papel muy importante en la absorcién de metformina, mediando su flujo desde la membrana basolateral
de los enterocitos a la circulacion portal. Recientemente, el transportador de tiamina a nivel intestinal
(THTR-2) también ha demostrado la capacidad de transportar metformina hacia los tejidos, mayormente,

cuando existe un pH intestinal acido. Metformina puede ejercer de sustrato de varios transportadores de
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cationes orgdnicos expresados en el rifién. Mds concretamente, el transportador de cationes orgdnicos 2
(OCT2) se expresa principalmente en la membrana basolateral de las células del tubulo renal. La principal
funcién que ejercen en el tejido renal es la entrada de metformina en las células del tibulo proximal y,
junto con MATE1 (transportador de apical de cationes organicos tipo 1) y MATE2 (transportador apical de
cationes organicos tipo 2) regulan la secrecion de metformina en la orina. Un inhibidor competitivo de
MATE, primetamina, puso en relieve la importancia el receptor MATE1 en la excrecion renal de
metformina. Después de la administracién de primetamina se lograba una reduccién significativa en el
aclaramiento renal de metformina entre un 23 y 35%, tanto en microdosis como en dosis terapéuticas. Se
destacaron aumentos significativos en la concentracion maxima (Cmax) y el area bajo la curva (AUC) de

concentracién plasmatica metformina-tiempo en dosis terapéuticas®’.

El papel de los factores genéticos en la prediccidn de las variaciones de respuesta a la metformina
ha sido sujeto de muchas investigaciones. Multiples estudios han informado asociaciones entre
variaciones gendmicas de los transportadores de metformina y su farmacocinética. Entre los estudios
genéticos en voluntarios sanos destacan los hallazgos en los polimorfismos : OCT2 y MATE1/MATE2 que
se han asociado con cambios en la farmacocinética y la farmacodinamia de la metformina®. En un estudio
de farmacogendmica realizado con 20 voluntarios sanos demostraron la existencia de varias variantes
genéticas de OCT1: R61C (rs12208357), G401S (rs34130495), 420d (rs142448543 o rs34305973 o
rs35191146), y G465R (rs34059508) que ejercieron un significativo efecto sobre la farmacocinética de la
metformina después de la administracion oral®. En el estudio de Choi et al demuestra que los pacientes
diabéticos que son homocigotos para g.-130G> A (rs12943590) en MATE2-K (gen SLC47A2) tienen una

respuesta peor a tratamiento con metformina medido por la evaluacién del cambio de Hb 1 Ac®,

La concentracion del farmaco a nivel intestinal puede superar hasta 300 veces el valor de la
concentracion plasmatica. La biodisponibilidad oral media + desviaciones estandar (SD) de metformina es
del 55 + 16% vy se reduce del 86% al 42% después de que las dosis de metformina por via oral varien entre
250 a 2000 mg diarios. Ademas, la biodisponibilidad de la metformina puede disminuir en presencia de
alimentos con una reduccién del 20% en el AUC y una reduccién Cmax en el 35%. Su principal
determinante es la absorcidn intestinal y nos lleva a pensar que presenta un mecanismo saturable en su
proceso de absorcidn. A su vez, ese mecanismo saturable depende de los transportadores. La terapia con
metformina se asocia con efectos secundarios gastrointestinales que incluyen malestar gastrico, nduseas
y diarrea. El enlentecimiento del vaciado gastrico y el transito del intestino delgado pueden afectar la
absorcién y el perfil farmacocinético de la metformina. Hay nuevas estrategias de formulacion para la
metformina que pueden conducir a una mejora en la biodisponibilidad, una reduccién en la frecuencia de
dosificacion y/o una disminucién en los efectos secundarios gastrointestinales %%, La tasa de absorcién de
metformina es mayor a pH 6.6 que a pH 7.4 y es consistente con la fisiologia intestinal. Estos datos
sugieren que el ambiente naturalmente acido en la luz intestinal puede servir como una fuerza motriz

para promover la absorcién de metformina mediada por PMAT?® 10
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2.2.1 Formas de presentacidon de la metformina

La formulacién mas usada es la de liberacidon inmediata (metformina IR) en dosis de 500, 850 y
1,000 mg, en tabletas o en polvo. La formulacién en polvo ha sido disefiada para superar el problema del
tamafio de las tabletas, que son dificiles de tragar, especialmente para pacientes de edad avanzada o
aquellos con disfagia. En los ultimos afios se han desarrollado nuevas preparaciones de metformina para
una posible mejora de la eficacia, tolerancia y los efectos no glicemiantes pleiotropicos del farmaco. La
metformina de liberacion prolongada (metformina XR) ha contribuido a mejoria de la adherencia, a una
mejor tolerancia gastrointestinal, permite la dosificacién una vez al dia y actualmente, esta disponible en
multiples formulaciones de marcas y genéricos; sin embargo, es mds costosa que la metformina IR.
Recientemente, se ha desarrollado otra nueva formulacién de metformina; metformina de liberacién
retardada (metformina DR). En estas tabletas la principal modificacion es la aparicién de un nucleo de
hidrocloruro; afiadido a la metformina de liberacidn inmediata (metformina IR), superpuesto todo ello,
con un recubrimiento entérico propio. La liberacidn de la metformina se retrasa en el intestino delgado
hasta que alcance el pH 6.5, es decir, a nivel del intestino delgado distal o mas alla, donde la absorcién de
metformina es muy baja. Al contacto con el fluido del tracto gastrointestinal, la tableta se hincha y la
metformina se libera a medida que el polimero se descompone gradualmente. En comparacioén con la
metformina IR o la metformina XR, la biodisponibilidad de metformina DR es menor, aunque su eficacia
para reducir la glucosa es similar, a pesar de la menor exposicidn sistémica. Una preparacién de
metformina de liberacion retardada ya se evalud clinicamente hace mas de 40 afios. Las concentraciones
maximas de metformina en plasma se alcanzan mas lentamente con la formulacién XR comparada con la
metformina IR convencional, aunque ambas brindan exposicién sistémica a una dosis diaria total. El
desarrollo de la metformina DR se basa en los hallazgos recientes de que la metformina puede ejercer su
accion de disminucion de la glucosa mediante la actuacidn en las células L intestinales del ileon, y no solo
a través de la exposicidn sistémical® 19 Ademads, hay presente un aumento de la secrecién de GLP-1,
péptido YY, accidn sobre los acidos biliares y sobre el microbioma intestinal. Estos hallazgos estan
respaldados porque la administracion de metformina intravenosa no tiene efectos agudos sobre la
eliminacién de glucosa o la produccidn de glucosa hepatica en humanos. Ademas, metformina DR ha
demostrado lograr una baja exposicion plasmatica que puede ser particularmente util en pacientes con
patologias que aumentan el riesgo de acidosis lactica; incluyendo insuficiencia renal, disfuncidn cardiaca,

insuficiencia hepatica o insuficiencia cardiaca®®* 10
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2.3 Farmacodinamica de la metformina

2.3.1. Mecanismos moleculares de accidn a nivel mitocondrial

La metformina por su naturaleza hidrofilica aportada por la cadena lateral metilada no puede
difundirse pasivamente a través de las membranas celulares y el transporte depende de la familia OCT
para su captacion en los hepatocitos. La cadena lateral hidrocarbonada no polar de las biguanidinas sera
la que aporte la accién lipofilica de la mélecula *°. La metformina una vez cargada positivamente en los
hepatocitos es impulsada hacia la membrana de las mitocondrias. Ademas, la metformina se acumula
dentro de las mitocondrias; a concentraciones hasta 1000 veces més altas que en el medio extracelular®®.
La primera interaccion de la molécula con las mitocondrias parece tener lugar entre la cadena lateral de
hidrocarbono apolar de la metformina y los fosfolipidos hidrofébicos de la membrana mitocondrial'?’. En
general, se acepta que el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial es uno de los objetivos
principales de la metformina, dando lugar a una disminucién de nicotinamida adenina dinucledtido
hidroruro (NADH); con respuesta final de reduccién de la produccidén de adenosina trifosfato (ATP),
imitando asi, una situacion de ayuno. En condiciones fisioldgicas, la oxidacidn del gliceraldehido 3P a 1,3
bifosfatoglicerato durante la glicolisis genera dos moléculas de NADH y dos moléculas de ATP. Tras la
accién de la metformina hay un aumento de la produccién de adenina monofosfato (AMP) y esto estimula
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) que es un denominado sensor de energia celular. Hay varias
lineas de investigacién independientes que concluyen que la metformina inhibe selectivamente la
oxidacion de los sustratos del complejo |, pero no de los sustratos Il o IV 106197108 Secundariamente, existe
una inhibicién de la oxidacidon mitocondrial del glutamato y malato de manera mas efectiva que a nivel
del succinato, por lo que el succinato que es util como sustrato para el complejo Il podria eludir la
inhibicidn realizada sobre el complejo 1. Estos hallazgos se observaron por primera vez en hepatocitos
de rata aislados, pero mas tarde se obtuvieron resultados similares en numerosos modelos de células,
incluidas células de hepatocitos humanos. Aunque sigue siendo controvertido porque sélo con dosis
suprafisioldgicas del farmaco se ha logrado replicar el bloqueo directo del complejo | mitocondrial,
probablemente, ain se desconozcan mecanismos por los que metformina actua a nivel de la cadena
respiratoria mitocondrial. El pH elevado de la matriz mitocondrial podria transformar a metformina en un
metabdlico mas desprotonado con una alta afinidad por los iones de cobre. Estos complejos de cobre

tienen el potencial de interferir con las reacciones redox sensibles de la cadena respiratoria®.

2.3.2 Mecanismos moleculares de accion dependientes de activacion de AMPK

Como ya hemos comentado, previamente, la disminucién en el estado de energia intracelular a
nivel del hepatocito activara la proteina AMPK. A pesar de la importancia del AMPK, no se puede

considerar un mecanismo molecular indispensable para que metformina ejerza su efecto reductorenla a
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nivel de la glucosa. Hay estudios en modelos murinos donde se observa efectos metabdlicos del farmaco
con deficiencias del AMPK a nivel hepatico!'®. EIl AMPK consiste en un complejo heterotrimérico que
contiene un catalizador; una subunidad a y dos subunidades reguladoras B y y. A su vez, cada subunidad
tiene varias isoformas (al, a2, B1, B2, v1, y2, y3) que estan codificados por genes distintos, dando
multiples combinaciones de holoenzima con diferente distribucién tisular y localizacién celular!!!, La
subunidad a contiene un residuo de treonina, Thr 172, cuya fosforilacion por quinasas es necesaria y
suficiente para que ocurra la activacion de AMPK. La unién de AMP a la subunidad y activa AMPK, por un
mecanismo complejo de activacion alostérica directa, tras lo cual, se produce la fosforilacién del residuo
Thr172 y se inhibe la desfosforilacién por proteinas fosfatasas especificas 2.

Altas concentraciones de metformina (500 umol / 1) son necesarias para observar la activacién de AMPK
después de un contacto breve, es decir, inferior a 1 h de exposicién al farmaco. Sin embargo, se observan
cambios significativos en la activacion de AMPK en los tejidos hepaticos si la incubacion del tejido se
produce en periodos tiempo mas alargados. Estas concentraciones son mas compatibles con las
concentraciones del medicamento encontradas en la vena porta de los pacientes. La estimulacion de
AMPK aumenta también la translocacion de transportadores de glucosa (GLUT) hacia la membrana
celular, e intensifica el transporte de glucosa hacia la célulal®’

La metformina también puede activar AMPK por un mecanismo que involucra el lisosoma, en
lugar de los cambios mediados por la ratio AMP: ATP. El andamio de la proteina AXIN juega un papel
esencial en la activacién de la AMPK inducida por la inanicion de la glucosa y por exposicion a bajas dosis
de metformina. En la superficie del lisosoma se produce la co-translocacién de la kinasa hepatica
B1(LKB1), en conjunto con la proteina andamio AXIN, que ademds se acopla al complejo lisosémico v-
ATPasa-Ragulator %3, Por otra parte, la activacién de LKB1 por AMPK permite la inactivaciéon del
coactivador transcripcional regulado por CREB2 (CRTC2), el cual es clave para regular la expresién de

genes que intervienen en la gluconeogénesis!*.

2.3.3 Mecanismos moleculares de accion AMP dependientes

Se ha propuesto que metformina inhibe la produccién de glucosa hepatica por mecanismos que
involucran la modulacion de la energia celular. Metformina puede alterar la activacion de la via de la
gluconeogénesis secundada por el incremento intracelular de los niveles de AMP. Mas especificamente,
en la via de la gluconeogénesis, el AMP inhibe la fructosa 1,6 bifosfatasa de forma alostérica disminuyendo
la conversion de fructosa-1,6-bifosfato a fructosa-6-fosfato, un precursor de la sintesis de glucosa. Por
otro lado, tanto metformina y como su farmaco hermano, fenformina, actian como antagonistas de la
produccion de glucagon, hormona contrarreguladora, debido al papel que ejerce AMP en la inhibicion de
adenilato ciclasa, enzima catalizadora del paso de ATP a AMPc. El bloqueo de adenilato ciclasa por
presencia de AMP originara a su vez, una disminucién de la activacién de la proteina cinasa dependiente
de AMPc, mas conocida como via de sefializacidon de la proteina cinasa A (PKA). La reduccion de la

gluconeogénesis puede también ser secundada por disminucién de la presencia de PKA, puesto que hay
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enzimas esenciales en el proceso de la gluconeogénesis como son el 6-fosfofructo-2-quinasa, fructosa -

2,6-bifosfatasa 1, inositol -3-P o el receptor de CREB1 que precisan de PKA para su activacion'?®,
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Figura 4. Los mecanismos moleculares mediados por inhibicién del complejo | mitocondrial y la activacion

de las vias AMP dependientes. Adaptado de'’®

2.3.4 Mecanismos moleculares de accién por cambios en el estado redox

La lanzadera de glicerofosfato es uno de los dos sistemas existentes que llevan equivalentes
reductores al citoplasma de la mitocondria para actuar en la reoxidacién del complejo NAD+: NADH. El
glicerofosfato deshidrogenasa (mGPD) es una enzima esencial en la funcidon del transportador
glicerofosfato, y, al inhibir esta enzima se desregula la funcién redox de la lanzadera glicerofosfato. Como
resultado obtenemos un estado redox hepatocelular alterado, con conversion reducida de la produccién
de lactato y glicerol a glucosa. Mas concretamente, la propia inhibicién de mGPD dificulta la conversion
de glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato, inhibiendo asi la gluconeogénesis. Ademas, la
disminucion del nivel de NAD + (forma oxidada de NADH) genera un aumento del lactato intracelular,
dado que se bloquea la transformacién de lactato a piruvato (una reaccidn catalizada por la lactato
deshidrogenasa) '. Sin embargo, la inhibicién de la lanzadera de glicerofosfato por si sola no puede ser
suficiente para un impacto sostenido sobre la gluconeogénesis. En ultima instancia, un grupo de
investigacion publico, recientemente, en 2019 que en cultivos celulares el bloqueo de la mGPD mediado
por metformina no ejercia cambios en los niveles de produccién de glucosa. Por otro lado, la acumulacion
de metformina a nivel de mitocondrial y su carga positiva permite la despolarizaciéon de la membrana
mitocondrial e inhibicién del transporte de electrones por la lanzadera malato-aspartato, dando lugar a
un incremento de la ratio NADH: NAD+. El bloqueo de la lanzadera malato-aspartato disminuye los niveles
circulantes de glicerol-3-P, lo que conduce a su vez, al bloqueo de la neoglucogénesis!®. Por lo tanto, la
reduccién de la glucosa por la metformina depende de contribuciones relativas en la inhibicion de mGPD,
en cambio, el bloqueo en el complejo | de la cadena respiratoria, la ratio NADH: NAD+ o la ratio AMP: ATP

parecen ser mecanismos mas ampliamente involucrados
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2.3.5 Mecanismos de accion de la metformina a nivel de tejidos periféricos

En tejidos periféricos, especialmente en el musculo esquelético, donde se produce el del 80% de
la captacion de glucosa, metformina mejora la captacion y utilizacion tisular de la misma. A diferencia de
las sulfonilureas, metformina disminuye la glucemia basal y postprandial, sin causar practicamente
hipoglucemia, y evita el hiperinsulinismo responsable del aumento de tejido adiposo y de peso a largo
plazo. La glucosa en el musculo puede ser oxidada o utilizada para la formacion de glucégeno, en cambio,
a nivel del tejido adiposo la glucosa puede favorecer la lipogénesis **°. La activacidn crénica de AMPK en
tejido muscular que genera metformina puede aumentar la hexoquinasa y la expresion de GLUT, imitando
el efecto del entrenamiento muscular. En estudios realizados en vitro la activacion continuada de AMPK
dan lugar a un aumento de los receptores GLUT-1y GLUT 4120,

Metformina ejerce sobre los adipocitos humanos tanto in vitro o como in vivo la activacién de la
fosforilacion de la AMPK, inhibiendo dentro de los adipocitos la estimulacion beta-adrenérgica de la
lipolisis. Adicionalmente, metformina induce la fosforilaciéon de la lipasa hormono-dependiente dando
lugar también a una disminucién de la lipdlisis. El AMPK inactiva a la enzima acetil COA carboxilasa,
disminuye la produccién de malonil CoA, reduce los niveles circulantes de AGL y aumenta la presencia de
la carnitina palmitoil transferasa 1 que facilita la entrada de AGL en la mitocondria y su beta oxidacion.
Este efecto ocurre tanto a nivel hepatico como en musculo o en el tejido graso??! 122, De nuevo, a través
de la activacion de AMPK se logra suprimir la expresion de SREBP-1 (factor de transcripcidn vinculante del
elemento regulador del esterol-1), un factor clave en la transcripcidn lipogénica. En ratas tratadas con
metformina la expresiéon hepatica de ARNm y su proteina SREBP-1 (y otros lipogénicos) estd mas
reducida'??. Como resultado, metformina bloquea la produccién de AGL, disminuye el nivel VLDL
circulantes con reduccién final de la hipertrigliceridemia entre el 10 y 20%. A todo ello, se le suman

cambios en la concentracion de colesterol total y LDL con una reduccidn total de un 5%.
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2.4 Contraindicaciones y efectos adversos

Los efectos adversos gastrointestinales son los mds frecuentes (1 de cada 10 pacientes), que
pueden aparecer tras la toma de metformina, pero seran desarrollados mas adelantes en el capitulo 3. La
metformina puede estar contraindicada en pacientes con insuficiencia renal, insuficiencia hepatica, en
pacientes muy ancianos y condiciones de disfuncion circulatoria como la insuficiencia cardiaca congestiva
debido a un mayor riesgo de acidosis lactica. Por otra parte, el uso a largo plazo de metformina puede
estar asociado con la deficiencia bioquimica de vitamina B12, y la medicion periddica de los niveles de
vitamina B12 debe considerarse en pacientes tratados con metformina, especialmente en aquellos con

anemia o neuropatia periféricat?.

Federation Drug Alimentation (FDA) fue la primera institucién que modificé el etiquetado de
todos los medicamentos que contienen metformina en los EE. UU. para su uso en personas con
insuficiencia renal crénica (ERC) leve o moderada. Los cambios permitieron un uso mas mas parecido a
los estandares establecidos en el Reino Unido. Posteriormente, la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA) también adoptd estas pautas de prescripcion mas liberales. Por tanto, tanto la ADA como la FDA
recomienda que antes de comenzar con este farmaco se obtenga la tasa de filtracion glomerular renal
estimada (eGFR), ya que estd contraindicada en pacientes con un eGFR por debajo de 30 ml / minuto /
1.73 m2. Se deberia reevaluar la funcién renal anualmente en todos los pacientes que toman metformina.
En pacientes con mayor riesgo de desarrollar o progresar la insuficiencia renal crénica, como los ancianos,
esta reevaluacion debera hacerse mas frecuentemente. En pacientes que toman metformina cuya eGFR
cae durante el seguimiento por debajo de 45 ml / minuto / 1.73 m2 hay que evaluar los beneficios y
riesgos de continuar el tratamiento. Las pautas actuales estipulan que debe iniciarse con precaucién en
las tasas estimadas eGFR de menos de 60 ml / minuto y su interrupcién en todos los casos que presenten
eGFR por debajo de 30 ml / minuto / 1.73 m2%23124 En paciente muy ancianos, mayores de 80 afios,
existen datos escasos sobre eventos adversos, como molestias gastrointestinales o insuficiencia renal. Por
lo que la evidencia de iniciar tratamiento en estos pacientes es baja. Otra de las dificultades para
establecer el uso de la metformina en ERC es que no hay ensayos clinicos aleatorizados para evaluar la
hipotesis especifica de que la metformina es segura en ERC de leve a moderada. Los ensayos aleatorizados
ayudarian a informar mejor las pautas basadas en evidencia. Sin embargo, dada la rareza de la acidosis
lactica en el contexto de la terapia con metformina, se necesitaria examinar a cientos de miles de
pacientes durante muchos afios para demostrar la no inferioridad en comparacién con otros agentes, lo

cual es poco practico 8 125126,
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ERC estadio eGFRmI/min por 1,73 Dosis maxima por dia Otras

m? en mg recomendaciones
1 290 2550
2 60<90 2550
3A 45<60 2000 Evitar si la funcidn

renal se espera que
pueda empeorar
3B 30<45 1000 No iniciar terapia en
este estadio pero se
puede continuar con el
tratamiento si ya fue
iniciado. Considerar
mas precauciones en el
seguimiento
4 15<30 No usar
5 <15 No usar

Tabla 2. Dosis de metformina ajustada segtin estadio de ERC*?®

Los pacientes con DM2 tienen un alto riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca sistdlica. En
una cohorte poblacional (base de datos de salud de Saskatchewan, Canada) de pacientes con DM2 de
reciente inicio, la incidencia fue del 6% durante 5,2 afios*?’. La farmacoterapia es particularmente dificil
en este grupo de pacientes ya que la medicacion antidiabética puede afectar el metabolismo de la energia
del miocardio, lo que influye en los sintomas y el resultado clinico. Los datos del UKPDS mostraron que el
riesgo de insuficiencia cardiaca no fue significativamente diferente entre los grupos tratados con
metformina y sus controles. Ademas, un estudio prospectivo realizado en Dinamarca con 10.920
pacientes hospitalizados por primera vez por insuficiencia cardiaca entre 1997-2006 evalu6 el tratamiento
recibido: metformina, SU y/o insulina. Los resultados mostraron que el tratamiento con metformina se
asocia con un bajo riesgo de mortalidad en pacientes diabéticos con insuficiencia cardiaca en comparacién
con el tratamiento con SU o insulina®?®. En un revisidn sistematica publicada en 2013 donde se incluian 9
estudios con un total de 34000 pacientes se confirmaba que el tratamiento con metformina reducia el
riesgo de mortalidad por insuficiencia cardiaca, 23% versus 37% en el grupo control, aunque los controles

eran principalmente pacientes con tratamiento con sulfonilureas 12° 1%,

La disfuncién hepatica, particularmente la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD),
una afeccion que se caracteriza por el excesivo acumulo de grasa en higado, y la presencia de DM2
coexisten frecuentemente. NAFLD se puede definir como un espectro clinico que abarca desde la
esteatosis hepatica simple, esteatohepatitis no alcohdlica hasta la cirrosis sin consumo significativo de
alcohol. Entre el 49-62% de los pacientes con DM2 tienen NAFLD y el tratamiento de la DM2 en pacientes

con disfuncién hepatica es complejo, ya que muchos antidiabéticos orales pueden estar contraindicados
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por el aumento de riesgo de hipoglucemia. Hay solo unos pocos casos reportados de efectos secundarios

131 pero puede haber un mayor riesgo de desarrollar acidosis lactica en

hepatotodxicos para la metformina
el contexto de la funcidén hepatica alterada. Por lo tanto, metformina esta contraindicada para pacientes
con enfermedad hepatica avanzada. No se espera que metformina cause o exacerbe lesiones hepaticas,
y probablemente, sea beneficioso su uso en pacientes con NAFLD. En un metaanalisis reciente,
metformina presenta la capacidad de mejorar la sensibilidad a la insulina de pacientes con esteatosis
hepdtica, pero no en pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica. No obstante, si se observé una mejora
significativa en los niveles de transaminasas hepaticas de los pacientes con esteatohepatitis no
alcohdlica®2. Por el contrario, el tratamiento con metformina no mejora significativamente las variables
histoldgicas hepaticas para la esteatosis, inflamacion y fibrosis. En definitiva, existe un numero limitado
de ensayos clinicos con datos heterogéneos para abordar la dosis 6ptima y duracién de la terapia para
lograr efectos sostenibles. La mayor parte de la informacién disponible sobre la disfuncion hepatica
provienen de la acidosis lactica que han sido trasladados de informes de casos y mecanismos tedricos*33,
La mayoria de esos pacientes con acidosis lactica tenian cirrosis hepatica con algun grado de insuficiencia
renal. La estrategia mas prudente es identificar a los pacientes con cirrosis y controlar la funcién renal
antes de iniciar la metformina. Si un paciente tiene una disfuncion hepatica estable y pocas
comorbilidades, es probable que la metformina sea razonablemente segura, pero la dosis debe reducirse

a 1500 mg al dia como méaximo y debe interrumpirse si empeora la funcidn renal o hepética'®.

La malabsorciéon de vitamina B12 fue relacionada por primera vez en pacientes diabéticos
tratados con metformina en el afio 1971. Desde entonces, la asociacion entre el uso de metformina y
niveles bajos de vitamina B12 han sido apoyados por diferentes niveles de evidencia. La incidencia en el
déficit de la vitamina B12 aumenta en pacientes que han sido tratado con metformina durante >4 afios y
aquellos que han estado usando altas dosis de metformina. La deficiencia de vitamina B12 puede conducir
a distintas manifestaciones clinicas. Entre ellas destaca el deterioro de la memoria, neuropatia periférica,
demencia, delirio, degeneracién combinada subaguda de la médula espinal, anemia megaloblastica y
pancitopenia. La neuropatia en pacientes diabéticos secundaria a un déficit de vitamina B12 es una
situacion clinica que puede afectar alrededor del 30% de los pacientes diabéticos de mas de 40 afios de
edad. Lamentablemente, los sintomas y los signos de neuropatia diabética y parestesias son algo
similares; sensibilidad vibratoria reducida y disminucién de la propiocepcién (sentido de la vibracién)
relacionada con la deficiencia de vitamina B12. Independientemente de la asociacién establecida entre la
metformina y la deficiencia de vitamina B12, el verdadero problema adn no se ha cuantificado con
precision. Estudios previos han indicado que la prevalencia de la deficiencia de vitamina B12 oscila entre
5.8% y 52%. El criterio de diagndstico del déficit de vitamina B12 es controvertido y no esta firmemente
determinado. Todavia no existe un consenso sobre qué biomarcadores son mas indicativos de la
deficiencia y cual es el nivel de corte ideal. La mera medicion del suero de los niveles de vitamina B12 no
se considera suficiente para reflejar el estado metabdlico de la vitamina. La naturaleza compleja y
multipaso de la vitamina B12 dependiente de la absorcion en el tracto gastrointestinal aumenta la

posibilidad de malabsorcion cuando el proceso es interrumpido en cualquier punto durante el curso. Entre
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los mecanismos de accién relacionados con una baja absorcién gastrointestinal de vitamina B12 destacan:
aclorihidria, gastritis atrofica, gastrectomia, cirugia gastrica y, posiblemente, infeccion persistente por
Helicobacter Pylori, pancreatitis, enfermedad de Chron y/o parasitosis. Por tanto, la causa principal de
déficit de vitamina B12 es la malabsorcion intestinal y, frecuentemente, los niveles se encuentran mas
reducidos en poblaciéon anciana atribuyéndose tanto a una mala absorcidn crénica como a una baja

ingesta dietétical34 135 136

2.4.1 Acidosis lactica

La acidosis lactica es una complicacion infrecuente asociada al uso de la metformina y su
fisiopatologia viene derivada de la inhibicidn de la cadena respiratoria mitocondrial, debido a un
subyacente incremento de la lipdlisis y una alta produccion de lactato. Ademas, las biguanidas disminuyen
la captacion y utilizacion del lactato para la gluconeogénesis. Estas acciones pueden derivar en acidosis
lactica: pH < 7,35, valores de lactato superiores a 4,5 meq/L y elevacion del anién gap. Sin embargo, la
incidencia de acidosis lactica con metformina es muy baja, alrededor de 3,3 casos / 100000 pacientes /
afo. Se han propuesto dos tipos diferentes de acidosis lactica, relacionadas con la terapia con

metformina®®’.

En particular, acidosis lactica asociada a la metformina (MALA) es causada por la
acumulacion de metformina en presencia de factores precipitantes, tales como lesién renal o
deshidrataciéon; menos comun es la acidosis lactica inducida por metformina (MILA), cuando la
metformina parece ser la Unica causa de acidosis lactica sin patologia aparente asociada y generalmente
estd relacionada con la intoxicacién aguda. Se calcula que la acidosis lactica secundaria a sobredosis
supone sélo un 16% de todos los casos registrados®. Los factores de riesgo identificados para MALA
incluyen: insuficiencia renal aguda, hipoxemia, sepsis, abuso de alcohol, insuficiencia hepatica,
administracion de medio de contraste radioldgico, infarto de miocardio y shock. Ademads, los
medicamentos que interfieren con la autorregulacién hemodindmica renal (inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina, bloqueadores de los receptores de la angiotensina y farmacos
antiinflamatorios no esteroideos) y la deplecidn de volumen intravascular secundarios a pérdidas
gastrointestinales estan en intima relacién en la generacién de insuficiencia renal aguda que precipite
MALA. Las concentraciones plasmaticas de metformina son aproximadamente de dos a cuatro veces
superiores en pacientes con DM2 en insuficiencia renal grave en comparacién con sujetos sanos. Los
pacientes con DM2 también presentan mayor riesgo de hiperlactatemia, que se atribuye a alteraciones
en el potencial redox. La mortalidad en pacientes con MALA esta entre 10.8% y 45% en la serie de casos
mas grande informada. Por lo tanto, se puede confirmar que MALA es con frecuencia fatal, dependiendo

de un diagndstico y tratamiento correcto??® 138,
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3. Intolerancia gastrointestinal a metformina

3.1. Definicidén y caracteristicas de intolerancia a metformina

Los eventos adversos gastrointestinales en los pacientes tratados con metformina en la mayoria
de los casos no se presentaran o solo se observan temporalmente, en un grado moderado durante el
periodo de titulacion del fdrmaco. Los eventos adversos gastrointestinales que se encuentran tipicamente
con la terapia con metformina incluyen diarrea, nauseas, flatulencia, indigestion, vémitos y molestias
abdominales. La diarrea es el sintoma mdas comun, seguido de las nduseas. Las tasas de diarrea que
conducen a la suspensién inmediata de metformina varian desde 1.2% al 5% de los pacientes, y puede
depender de la dosis utilizada. La intolerancia a la metformina variara de intermitente a persistente y de
moderada a grave. Se definié como la presencia de diarrea y/o dismotilidad gastrointestinal concomitante
con la ingesta del medicamento que persiste después de la titulacion de la metformina en las primeras
semanas. La intolerancia se considera grave cuando, ademas, los efectos secundarios gastrointestinales
persisten incluso con una dosis sustancialmente reducida (= 50%) y la intensidad de los efectos
gastrointestinales provoca la retirada de metformina. Tras la suspension del farmaco se comprueba que

desaparecieron todos los sintomas gastrointestinales!0? 39,
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Titulo

Efficacy of metfomin in type Il
diabetes: results of a doublé-
blind, placebo-controlled,dose

response trial

Glycemic durability of
rosiglitazone , metformin or

gluburide monotherapy

Efficacy, tolerability and safety
of a novel once-daily extended-
release metfromin in patients

with type 2 diabetes

Effects of saxagliptin added to
submaximal doses of metformin
compared with uptitration of
metformin in type 2 diabetes :

the PROMP study

Tabla 3. Incidencia de los efectos adversos gastrointestinales recogidos en distintos estudios. Adaptado de

Poblacion

DM2 controlada de
forma subdptima con
dieta o previamente
tratada con
sulfounireas

(n=372)

DM2 con terapia
naive (n=1454)

Pacientes naive para

el tratamiento

(n=174)

Tolerantes a la

metformina (algunos
con historia previa de

intolerancia, n =139)

Dosis

0,5-2,5g/d

1g
dos veces

al dia

1I5g
dos veces

al dia

2,5g/d

Ratio de diarrea

8%, 21%,12%, 19%,
14% para 0,5g, 1g, 1,5
g 2gy25g/dia

respectivamente

23,7%

14,4%

12,2 %

Discontinuacion por

diarrea

0,4%,3%, 3%, 5% para
0,5g, 1g,1,5g, 28,y 2,5

g / dia respectivamente

No registrado

1,2%

No reportado

139

Ratio de nauseas

7%,10%, 8%, 1%, 12%
por0,5g,1g,1,58,28y
2,5g/dia

respectivamente

11,7%

10,9%

0,7%
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Discontinuacion por

nauseas

0,3%,3%,1%,5% por
0,5g, 1g, 1,58, 28y 2,5

g /dia respectivamente

No registrado

1,7%

No reportado



En el afio 2013 se publicd un estudio francés con la valoracién fenotipica de los pacientes con
DM2 e intolerancia gastrointestinal a metformina. En dicho trabajo se reclutaron a 83 sujetos a los que
se le habia suspendido metformina por intolerancia gastrointestinal, versus 332 controles tolerantes a la
metformina; apareados por edad y género, con el objetivo de determinar los fenotipos cardiometabdlicos.
Los hallazgos principales del presente estudio fueron cuatro: la intolerancia gastrointestinal a la
metformina se asocié con una menor prevalencia de ECV; un desequilibrio del grupo sanguineo ABO (los
casos de intolerantes tenian con mayor frecuencia grupo sanguineo Ay al subgrupo A Rh +), niveles mas
altos de ferritina y mayor poblacion de zurdos (doble de poblacidn no diestra). Por otro lado, no hubo
diferencias entre los grupos en cuanto a tabaquismo, duracidn de la diabetes, HbAlc, IMC, presion
arterial, tamafio de la cintura, masa grasa, grasa visceral, esteatosis hepatica, sindrome metabdlico, eGFR,

albuminuria, disfuncién eréctil y microangiopatia®°

3.2. Mecanismos subyacentes que dan lugar a la intolerancia digestiva

Actualmente, aun se desconoce los mecanismos principales por los cuales sucede la intolerancia
a la metformina, aunque si hay algunas hipdtesis que orientan a su fisiopatologia. Se considera que el
intestino puede ser responsable de algunos de los efectos beneficiosos del farmaco, pero también
causante de los efectos adversos gastrointestinales. Metformina ejerce modificaciones sobre la
microbiana intestinal, cambios a nivel de la restitucion de glucosa intestinal, efectos sobre el intercambio
de las sales biliares y aumenta la concentracién de los niveles de GLP-112, La composicidn y la funcién del
microbioma intestinal se modifica tras el tratamiento con metformina en pacientes con DM2*, La
relacion entre la metformina y el tracto gastrointestinal estd siendo objeto de estudio de creciente
interés'#243_ En el anélisis metagendmico de pacientes con DM2 tratados con metformina se mostraron
niveles aumentados de enterobacterias como Escherichia, Shigella, Klebsiella y Salmonella, y niveles
disminuidos de Clostridium y Eubacterium. Curiosamente, también hubo una correlacidn significativa de
los niveles de E. coliy de los niveles de GLP-1.

El suministro de polimeros de glucosa o la glucosa no absorbida que llega al colon proporciona
un sustrato para las bacterias productoras de lactato; tales como especies de Lactobacillus, Streptococcus
bovis, Bifidobacterium spp y Eubacterium spp. Las bacterias que producen acido d-lactico y I|-lactico
generan acumulacién de acido lactico coldnico que podria contribuir a la presencia de algunos o a todos
los efectos secundarios gastrointestinales observados en los usuarios de metformina, especialmente
aquellos que consumen dietas intensificadas con almiddn y aztcares.

El grupo de Dujic et al %° % propuso que una reduccidn de la funcién de OCT1 podria incrementar
el riesgo de intolerancia gastrointestinal en los pacientes tratados con metformina. Los datos analizados
fueron extraidos de la base de datos Genetics of Diabetes Audit and Research Tayside Study (GoDARTS).
El recurso GoDARTS incluye ADN de mas 10,000 pacientes con DM2 desde octubre de 1997 para realizar
estudios genéticos. Se han comparado diferentes fenotipos de variantes de OCT1 de funcién reducida y

la prescripcion concomitante de farmacos que inhiben el transporte de OCT1.
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Concretamente, se compararon un total de 251 pacientes intolerantes gastrointestinales con
1915 pacientes tolerantes a metformina y los resultados mostraron que las mujeres y las personas
mayores eran mas propensas a ser intolerantes a la metformina. El uso concomitante de medicamentos
conocidos por inhibir la actividad OCT1 incrementaba el riesgo de presencia de intolerancia
gastrointestinal a metformina en un 63%. En el caso de mutaciones en OCT1 con funcién reducida en uno
o dos alelos comparado con la presencia de ningun alelo afecto incrementaba el riesgo de presentar
sintomas gastrointestinales en mas del doble. Los individuos con dos alelos OCT1 de funcién reducida que
fueron ademas tratados con inhibidores de OCT1 tenian cuatro veces mas probabilidades de desarrollar
intolerancia (OR = 4.13, IC 95% 2.09-8.16, p <0.001). Si se confirma por un ensayo clinico, esto podria
informar la aplicacidn clinica de metformina de tal manera que, por ejemplo, los fdrmacos que se sabe
que interactian con OCT1 podrian ser reemplazados por alternativas, permitiendo una tolerancia
mejorada metformina y permitiendo una dosificacién dptima de metformina*.

Metformina induce cambios en la secrecion de serotonina en las células enterocromafines, esto
ha incentivado el estudio del genotipo del transportador de recaptaciéon de serotonina (SERT) como
agente involucrado en la absorcidn intestinal de metformina y en la fisiologia gastrointestinal. Ademas,
seria interesante explorar el efecto del tratamiento concomitante de los inhibidores de la recaptacién de
la serotonina (ISRS) sobre la intolerancia a la metformina y su interaccién con SERT. No obstante, los ISRS
también podrian actuar como inhibidores de OCT1, ya que el citalopram ya se ha incluido como farmaco
que inhibe OCT1%®, Previamente, ya se habia valorado el efecto antagdnico de ondansertron en los
recetores de serotonina con la hipdtesis de que podria ser un atenuador de los efectos adversos
gastrointestinales de metformina. Los resultados en este trabajo no mostraron diferencias significativas
en la frecuencia y ni en la intensidad de los sintomas digestivos secundarios al tratamiento con
metforminal¥’.

Hay otros factores que también modifican la tolerancia gastrointestinal a la metformina en DM2,
entre ellos la cirugia baridtrica, la gastritis crénica asintomética o la infeccidn por Helicobacter Pylori‘*.
Mas especificamente, en un trabajo realizado con el objetivo de valorar la farmacocinética de metformina
se recogieron 16 pacientes sin diabetes (diabetes en remision) tras bypass géstrico y 16 sujetos como
controles, emparejados por el IMCy el sexo. En ambos grupos se les administraba metformina por via oral
dosificada en dos comprimidos de 500 mg con la hipdtesis de que el grupo con el antecedente de bypass
gastrico reduciria ain mas la absorcion y la biodisponibilidad de la metformina que el grupo control.
Durante la administracidn del fdarmaco se monitorizaron los niveles plasmaticos de metformina, glucosa y
se muestrearona 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8 y 24 h. Sin embargo, los resultados arrojados por este trabajo no
fueron los esperados, puesto que los sujetos con el antecedente de bypass gastrico mostraron un AUC en
21% superior y la biodisponibilidad fue superior en un 50%, ademas de una mayor frecuencia de sintomas
gastrointestinales. Por lo tanto, existen factores distintos a la disminucién de la longitud del intestino
delgado que influyen en la absorcidn total de metformina y en su tolerabilidad gastrointestinal. Esto tiene
implicaciones potenciales para la dosificacion de metformina después del bypass y para medicamentos

con propiedades farmacolégicas similares®,
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Con el objetivo de encontrar hipdtesis mdas robustas sobre las causas de la intolerancia a
metformina se publicé un estudio sobre la farmocinética de metformina en 2018 y no hubo diferencias
significativas en la absorcidn, distribucién o eliminacidn del farmaco entre la poblaciéon con tolerancia

digestiva respecto a los intolerantes a metforminal4

3.3. Estrategias terapéuticas para correccion de la intolerancia digestiva

Una de las estrategias mas usadas es la administracion paulatina del farmaco y se realiza con el
objetivo de evitar la suspension prematura de metformina por eventos gastrointestinales. Sin embargo,
en caso de efectos adversos gastrointestinales conocidos y detectados previamente se debera iniciar
metformina con una dosis mas baja y adoptar un incremento mas lento y progresivo hasta la dosis diaria
deseada, siempre que sea posible. Ademas, algunos pacientes pueden mejorar con una combinacién de
dosis fija de metformina y sitagliptina en lugar del tratamiento con la monoterapia, aunque el mecanismo
subyacente sigue siendo desconocido. El dolor abdominal (1.1y 3.9%, p =0.002) y la diarrea (12.0 y 16.6%,
p = 0.021) ocurrieron significativamente menos frecuentemente con sitagliptina combinada con
metformina versus monoterapia con metformina; la incidencia de nduseas y vomitos fue similar en ambos
grupos 8 139 150 por otro lado, seglin la experiencia clinica conocida la administracién de metformina
mezclada con las comidas o al final del desayuno o la cena puede aliviar algunos de los eventos
gastrointestinales. De momento, sin embargo, existen pocos datos con suficiente evidencia para esta
recomendacién, dado que la mayoria de los ensayos clinicos con metformina incluyeron la administracion

del farmaco durante las comidas como parte de sus protocolos.

El uso de metformina XR ha demostrado ser tan eficaz como la metformina de liberacién
inmediata, pero sin la carga de tener que repartir el tratamiento entre dos a tres veces al dia. Ademas,
reporta tasas mas bajas de eventos gastrointestinales y menores tasas de abandono debido a eventos
gastrointestinales. Aproximadamente, produce la mitad de incidencia de diarrea o cualquier efecto
adverso gastrointestinal tras el cambio de metformina de liberacién inmediata a metformina XR. La
adherencia en pacientes del paso de metformina de liberacién inmediata a metformina XR mejord
significativamente (de 62% a 81%), lo cual se espera dado no solo por su formulacién de una vez al dia
sino también por una mejor tolerancia gastrointestinal. Cuando el costo no es un problema, iniciar a los
pacientes con metformina XR puede evitar la necesidad de cambiar y potencialmente evitar la
interrupcién como resultado de los eventos gastrointestinales!3°'>1, En el caso de la metformina DR podria
haber mejoria de los efectos adversos a nivel gastrointestinal seglin los datos recogidos en el ensayo
realizado por el grupo de Fronzo et al*®. El objetivo del estudio era evaluar los beneficios en la glucemia
plasmatica con la administracion de metformina DR, pero se recogieron también la incidencia de efectos
adversos asociados a la toma de metformina. La frecuencia de efectos adversos gastrointestinales
recogidos durante el ensayo, fueron de un 7.3% en los pacientes con placebo, 12.8% en aquellos que
recibieron 600 mg/d de metformina DR, 17.5% para los que recibieron 800 mg/d de metformina DR o

1000 mg/d de metformina XR, 15.0% si recibian 1000 mg/d de metformina DRy hasta un 12.5% recibiendo
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2000 mg/d de metformina XR. No obstante, estas tasas bajas deben interpretarse con precaucion, dado
que el 88% de los pacientes habian recibido metformina antes de la inclusion en el estudio, lo que hace

probable que ya fueran tolerantes a la metformina®

Otro estudio de intervencién desarrollé un modulador del microbioma para administrarlo en
combinacién con metformina con el objetivo de mitigar los efectos adversos gastrointestinales. El
modulador contenia ingredientes alimentarios purificados con el objetivo de estimular microbiota
comensal productora de acidos grasos de cadena corta (SCFA). Los resultados tras la toma del modulador
de microbiota en 10 sujetos con DM2 que habian experimentado efectos adversos gastrointestinales dio
como lugar mejoria de los efectos secundarios gastrointestinales en comparacién con placebo. Algunos
sujetos solo pudieron aumentar a 500 mg de metformina con la toma el modulador del microbioma.
Finalmente, se observaron niveles significativamente menores de glucosa en ayunas cuando los sujetos
tomaron la combinacién de metformina con el modular del microbioma. Los cambios producidos por el
modulador microbioma son mediados por el retardo en la absorcion de pequefias moléculas al aumentar
la viscosidad del contenido luminal, mejoria de la proteccion de la barrera mucosa, secuestro de acidos
biliares y la capacidad de ejercer como un potente antioxidante para combatir la creciente demanda de
estrés oxidativo. Igualmente, se necesitan ensayos mas grandes para replicar y expandir estos hallazgos

puesto que estamos ante una poblacién muy pequefnial®,

4. Microbiota intestinal

4.1. Definiciéon. Evolucidn y desarrollo de la Microbiota Intestinal

El término “microbiota” hace referencia al complejo ecosistema microbiano del tracto
gastrointestinal (TGI). Se incluyen especies nativas que colonizan permanentemente el TGl y una serie de
microorganismos que transitan temporalmente por el tubo digestivo'®?*>3.La microbiota intestinal es
heterogénea, compuesta mayoritariamente por bacterias, una minoria de virus, hongos y células
eucariotas. El numero de células microbianas en el lumen es 10 veces mayor que las células eucariotas
del organismo lo que representaria alrededor de 1 kg del peso corporal. El conjunto de genes microbianos
es 100 veces mayor que el genoma humano (aproximadamente 3 millones mientras que el genoma
humano supone unos 27000 genes). Mas del 99% de los genes proceden de bacterias y toda la cohorte
alberga mas 2000 especies bacterianas.

La adquisicion de microbiota intestinal en el momento del nacimiento transmitida a partir de la
microbiota de la madre puede considerarse como una herencia genémica en paralelo'>*>>, El microbioma
intestinal se considerada como un érgano virtual exteriorizado, metabdlicamente adaptable, flexible y
rapidamente renovable, que contribuye al metabolismo y tiene un papel importante en la obtencion de
energia a partir de la dieta

Inicialmente, se habia defendido que la adquisicion de microbiota intestinal aparece en el

momento del nacimiento y se va modificando a lo largo de la vida del individuo. En lineas generales se
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cree que el desarrollo de microbiota comienza desde el nacimiento, aunque este dogma se cuestiona por
un numero limitado de estudios en los que se detectaron bacterias en la placenta de la madre. Después
del nacimiento el recién nacido se expone a una gran cantidad de microorganismos y la madre representa
el factor externo mas influyente para el desarrollo del microbioma del bebé, debido tanto a los contactos
intimos durante el parto como a la alimentacién temprana®®®. Se evidencian similitudes en microbiota
vaginal materna respecto al microbiota neonatal, aunque aun se desconoce la importancia relativa del
modo de administracidn de microbiota. Los recién nacidos por via vaginal adquirieren comunidades
bacterianas dominadas por Lactobacillus, Prevotella o Sneathia spp., mientras que los recién nacidos por
cesarea presentan comunidades bacterianas similares a las encontradas en la superficie de la piel, tales
como Staphylococcus, Corynebacterium, y Propionibacterium spp*®. La edad gestacional induce
modificaciones en microbiota intestinal debido a que los recién nacidos prematuros hospitalizados
presentan diferencias taxondmicas sobre los recién nacidos sanos y a término. Los bebés prematuros
muestran una baja diversidad con una mayor colonizacién de especies potencialmente patdgenas,
bacterias de la familia Enterobacteriaceae del filo Proteobacteria y niveles reducidos de anaerobios
estrictos como Bifidobacterium , Bacteroides y Atopobium 8

El microbioma intestinal humano ha evolucionado juntamente con su huésped durante milenios.
La constitucién de microbiota intestinal se ve afectada por multitud de variables como son: tipo de parto
(natural o cesarea), tipo de alimentacidén (leche materna o artificial), factores medioambientales,
culturales y geograficos, farmacos, entorno familiar, etc. ¥4,

La lactancia natural es uno de los factores clave en el desarrollo de microbiota intestinal del
neonato. Los siguientes grandes cambios en la composicion de microbiota intestinal se producen tras la
introduccién de la alimentacion sdlida y el destete. Ademas, es en estos primeros meses donde se
establecen las primeras y mas importantes interacciones de la microbiota con el sistema inmune®*.
Después de este periodo inicial, microbiota intestinal alcanza cierta estabilidad que se mantiene mas o
menos constante a lo largo de la vida. Entre las poblaciones microbianas encontradas durante el primer
mes, Bifidobacterium y Escherichia coli (E. coli) son las bacterias predominantes, seguidas por
Lactobacillus, Bacteroides y bacterias Gram-positivas, todas ellas en las mismas proporciones. El fuerte
predominio de Bifidobacterias en heces de lactantes alimentados con leche materna es debido tanto al
indculo constante de los mismos a través de la lactancia natural, como a la presencia de diferentes
componentes de la leche materna®>®'®, Después del primer afio de vida, Lactobacillus, Bacteroides
Akkermansia micniphila, Bacteroides, Veillonella y Clostridium cococoides spp aumentan en numero,
mientras que las Bifidobacterias y E. coli disminuyen. La diversidad de microbiota intestinal aumenta con
la edad adulta hasta que se convierte en una composicion estable. Aproximadamente a los tres afios de
vida la composicién y diversidad es muy parecida a la que presentara hasta la vejez, cuando de nuevo se
reduce esta estabilidad. Las personas mayores de 70 afios presentan cambios en la composicién de
microbiota intestinal que pueden ser secundarios a cambios en la inmunidad, habitos alimenticios y a la
exposicidn cronica a farmacos. Entre los cambios mas relevantes que suceden en la vejez destaca la

disminucion de Bifidobacterium spp o Faecalibacterium prausnitzii, que presenta un papel relevante en la
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estimulacién del sistema inmunoldgico y procesos metabdlicos, o aumento del género Clostridium y del

filo Proteobacteria 1>7 1€,
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Figura 6. Cambios que sufre microbiota segtin la edad. Tomada de %!

4.2. Composicion y analisis de la microbiota intestinal

El componente bacteriano de microbiota ha sido tema de estudio intensivo en los ultimos afos,
conducido por proyectos a gran escala como el Proyecto del Microbioma Humano (HMP) y el MetaHIT
que se desarrollé a finales de 2007. Se trata de una extensién conceptual y experimental del proyecto del
genoma humano. El HMP no es un proyecto Unico, sino mas bien un resumen de multiples proyectos que
se lanzaron simultaneamente en diversas areas del mundo, incluido EE. UU, la Unién Europea y
Asia1531621e3.

El desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacidn masiva del ADN vy los avances
bioinformaticos han llevado a realizar estudios extensos de las comunidades microbianas. La mayoria de
los estudios realizados en microbiota humana se han basado en analisis de perfiles microbianos mediante
genes de ARNr 16S de bacterias que residen en nuestra piel, boca, eséfago, estdmago, colon y vagina. El
gen de ARNr 16S abarca nueve regiones variables diferentes, es decir, V1 a V9, cada una flanqueada por
secuencias de ADN altamente conservadas que son adecuadas para la unidn del cebador de Polimerasa
en cadena (PCR). Inicialmente, para minimizar los riesgos de error del secuenciador en la secuenciacién
dirigida se desarrollaron enfoques de agrupacién. Los enfoques de agrupamiento se basan en la idea de
que los organismos relacionados o similares tendran secuencias de genes diana similares y los errores de
secuenciacion tendran una contribucion minima. Asi pues, la secuencia de consenso para estos grupos se
la denomind Unidades Taxondmicas Operativas (OTU). La informacidn genética obtenida del microbioma
se agrupa segun el porcentaje de semejanza de sus ARNr 16S. En caso de existir una semejanza en el ARNr
16S del 95% se habla de género, y cuando la semejanza es del 97%, se habla de especie. En la busqueda

de minimizar los errores de la secuenciacidn aparecieron las Variante de Secuencia de Amplicén (ASV) que
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van en la direccidn opuesta a las OTUs. EI ASV comenzara determinando qué secuencias exactas son leidas
y cudntas veces son repetidas. Estos datos se combinan con un modelo de error para la ejecucion de
secuenciacion, lo que permite la comparacion de lecturas similares para determinar la probabilidad de
que una lectura dada a una frecuencia determinada no se deba a un error del secuenciador. Los enfoques
de ASV pueden proporcionar una ventaja significativa para una identificacién mas precisa y generan una
imagen mas detallada de la diversidad dentro de una muestra.

Se han descrito varios sistemas de clasificacidn de los reinos bioldgicos, pero el mas utilizado es
el introducido por Woese et al. Con el término dominio para sustituir al de reino como orden taxonémico
superior, dividiendo a todos los seres vivos en Bacteria, Archaea y Eukarya ®*. La gran mayoria de los 10-
100 billones de bacterias que residen en el TGl humano viven en el colon. Mas del 90% de todos los tipos
filogenéticos bacterianos pertenecen a solo a dos de los doce filos bacterianos conocidos en los seres
humanos, Bacteroidetes y Firmicutes, los siguientes filos mas comunes son Actinobacteria, Proteobacteria
y Verrucomicrobia.

Los Firmicutes son el filo mas abundante y suponen un 60% de la proporcion de bacterias e
incluye alrededor de 200 géneros, los mas representativos son: Mycoplasma, Bacillus, Clostridium,
Faecalibacterium, Blautia y Ruminococcus. El filo Bacteroidetes componen entre el 20-30 % de las
bacterias donde destacan los géneros Bacteroides, Prevotella y Xylanibacter y en tercer lugar, el filo
Actinobacteria, principalmente, representado por el género destacado Bifidobacterium comprenden el
10% de microbiota intestinal. En menor medida, se localiza el filo Proteobacterias caracterizados con
géneros como Escherichia y la familia Enterobacteriaceae®*.

La composicion de microbiota varia a lo largo del TGl en sus diferentes porciones y aumenta en
cantidad y complejidad a medida que avanzamos por el TGl. Los continuos cambios en las poblaciones
bacterianas son reflejo de un mecanismo de adaptacion. El pH en la boca es casi neutro y la saliva contiene
enzimas que inhiben el crecimiento bacteriano, mientras que el estémago es extremadamente acido (pH
2). El pH aumenta gradualmente en el intestino delgado y el colon (pH 4-5y 7 respectivamente). En el
estdmago v el intestino delgado del tracto digestivo superior, habitan abundantes especies aerdbicas y
anaerdbicas facultativas, mientras que en el tracto gastrointestinal inferior residen especies
anaerdbicas'®. En el estémago, como consecuencia de su pH acido, se suponia que tenian una carga
bacteriana limitada, sin embargo, se ha demostrado la existencia de una diversa comunidad bacteriana
con mas de 120 filotipos, siendo los mas frecuentes Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Fusobacterial®®. En eséfago los grupos mas frecuentemente encontrados pertenecen a
los géneros Streptococcus, Prevotella y Veillonella'®®. Hay pocos estudios sobre microbiota del intestino
delgado, debido a que se trata de una zona de dificil acceso para la toma de muestras. La mayoria de los
estudios obtenidos a partir de muestras del lumen o de la mucosa del duodeno han determinado la
presencia de bajas concentraciones de microorganismos, como consecuencia de su pH 4cido, los
movimientos peristalticos, y la secrecion de jugos pancreaticos y biliares. Las especies aisladas mas
numerosas son acido-tolerantes, principalmente Lactobacillus y Streptococcus,, Sin embargo, aunque en

menor medida se han visualizado los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Veillonella, Staphylococcus,
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enterobacterias y 76 levaduras'®’.

En el colon existe un ambiente muy reductor y desprovisto de oxigeno por lo que la mayoria de
las poblaciones son anaerobias estrictas y constituyen el microbioma dominante. El género Bacteroides
es uno de los mas abundantes seguidos de otros microorganismos Gram-positivos no esporulados
pertenecientes a los géneros Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus y Ruminococcus. Los
bacilos Grampositivos esporulados estan representados esencialmente por los Clostridium. En
concentraciones inferiores aparecen poblaciones de bacterias anaerobias facultativas como
enterobacterias, enterococos, lactobacillus y estreptococos %8 Las especies flngicas asociadas a
humanos incluyen Saccharomyces, Candida y Cladosporium, y varias cepas de baja abundancia. M. smithii,
Saccharomyces y Candida se encontraron frecuentemente juntas en individuos que tenian dietas ricas en

carbohidratos®®3.
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Figura 7. Microorganismos a través de TGl y su concentracidn. Adaptado de ¢°

La composicion de microbiota intestinal se esta estudiando principalmente a partir de la
observacion de los microorganismos presentes en muestras de heces, debido, basicamente, a su facilidad
de recoleccion. No obstante, cabe destacar que varios estudios demuestran que la microbiota presente

en heces no es exactamente igual a la presente en el interior del intestino’°.
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Grupo microbiano Nimero (ufc/g)

Bacteroides 10°-10"
Bifidobacterias 10°-10"
Eubacterias 10°-10"
Peptoestreptococos 10°-10"
Peptococos 10°-10"
Ruminococos 10%-10"
Fusobacterias 1068-10'°
Clostridios 108-10°
Lactobacilos 10%-108
Enterobacterias 10°-108
Enterococos 10°-107
Estreptococos 103-10°
Levaduras 10%-10°
Estafilococos 0-10*

Tabla 4. Microorganismos copilados en heces humanas y su concentracidén que representan un reflejo de

microbiota del colon. Adaptado de'”*

4.3. Factores modificadores de la microbiota intestinal

La diversidad y composicion de microbiota intestinal son dindmicas y no sélo dependeran del
estado fisico del huésped, sino también estan directamente impactados por los factores ambientales
como la dieta, el uso de antibidticos y el estilo de vida. Estos factores ambientales pueden modificar
adversamente el ecosistema intestinal, dando lugar a la disbiosis intestinal que se asocia frecuentemente
con una mayor susceptibilidad a las infecciones y a enfermedades no transmisibles como la obesidad,

sindrome metabdlico, obesidad, DM2, alergias y otras enfermedades inflamatorias!>*.

53

—
| —



Estrés
ejercicio fisico

ZI Microbiota
intestinal

==

Método | Edad |

@) e Aﬁ’ﬂlﬁﬁ

!

Figura 6. Factores que impactan en la microbiota intestinal. Adaptado de?®®

4.3.1. Dieta y microbiota intestinal

Los cambios en la dieta podrian explicar el 57% de la variacion estructural total en microbiota
intestinal, mientras que los cambios en la genética representaron no mas del 12%. Esto indica que la dieta
tiene un papel dominante en la conformaciéon de microbiota intestinal y los nutrientes no sélo son
esenciales para la salud humana, sino también para la salud de microbiota intestinal. El cambio de
poblaciones bacterianas claves transforma el microbiota intestinal saludable en una entidad inductora de
enfermedades. La dieta "occidental" es rica en azlcares y en grasas saturadas y promueve la disbiosis
intestinal que afecta tanto el metabolismo del tracto gastrointestinal del huésped como a la homeostasis
del sistema inmune®’2, En los microbiomas intestinales ancestrales se caracterizaban por presentar una
alta presencia de bacterias pertenecientes al género Prevotella. Actualmente, y, sobre todo, en
poblaciones urbanas industrializadas se evidencia una menor riqueza microbiana en comparacién con las
personas que viven en entornos mas rurales, siendo los géneros bacterianos Bacteroides, Bilophila,
Allistipes los mas predominantes entre los microbiomas intestinales urbano-industriales. Los
componentes de la dieta mas influyentes en la constitucion de microbiota intestinal son la fibra, las grasas,
proteinas, polifenoles y micronutrientes metabolizados 3. Las dietas con alto consumo de fibra dietética
favorecen el incremento de Bifidobacterium, Lactobacillus y Ruminococcus, ademas de especies concretas
que estarian ampliamente representadas en la microbiota intestinal como F. prausnitzii, E. rectale y C.
coccoides 75, En los sujetos que siguen una dieta alta en grasas estd presente una disminucién en el
género Lactobacillus y un incremento en las poblaciones microbianas que secretan productos

proinflamatorios con alteracién de la barrera intestinal, tales como Staphylococcus, E. coli y
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Enterobacterias. Como resultado, la disbiosis intestinal favorece un incremento de la endotoxemia
sistémica e inflamacién asocidndose a balances energéticos positivos, Rl y obesidad’®. Aunque existe
escasez de datos sobre patrones dietéticos vegetarianos y microbiota intestinal, en individuos que sigue
dietas ovo-lacto-vegetarianas como los veganos se han observado cambios globales en sus poblaciones
bacterianas con niveles disminuidos de los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Enterobacterias y la
especie E. coli. Inicialmente, el consorcio MetaHIT propuso una clasificacion de los sujetos en funcion de
microbiota intestinal predominante, con objetivo de clasificar a los sujetos humanos de acuerdo con su
microbiota y patrdn dietético. Asi pues, se desarrollaron los conceptos de enterotipos que consta de tres
grupos diferentes segun los géneros dominantes: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterotipo 1) y
Ruminococcus (enterotipo Ill). El enterotipo Bacteroides se asociaba con una dieta occidental alta en
proteinas y grasas, mientras que el enterotipo Prevotella se asociaba a consumo de fibra vegetal. Aunque
esta clasificacién fue controvertida y no estad aceptada globalmente, probablemente, es mas realista
pensar en términos de enterotipos discretos o de espectros continuos de composicién microbiana 177 178,

El microbioma puede exhibir efectos beneficiosos sobre el organismo huésped, ya que
desempefia un papel esencial en la sintesis de vitaminas como biotina, tiamina, cobalamina, riboflavina,
nicotina y acidos pantoténicos o vitamina K. Por otro lado, los polifenoles dietéticos que son compuestos
naturales que se encuentra mayormente en plantas, incluyendo alimentos como frutas, verduras,
cereales, té, café y vino contribuyen al mantenimiento de la salud del intestino mediante la modulacion
del equilibrio microbiano intestinal ejerciendo funciones prebidticas. Especificamente, Clostridium y
Eubacterium son los principales géneros que participan en el metabolismo de muchos compuestos
fendlicos'’. El consumo de aceite de pescado aumenta la presencia de Akkermansia, que estd asociado
con mejora del metabolismo lipidico e hidrocarbonado. Akkermansia muciniphila es una de las especies
Unicas y mas abundantes en microbiota intestinal humana. Se trata de bacterias gramnegativas con
actividad mucolitica, es decir, que utilizan mucina, y se relacionan inversamente con la obesidad, la
diabetes y la enfermedad cardiovascular. La abundancia de Akkermansia disminuye en los adultos
mayores, aunque el significado de este hallazgo no esta claro*®°,

Los beneficios potenciales de la suplementacion prebidtica, especialmente, mediante la adicion
de polisacdridos derivados de plantas es uno de los pilares del tratamiento dirigido a la modificacién del
microbioma intestinal. Los prebidticos mas ampliamente conocidos son la inulina, polisacaridos sin
almidon encontrados en algunos granos de cereal, algas marinas, disacaridos, polisacaridos e incluso
fructooligosacaridos y galactooligosacaridos. Los prebidticos son fermentados por bacterias del colon,
generando productos finales tales como 4acidos grasos de cadena corta (SCFA) que proporcionan
nutrientes esenciales para el epitelio entérico. Los probidticos son formulaciones de organismos vivos que
confieren efectos beneficiosos al destinatario cuando se entregan en cantidades adecuadas. Los
organismos probidticos mds comunmente utilizados incluyen Lactobacillus y Bifidobacterium. Otras
bacterias que también son utilizadas incluyen Bacillus y Streptococcus y levaduras como Saccharomyces

boulardii®,

55

—
| —



4.3.2. Edad y Microbiota intestinal

El microbioma intestinal muestra una amplia variacién interindividual, pero su variacion
intraindividual es relativamente estable a lo largo del tiempo. Se podria considerar que existe un
microbioma central funcional, proporcionado por abundantes taxones bacterianos que parece ser comun
independientemente del género, ubicacidn geografica y edad de los individuos. Esta microbiota central
incluye las familias Bacteroidaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, las dos ultimas de las cuales
pertenecen al filo Firmicutes. Sin embargo, en edades avanzadas el microbioma intestinal tiende a
presentar una disminucion de su diversidad, asi como a un aumento de enteropatégenos que pueden
conducir a la inflamacién crénica. Por ejemplo, el Parkinson y el Alzheimer, conforman enfermedades
propias de la edad geriatrica, que manifiestan cambios en la conformacion de microbiota intestinal.
Ademas, la evidencia cientifica ha demostrado que las personas con puntaciones mas altas en escalas de
fragilidad muestran una reduccidn significativa en las especies de lactobacilos en comparacién con las
personas ancianas que obtuvieron puntuaciones mas bajas. Dos de las especies mas abundantes descritas

en pacientes con fragilidad son Eubacterium dolichum y Eggerthella lenta'®? 83,

4.3.3. Antibidticos

El tratamiento con antibidticos altera drasticamente el equilibrio de microbiota intestinal tanto
a corto como a largo plazo, incluyendo disminuciones en la riqueza y diversidad de la comunidad o el
crecimiento de agentes patdégenos como Candida Albicans o Clostridium Difficile. La alteracion de la
composicién del microbioma depende de la clase de antibiético, dosis, periodo de exposicidén, accion
farmacoldgica y bacterias diana. Un estudio exploratorio en humanos demostré que la administracion
intravenosa de B-lactamicos afecta tanto a la ecologia bacteriana como a la produccién de metabolitos
clave, acetilfosfato y acetil-CoA, los cuales son esenciales para las funciones celulares. Las alteraciones de
la comunidad microbiana intestinal pueden provocar una desregulacion de la homeostasis inmunitaria del
huésped y una mayor susceptibilidad a la enfermedad*®. Entre los cambios mas destacables se incluyen
la pérdida de ligandos bacterianos que son reconocidos por el huésped, la pérdida de sefiales bacterianas
especificas y las alteraciones en los metabolitos producidos por microbiota, como los SCFAs. El uso
temprano de macrélidos en nifios parece generar un perfil microbiano distinto, caracterizado por una
pérdida de Actinobacteriaceae y un aumento de Bacteroidetes y Proteobacteria. Como resultado se
favorece la resistencia bacteriana a antibiéticos, disminucidn de las hidrolasas de sales biliares y una

correlacidn positiva con la presencia de asma o IMC elevado durante la infancia®®®.

4.3.4. Demograficos

La proporcion de cada filo de microbiota intestinal humana cambia segtn la ubicacidn geogrifica.
Estos cambios se basan en factores atmosféricos, genéticos, dietéticos y relacionados con diferentes
estilos de vida. La literatura actual ha demostrado que los Firmicutes son mas predominantes entre los

adultos de los paises no industrializados, mientras que las poblaciones occidentalizadas parecen mostrar
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mayores concentraciones de Bacteroidetes sobre Firmicutes®®. En un estudio realizado con el objetivo de
comparar el microbioma intestinal de bebés de diferentes etnias, caucasica versus bebés de ascendencia
del sur de Asia, mostraron cambios en el patrén de microbiota atribuibles a la etnia. Los bebés del sur de
Asia presentaban una mayor abundancia de varios miembros de bacterias del acido lactico,
especificamente Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus. Sin embargo, en
comparaciones del microbioma intestinal de nifios africanos versus europeos hay una mayor abundancia
de los filos Actinobacteria o Bacteriodetes entre la etnia africana, ademas de aumento de los géneros
bacterianos Prevotella y Xylanibacter, mediado principalmente por una dieta mas rica en fibra y
carbohidratos procedentes de vegetales®’.

En otro trabajo realizado en Holanda, con 2.084 sujetos de diferentes etnias, que convivian en el
mismo entorno urbano demostré que las personas que vivian en la misma ciudad tenderian a compartir
caracteristicas similares de microbiota intestinal con otros sujetos de su propia etnia. Por lo cual, la etnia
contribuyd a explicar diferencias interindividuales en la composicion de microbiota intestinal definidas
por tres polos principales: género Prevotella (marroquies, turcos, ghaneses), género Bacteroides

(surinameses africanos, surinameses del sur de Asia) y género Clostridiales (holandeses)e,

4.3.5. Otros factores

El estrés se define como la respuesta total de un organismo a las demandas o presiones
ambientales. Hay varios tipos diferentes de factores estresantes, como agudo o crénico, agudo sobre
cronico o agudo repetitivo. Los factores estresantes psicolégicos y fisicos activan el eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA) y como resultado hay una serie de respuestas hormonales que daran lugar a la
estimulacion de la sintesis de glucocorticoides en la corteza suprarrenal. El TGl en conjunto con el
microbioma intestinal son dos drganos sensibles al estrés y a los mediadores del estrés. Las bacterias
responden a la liberacién de mediadores neuroquimicos relacionados con el estrés por parte del huésped
que pueden influir en la respuesta a una infeccidon bacteriana. Ademas, las bacterias actian como
vehiculos de suministro de compuestos neuroactivos como el acido gamma butirico o el triptéfano. En
cambio, el ejercicio fisico de alta intensidad se ha correlacionado con un aumento de la diversidad
bacteriana y una disminucidn de los parametros inflamatorios. Los taxones bacterianos mas relacionados
y conocidos con la respuesta a la actividad fisica en atletas son el aumento de Lactobacillus,
Bifidobacterium y Akkermansia.'®. Asimismo, existe una creciente evidencia cientifica de que los niveles
de hormonas esteroides sexuales estan asociados con modificaciones en el microbioma intestinal vy,
concretamente, al sexo vardn se le atribuye una diversidad microbiana inferior que a la mujer. Los niveles
de estradiol se correlacionan positivamente con la clase Gammaproteobacteria y negativamente con que
la familia bacteriana Prevotellaceae, pero tras la menopausia se produce un descenso de bacterias

productoras de SCFAs®.
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4.4. Funciones de la microbiota intestinal

Los estudios en humanos y otros mamiferos han implicado al microbioma en una variedad de
procesos fisioldgicos que son vitales para la salud del huésped, incluyendo la homeostasis energética, el

metabolismo, la salud epitelial intestinal, la actividad inmunoldgica y el desarrollo neuroconductual.

4.4.1. Funcién metabdlica y tréfica de la microbiota intestinal

Para colonizar con éxito el intestino los microorganismos deben resistir la alta osmolaridad y
acidez a nivel estomacal, las sales biliares, el moco intestinal, la modificacion de nutrientes y la
competencia microbiana. Los antigenos detectados en bacterias desconocidas provocan fagocitosis en las
células del huésped vy si las bacterias logran evitar la fagocitosis pueden comenzar la colonizacién del
huésped. Estas proliferaciones microbianas localizadas pueden causar competencia de recursos y alterar
transitoriamente la ecologia intestinal. La colonizacidn exitosa de una especie adquirida del medio
ambiente puede depender de la capacidad de utilizar fuentes diferenciales de nutrientes, realizar
deteccidn quimica y coordinar la expresidn génica de manera favorable. En el ser humano, se estima que
la liberacidn de energia por parte de la microbiota comensal es aproximadamente el 10% de la energia
absorbida, pero depende en gran medida de la dieta consumida®3. El genoma de nuestro microbiota
intestinal codifica numerosas funciones metabdlicas que son Unicas y no pueden ser llevadas a cabo por
nosotros mismos. La digestion de una gran cantidad de polisacaridos vegetales no digeribles (celulosa,
xilano, pectina, hemicelulosa, inulina) y el almidén parcialmente digerido llega a las comunidades
microbianas en el intestino distal. Los mamiferos son capaces de hospedar un patrén de microbiota
metabdlicamente activa; capaz de hidrolizar carbohidratos complejos y evitan la necesidad de desarrollar
enzimas complejas que se requieren para descomponer polisacaridos de la dieta. El microbioma humano
contiene una gran variedad de genes que codifican enzimas para la degradacidn de carbohidratos. Los
SCFAs se producen principalmente a través de la fermentacién sacarolitica de carbohidratos que escapan
a la digestion y absorcién en el intestino delgado, y los productos principales son formiato, acetato,
propionato y butirato. El epitelio del colon consume casi por completo el butirato formado, constituyendo
la principal fuente de energia para los propios colonocitos. Ademas, el butirato ejerce un efecto trofico
sobre la mucosa intestinal, regula el crecimiento o diferenciacién celular y disminuye la produccién de
citocinas proinflamatorias por lo que se le atribuyen efectos anti-inflamatorios y anticarcinogénicos. Por
otro lado, el acetato y el propionato acceden a través de la circulacion portal, estando involucrados en la
regulacion tanto del metabolismo lipidico como hidrocarbonado hepatico, mejorando la homeostasis de
la glucosa y la sensibilidad a la insulina'®. Los SCFAs parecen jugar un importante papel en la regulacién
de laintegridad de la barrera epitelial a través de una regulacién coordinada de proteinas de union celular.
Estas ultimas, a su vez, regulan las vias moleculares intracelulares entre el lumen y el sistema portal
hepatico. El aumento de la permeabilidad estd asociado con translocacion de bacterias y/o su pared
celular, componentes que desencadenan una cascada inflamatoria que se ha asociado con la obesidad, la

resistencia a la insulina y aumento del LPS *°%,

58

—
| —



Ademas de los glicanos, el microbioma intestinal posee la capacidad de fermentar y sintetizar
proteinas, transformar los xenobidticos, asi como los acidos biliares del huésped, y proporciona al cuerpo
las vitaminas esenciales. Sin embargo, secundario al catabolismo proteico y del metabolismo de los SCFAs
se generan una serie de compuestos secundarios en el coldn que pueden ser potencialmente tdéxicos y
perjudiciales para la salud; se tratan mayormente de aminas, amonio, compuestos fendlicos, tioles,

indoles y sulfurados volatiles?®3 192,

4.4.2 Funcién inmunitaria de la microbiota intestinal

El microbioma intestinal es esencial para la maduracién del sistema inmune, compuesto tanto por
respuesta inmunitaria adaptadas e innatas. La estructura del intestino esta conformada por una mucosa
formada por una Unica capa de células constituida por células epiteliales intestinales y linfocitos
intraepiteliales, lo cual facilita esta interaccion con el sistema inmunoldgico. Las células del epitelio
intestinal contienen células de Paneth que secretan péptidos antimicrobianos y células caliciformes que
secretan moco, que a su vez recubren la capa epitelial con funcién protectora. Debajo de la capa mucosa
se encuentra la lamina propia, una capa de tejido conectivo que contiene placas de Peyer y una serie de
otras células inmunitarias, incluidas las células presentadoras de antigeno y las células linfoides innatas,
asi como las células T CD4 +, células T CD8 + y las células B o plasmaticas que secretan IgA en la luz del
intestino. La IgA actua principalmente bloqueando la adherencia bacteriana a las células epiteliales
(aglutinacion, atrapamiento y eliminacion) y también tiene efectos directos sobre la virulencia bacteriana.
Este tejido linfoide asociado al intestino (GALT) representa el componente mas grande del sistema
inmunolégico en el cuerpo e influye en las respuestas inmunitarias tanto a nivel local como sistémico 3,
Las moléculas bacterianas inducen la proliferacién de GALT y, ademas, favorecen la activacion de TLR
estimulando la inmunidad intestinal mediada por células T-helper (células Th) o células efectoras Th17.
Consecuentemente, estas células inmunitarias ingresan a la circulacion sistémica con el objetivo de
dirigirse al intestino para ayudar a destruir los agentes patdgenos. Por otro lado, las células T CD4+
reguladoras desempefian un papel fundamental en la tolerancia y homeostasis intestinal mediante la
produccion de citocinas inmunosupresoras como IL-10. Algunas especies bacterianas impulsan el
desarrollo de células T CD4+ reguladoras a través de vias alternativas que dependen de la sefializacién del
polisacarido A y TLR en las células dendriticas. Bacteroides fragilis puede producir polisacarido A con
efectos antiinflamatorios o la colonizacién de otros grupos como Clostridium IV y XIVa, los cuales exhiben
la capacidad en coldn de incrementar los niveles de TGF-B1, promueven la expresion de IL-10 y se
presentan discretamente disminuidos en los pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria. En lineas
generales, el microbioma de las criptas del intestino delgado modula la proliferacién de enterocitos al
influir en la replicacion del ADN y la expresidn génica, mientras que el microbioma en las puntas de las
vellosidades regula la expresion de genes implicados en la funcion metabdlica e inmune. Los animales
libres de gérmenes exhiben constantemente un desarrollo deficiente de las placas de Peyer, tienen un

numero reducido de células Th 1y Th17 y la respuesta inmune de las células T intestinales estd controlada
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principalmente por las células Th2153 194 195

4.5. Microbiota intestinal y las enfermedades metabdlicas

La obesidad, la diabetes mellitus y el sindrome metabdlico son el resultado de interacciones
complejas entre factores genéticos y ambientales. La evidencia inicial de la relacion entre la obesidad y la
composicidn microbiana intestinal se informd hace unas 3 décadas, cuando la pérdida de peso inducida
quirurgicamente a través de la cirugia de derivacion gastrica y el aumento de peso a través de lesiones

del nucleo hipotaldmico ventromedial se asociaron con cambios en la ecologia microbiana intestinal®®®.

4.5.1. Microbiota intestinal y obesidad

Varios mecanismos se han propuesto como enlace entre la microbiota intestinal y la obesidad,
entre los que se incluyen: SCFAs, la estimulacién de hormonas, la inflamacién crénica de bajo grado, el
metabolismo de las lipoproteinas, la influencia de los acidos biliares y el aumento del tono del sistema
endocannabinoide®’. Sin embargo, la evidencia cientifica procedente de estudios en animales y humanos
presenta controversias para determinar de forma concluyente la relacién de causa-efecto entre la
microbiota intestinal y la obesidad. La mayoria de los trabajos, apuntan hacia una disminucion relativa en
la abundancia de Bacteroidetes junto con un aumento relativo en los Firmicutes como una caracteristica
tipica de la "microbiota obesogénica". Mas especificamente, sobre el filo Firmicutes se ha visualizado una
correlacion negativa con el gasto energético en reposo, asi como una correlacion positiva con el
porcentaje de masa grasa, pero todos estos hallazgos estan lejos de ser consistentes de forma universal.
A nivel de géneros, la presencia de Lachnospira, Acinetobacter, Shewanella, Aliivibrio, Citrobacter,
Marinomonas, Shigella y Pseudoalteromonas se han asociado positivamente con la obesidad. En las
familias bacterianas la literatura conocida también hace referencia a una fuerte asociacién entre
presencia de la familia Christensenellaceae y una reduccién del incremento de peso, tanto en modelos
animales como en humanos. Sumatoriamente, las especies bacterianas Akkermansia muciniphila,
Lactobacillus plantarum y paracasei, presentan una fuerte relacion sobre el peso, encontrandose
aumentadas en sujetos delgados, mientras que L. reuteri y L. gasseri predominan en poblacion obesa
196198199200 por (jltimo, dentro del dominio de las arqueas, Methanobrevibacter smithii estd mas
representada en los individuos obesos, tras observarse una relacion entre el IMC y el metano detectable
en humanos debido al incremento de su abundancia®®.

El fenotipo obeso parece presentar tanto en modelos animales como en humanos niveles
mayores de SCFA cecal total, a parte de una mayor expresién de genes bacterianos responsables del
metabolismo de los polisacaridos y de genes relacionados con la extraccién de energia de la dieta 19722,
El grado de aumento de los SCFAs estd mayormente representado por el propionato, en segundo lugar,
por el butirato, frente a un aumento moderado de valerato y acetato. Estos resultados parecen ser

dependientes de un patréon dietético de elevada densidad energética y rica en carbohidratos. Si el
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aumento de la produccién de SCFA en fenotipos obesos da como resultado un mayor aprovechamiento
de la energia procedente de la dieta depende de varios factores como la disponibilidad de sustrato, el
trdnsito intestinal, la absorcién de la mucosa, la salud intestinal y las relaciones simbidticas entre
diferentes grupos de microbiota intestinal?®, En el higado, el acetato es capaz de inducir lipogénesis de
novo y la colesterogénesis, que ademas parecen inhibirse por el propionato, por lo que la relacion
propionato-acetato puede ser un determinante en el acimulo de grasa corporal. El acetato posee la
capacidad de estimular la secrecidn de leptina en los adipocitos, cuya principal funcién es regular el
equilibrio del balance energético en el organismo?%*.

El factor adipocitario inducido por ayuno o la proteina angiopoiteina tipo 4 (Fiaf / ANGPTL4) es
producido por las células epiteliales del intestino grueso y el higado. La inhibicion de fiaf por la microbiota
intestinal interviene en un aumento de los niveles circulantes de LPL, mecanismo por el que el
microbioma induce adiposidad en el huésped?®,

El microbioma intestinal puede favorecer una disminucién de la oxidacion de los acidos grasos en
los musculos y el higado al inhibir la accion de AMPK, permitiendo un exceso de tejido adiposo en el resto
de los tejidos. Secundario a la inhibicion de AMPK se favorece la desinhibicion de carnitina
palmitoiltransferasa-1, que cataliza el paso limitante de la entrada de los acidos grasos de cadena larga
en las mitocondrias para su oxidacién. El aumento de la oxidacion de acidos grasos se asocia con un mayor
estado de energia celular junto con la reduccion de los niveles de glucégeno y el aumento de la
sensibilidad a la insulina 2%,

Los 4cidos biliares primarios (acidos célico y quenodesoxicdlico) son ligandos para el receptor
farnesoide X (FXR) y desempefian un papel clave en el control de la lipogénesis hepatica. Los acidos biliares
al unirse al FXR en células ileales pueden estimular la expresidon de genes que actuaran sobre la absorcion
y transporte intracelular o sistémico de los acidos biliares en la circulacién enterohepatica. Los acidos
biliares primarios que ingresan al intestino grueso se convierten en dacidos biliares secundarios (acidos
desoxicdlico y litocélico) por microbiota intestinal. Los acidos biliares secundarios son ligandos del
receptor 5 acoplado a la proteina G (TGR5) que acttan sobre la homeostasis de la glucosa; estimulando
la expresion GLP-1 o disminuyendo los niveles séricos y hepaticos de TGs. Por lo tanto, la microbiota
intestinal afecta a la adiposidad hepdtica del huésped al alterar la circulacién de acidos biliares. Sin
embargo, también se sugiere que los acidos biliares pueden causar disbiosis reciprocamente a través de
su actividad bactericida al dafiar el fosfolipido de la membrana celular microbiana2®’.

La microbiota intestinal puede contribuir a la inflamacién crénica de bajo grado de la obesidad
mediante la absorcidon de LPS bacteriano, un componente de membrana externa de bacterias Gram
negativas. En un estudio de ratones con disfuncién inmune de la mucosa intestinal a los que se le
administré durante 4 semanas una dieta rica en grasas mostraron niveles elevados de LPS. Se observaron
valores doblados o triplicados de LPS en higado, tejido adiposo y musculos, ademas de mayor masa grasa
corporal. A este estado inflamatorio se le denominada " endotoxemia metabdlica " y se le asocia una
208

mayor presencia de Bacteroides inferiores, Bifidobacterium spp y Eubacterium rectale-C coccoides

Los receptores cannabinoides 1 y 2 (CB1 y CB2) son proteinas G activadas por el sistema
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endocannabinoide (eCB). El sistema eCB esta compuesto de lipidos enddgenos y ejercen un papel
fundamental en la regulacion de la adipogénesis. El nivel de componentes de eCB esta inversamente
relacionado con la presencia de obesidad o DM2, ya que ambas enfermedades presentan un tono mas
elevado del sistema eCB. La expresion de las enzimas que degradan tanto CB1 como CB2 se observan

incrementadas en el tejido adiposo de ratones obesos ob / ob 197 299,

4.5.2 Microbiota intestinal y diabetes mellitus tipo 2

La DM2 aparece como resultado de complejas interacciones genético-ambientales y entre los
factores de riesgo para su desarrollo se encuentran la edad, los antecedentes familiares de DM2, la dieta,
el estilo de vida sedentario y la presencia de obesidad. No obstante, no todos los factores de riesgo
contribuyen de la misma forma y la carga genética parece ser un factor de riesgo menos influyente que
los factores de riesgo sociodemograficos o ambientales. La evidencia cientifica reciente sugiere que la
microbiota intestinal se comporta como un factor ambiental en la aparicidn de enfermedades metabdlicas
como la DM22%°. El primer estudio de microbiota en DM2 llevado a cabo en humanos fue publicado en el
2010, por el grupo de Larsen et al, con el objetivo de valorar las diferencias taxondmicas entre microbiota
intestinal de pacientes con DM2 y controles sanos. Asi pues, se analizaron muestras fecales de 18 adultos
con DM2 en diferentes grupos de edad e IMC, y se aparearon con 18 controles. Los resultados de este
trabajo mostraron que los sujetos con DM2 tenian una representacién inferior de la abundancia relativa
del filo Firmicutes y Clase Clostridiales, con ligero enriquecimiento del filo Proteobacteria y la clase
Betaproteobacteria. Las ratios de Bacteroidetes/Firmicutes, Bacteroides/Prevotella y C. coccoides/
Eubacterium rectale se correlacionaron de forma positiva con los niveles elevados de glucosa en plasma,
pero no con la variable IMC 2! 222, Sin embargo, los cambios filogenéticos en la ratio Bacteroides
/Firmicutes observados en este estudio no se han podido refutar de manera homogénea en otros estudios
posteriores realizados en DM2213 214,

En el afio 2012 se publicé un trabajo con la secuenciacidn en escopeta de 145 muestras fecales de
mujeres europeas con alguna alteracion del metabolismo glucidico (DM2, intolerancia glucidica o normal),
con el objetivo principal de analizar las caracteristicas de microbiota intestinal de esta poblacién y se
compararon con los resultados conocidos de una cohorte china de 345 sujetos. En el grupo de DM2 se
observaron 21 modificaciones taxondmicas secundarias a la disminucién de la abundancia relativa de
especies de Roseburia, Clostridium, Clostridiales, Eubacterium eligens, Coriobacteriaceae y Bacteroides
intestinalis. Por otro lado, los niveles superiores observados de las especies de Lactobacillus en el grupo
DM2 fueron discordantes a los datos previos recogidos en poblacidn china. Ademas, exhibieron una
correlacion positiva con Hb1 Ac y los niveles glucosa plasmaticos, en cambio, la reduccion observada en
las especies de Clostridium reflejaban una correlacién negativa con los valores de Hb1Ac y los niveles de
glucosa plasmatica?'>. Estas modificaciones en la ecologia bacteriana parecen ser plausibles antes del
diagndstico de DM2, puesto que, tanto en prediabetes como en intolerancia glucidica se exhiben cambios

en el microbioma intestinal. La abundancia relativa de bacterias productoras de butirato (Akkermansia
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muciniphila ATCCBAA-835 y Faecalibacterium prausnitzii L2-6) o bacterias pertenecientes a la familia
Verrucomicrobiae son inferiores en pacientes con prediabetes o DM2 de reciente diagndstico, respecto a
la poblacién sana?2. Los niveles mds bajos de Akkermansia muciniphila en prediabetes o intolerancia
glucidica se han contrastados en diferentes trabajos realizados con poblaciones de distintas etnias, desde
europeos hasta poblaciones asiaticas, y sumatoriamente, A. muciniphila parece correlacionarse de forma
negativa con los niveles de glucosa en sujetos con prediabetes o DM22%6 217 218 Sin embargo, en un estudio
murino donde se llevd a cabo la transferencia de microbiota de sujetos prediabéticos a ratones
alimentados con dieta diabetogénica no tuvo efecto en el metabolismo de la glucosa. Estos hallazgos
indican que probablemente los cambios producidos en la microbiota durante la prediabetes no son
suficientes para alterar la tolerancia a la glucosa?!®. Uno de los mayores interrogantes en el estudio del
microbioma intestinal en DM2 es si los cambios descritos podrian ser inducidos por farmacos
hipoglucemiantes de uso comun. Concretamente, se postulé que gran parte de las diferencias en la
microbiota intestinal en la diabetes podrian ser explicadas por el tratamiento con metformina?*°. El grupo
de Forslund et al elaboré un elegante estudio donde exponia que los pacientes con DM2 que no habian
sido tratados con metformina presentaban una abundancia inferior en especies productoras de butirato.
En este trabajo se esclarecio la causa principal del incremento de las especies de Lactobacillus entre los
individuos con DM2, dado que resultaron ser consecuencia del tratamiento con metformina °.

En lineas generales, los cambios mas frecuentes de la composicidn de la microbiota intestinal en
DM2 son debido a un incremento de bacterias patdgenas como las especies Bacteroides caccae,
Clostridium hathtewayi, Clostridium ramosum, Clostridium symbiosum, Eggertherlla lenta, E. Coli, con una
reduccién de las bacterias productoras de butirato como los géneros Ruminococcus y Subdoligranulum,
o de especies como Eubacterium rectale, Faecali prausniitzzi, Roseburia intestinales y Roseburia

inulinivorans?®*

. Como resultado final, la disbiosis intestinal en DM2 induce un aumento de genes
microbianos con mayor capacidad de interactuar en el metabolismo de los hidratos de carbono y un
sobrecrecimiento de bacteriano mas eficiente para la extraccién de energia desde la dieta, induciendo
excesiva acumulacidn de tejido adiposo. Entre los principales mecanismos propuestos para explicar la
influencia y los cambios en microbiota intestinal sobre la DM2 destacan cambios en la permeabilidad
intestinal, endotoxemia metabdlica, translocacion bacteriana, interrelacion con acidos biliares, cambios

en la proporcién de tejido adiposo marrdn, la produccion de SCFAs, las modificaciones en la secrecion de

las incretinas y por ultimo, cambios secundarios al tratamiento con metformina.

La endotoxemia metabdlica es un estado proinflamatorio con un exceso moderado en la
produccion de citoquinas como IL6, IL1, o TNFa que dificultan la interaccién de la insulina con su receptor
y contribuye a la RI. Las bacterias Gram-negativas residentes secretan LPS y otras endotoxinas en el TGI.
Estas endotoxinas pueden atravesar la barrera de la mucosa TGI a través de uniones estrechas de la
mucosa o infiltrando quilomicrones. Una vez en el tejido extraintestinal, las endotoxinas desencadenan
respuestas inmunitarias innatas activando CD14, el dominio de oligomerizacidn de nucledtidos y TLR4 en

la superficie de células dendriticas y macrdéfagos??L. Los estudios mads recientes sugieren que la activacion
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del sistema inmune innato mediante el reclutamiento de moléculas efectoras (inflamasomas,
peptidoglicanos, TNF-a, IL-1B y flagelina) es secundario a la infiltracion de LPS. La disbiosis microbiana
causada por la suplementacién con una dieta rica en grasas puede aumentar la permeabilidad intestinal,
aumentar la infiltracion de LPS, el estrés oxidativo, la infiltracién de macrdéfagos y la inflamacion del tejido
adiposo 1% 222,

La translocacion bacteriana esta adquiriendo cada vez mas peso como una de las causas iniciales
en la aparicion de DM2 y obesidad, sobre todo, la aparicidn de bacterias en plasma sanguineo. Las
bacterias del intestino son translocadas activamente a través del epitelio intestinal hacia la sangre, tejido
adiposo y otros tejidos metabdlicamente activos, siendo considerada la presencia de ADN bacteriano en
sangre un marcador de riesgo de DM2 y adiposidad abdominal. Ademas, microbiota tisular (sanguinea) se
ha caracterizado principalmente por la presencia Proteobacteria (hasta 90%) tanto en individuos sanos
como en pacientes diabéticos. La leptina podria constituir un factor protector porque inhibe la adherencia
de la microbiota intestinal en la mucosa y con ello, la translocacion de bacterias vivas desde el intestino
hacia otros tejidos???

El tejido adiposo marrén promueve un fenotipo delgado, saludable y mejora la sensibilidad a la
insulina. En respuesta al frio o al ejercicio, las células grasas marrones también emergen en el tejido
adiposo blanco (llamadas células beige), un proceso conocido como browning. En los modelos murinos se
ha mostrado que la grasa beige funcional es promovida por el agotamiento de microbiota, ya sea por
tratamiento antibiodtico o ratones libres de gérmenes. Esto conduce a una mejor tolerancia a la glucosa, a
la sensibilidad a la insulina, disminucion de la proporcion de grasa blanca y tejido adiposo en ratones
deficientes del gen leptina o alimentados con dieta rica en grasas. La microbiota intestinal obstaculiza la
aparicion de células de grasa marrén dentro de depdsitos de grasa blanca a través de un mecanismo que
implica el control de macréfagos e infiltrados de eosinéfilos??4.

Los acidos biliares primarios conjugados se reabsorben por medio de la circulacidon
enterohepatica; y sélo un 5% escapa de este mecanismo alcanzando el intestino grueso y
transformandose en 4cidos biliares secundarios. Las bacterias en el ileon se componen principalmente de
Enterobacterias, Enterococcus, Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus y Veillonella, y en conjunto, son
responsables de la desconjugacidn de los acidos biliares, a través de la pérdida de glicina o la taurina por
las hidrolasas y de la oxidacion de los grupos hidroxi. Una pequefia cantidad de estos acidos biliares
continuaran hasta el colén donde sirven como sustratos para una variedad de reacciones de
biotransformacién por bacterias intestinales??®. La posible asociacién del perfil de acidos biliares con la
diabetes ha sido reconocida durante décadas, sin embargo, las consecuencias de esta interaccion parecen
haber sido relativamente subestimadas. Los acidos biliares controlan el sobrecrecimiento de bacterias
intestinales, mientras que microbiota intestinal regula la sintesis de acidos biliares e incide tanto en sus
tamafios como en la composicidn final. Ademas, a nivel de las células intestinales L parece mejorar el
metabolismo glucémico estimulando la produccién de péptidos como GLP-1 y promoviendo la secrecion
de insulina. Los 4cidos biliares presentan la capacidad de actuar como moduladores de sefializacién con

activacion tanto de FXR como TGR5 para mantener la homeostasis metabdlica. La activacion de la
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sefializacién FXR por agonistas especificos inhibe la sintesis de acidos grasos, mejora la sensibilidad a la
glucosa e insulina tanto en modelos de ratones obesos como diabéticos???%7, Los acidos biliares primarios
como el taurocolato pueden proporcionar sefiales de orientacidn a las bacterias intestinales y promover
la germinacién de las esporas. Estas esporas pueden estar presentes en formas inactivas y no téxicas, y a
su vez, facilitar la recuperacion de microbiota después de la disbiosis inducida por antibidticos o toxinas.
Por tanto, los acidos biliares primarios también pueden actuar como un mecanismo de control para
prevenir el crecimiento de bacterias gramnegativas patdgenas en el intestino delgado??® 2%, En ultimo
lugar, los acidos biliares parecen estar implicados en la expresidn y produccion de la entero-hormona
FGF19 que presenta la capacidad de estimular la sintesis de glucégeno en situacion de postprandial,
reduciendo los niveles de glucosa en sangre??.

La produccidon de SCFAs es secundaria a la fermentacion bacteriana de los carbohidratos no
digeribles que escapan de la digestidn del tracto gastrointestinal superior y pueden interferir en el control
del metabolismo hidrocarbonado. El acetato, propionato y butirato representan el 95% de los SCFAs y
pueden ser absorbidos desde la luz intestinal al torrente sanguineo. El butirato se considera la principal
fuente de energia del epitelio intestinal, mientras que el acetato y el propionato funcionan principalmente
como sustratos para la gluconeogénesis y la lipogénesis en el higado. Curiosamente, se ha demostrado
que tanto el butirato y el propionato activan la gluconeogénesis intestinal a través de mecanismos
complementarios: el butirato ejerce sus efectos a través de un mecanismo dependiente de cAMP,
mientras que la activacidon de la gluconeogénesis intestinal por el propionato implica la sefializacion de la
via intestino-cerebro?*®. Adicionalmente, el butirato se ha identificado como sustrato intermediario en la
integridad de la barrera intestinal mediante el estimulo de las uniones estrechas, reduciendo los niveles
de LPS y citocinas inflamatorias en plasma. Los mecanismos exactos por los cuales los SCFA actian en el
control de la adiposidad o ejercen sus efectos metabdlicos beneficiosos no estan claros completamente,
pero se unen a receptores acoplados a proteina G (GPR) GPR41 (FFAR3) y GPR43 (FFAR2), que se expresan
ampliamente en la mucosa intestinal, células inmunitarias, higado y tejido adiposo ?3. Concretamente, el
receptor GPR43 también se puede localizarse en la CB y su bloqueo en ratones alimentados con una dieta
obesogénica se ha asociado al deterioro de la funcion de la CB y a un incremento en la masa pancredtica
de CB. La actividad del receptor GPR43 estd intimamente relacionada con la actividad metabdlica y la
homeostasis energética del huésped. Otro de los beneficios adicionales atribuidos al butirato es su
capacidad de incrementar la secrecién de GLP1 y péptido tirosina-tirosina (PYY) en las células L en el colon
e inducir un retraso en el vaciamiento gastrico, lo que resulta en un tiempo adicional para la absorcién de
nutrientes por parte del huésped?3! 232, En la mayoria de los estudios una mayor concentracidn de butirato
se asocia con la mejora de la salud metabdlica, por ejemplo, la administracion de butirato en modelos de
raton expuestos a una dieta rica en grasas, resistencia a la insulina y esteatosis hepatica ocasiona una
disminucion de la esteatosis. Ademas, la administracion de butirato puede reducir la expresion hepatica
de TNF-a, IL-1B e IL-6 seguida de una disminucién de la secrecién de citoquinas proinflamatorias como IL-
12, TNF-a y aumento de la liberacién de la citocina antiinflamatoria IL-10 por los monocitos expuestos a

las bacterias. Por otro lado, se ha comprobado que el propionato y el butirato son capaces de reducir
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también la expresidn de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 en el tejido adiposo humano. La
capacidad de los SCFAs para mejorar la inflamacién de bajo grado esta relacionada con su capacidad para
modular la funcién de los leucocitos y los adipocitos, reduciendo asi, la expresidn y la produccién de
citoquinas y quimiocinas inflamatorias?3® 234, Recientemente, se ha descrito el rol del succinato en la
homeostasis energética y se caracteriza por ser un intermediario de la sintesis microbiana de propionato.
En ratones, la concentracién cecal de succinato esta incrementada tras la administraciéon de
fructoligosacaridos y a su vez, los niveles de succinato estdn significativamente incrementados en
hiperglucemia o diabetes en modelos de humanos o ratones. El succinato presenta un impacto
inflamatorio sobre el tejido adiposo al interaccionar con su receptor lo que conduce a generar trastornos

metabdlicos asociados con la obesidad?3®
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Figura 7. Principales mecanismos de accién de los SFCAs en los diferentes tejidos del organismo y su papel
en la homeostasis metabdlica del huésped.

La liberacion de hormonas gastrointestinales, como GLP-1, PYY, ghrelina y otras hormonas
peptidicas, tanto en humanos como en roedores, actian aumentando la saciedad después de una comida
y disminuyendo la ingesta de alimentos; aunque los mecanismos subyacentes son poco conocidos?32. En
un estudio realizado en gatos los niveles de ghrelina han mostrado correlaciones negativas con la cantidad
de Bifidobacterium, Lactobacillus, Blautia coccoides y Eubacterium rectale. Las correlaciones positivas
estan presentes con la presencia de Bacteroides, Bifidobacteriaceae y Prevotella, lo que sugiere que la
microbiota intestinal impacta en el control de la saciedad mediado por las hormonas reguladoras de la
ingesta, leptina y ghrelina?®. La modulacién de la composicidn de microbiota intestinal mediante el
consumo de probidticos estimula la producciéon de butirato, lo que favorece a su vez, la secrecion de GLP-
1 en las células L. induciendo mejoria del estado inflamatorio y de la Rl del organismo. Otro de los
metabolitos capaces de modular la secrecion de GLP1 en las células entero-endocrinas son los indoles,
productos de la degradacion del aminoacido triptéfano a nivel de la microbiota del huésped. Del mismo
modo hay investigaciones recientes que sugieren que el microbioma interfiere en las células mesentéricas

neuronales disminuyendo la expresidn del receptor de GLP-1y promoviendo el peristaltismo intestinal®®’.
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Por otro lado, la ingestion de prebidticos (fructooligosacéarido) en la dieta induce modificaciones
alargo plazo en la cantidad de células L que expresan receptores GPR43 y GPR41 238, El uso de probidticos
se ha correlacionado con el aumento de Bifidobacterium y con aumento de los niveles plasmaticos de
GLP-1y PYY. A nivel experimental el aumento de Bifidobacterium es capaz de modular la inflamacién en

ratones obesos aumentando la produccién de incretinas y reduciendo la permeabilidad intestinal?3® 24°,
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Figura 8. Mecanismos de control glucidico mediante la accién de microbiota intestinal del huésped

4.6. Metformina y su accidn sobre el microbioma intestinal

En los ultimos afios han surgido numerosos estudios donde se postulan la capacidad de la
metformina de modular o modificar microbiota intestinal en modelos animales y humanos. El primer
estudio con metformina fue llevado a cabo en el modelo de gusano, Caenorhabditis elegans, con
resultados favorables en la velocidad de envejecimiento. Consecuencia a su vez, de modificar el
metabolismo microbiano, lo que sugirié la posibilidad de que este farmaco afecte de manera similar en el
metabolismo y composicidn de microbiota intestinal de los mamiferos. Mds tarde, se comprobd que
exposicion a metformina puede actuar modulando la funcionalidad del microbioma modificando Ila
expresion de genes bacterianos que codifican metaloproteinas, la sintesis de LPS, la sintesis de SCFAs, el
metabolismo de azucares, nucleotidicos y de los aminoacidos. Desde entonces, la evidencia cientifica
busca esclarecer los mecanismos subyacentes por los que metformina induce efectos antihiperglicémicos

mediados por el microbioma 241,

4.6.1. Cambios en la composicidn de Microbiota Intestinal

En los ultimos afios la evidencia cientifica se ha centrado en la busqueda y compresion de la
accion metformina modulando o ejerciendo sus efectos anti-hiperglucemiantes mediante la interaccion

con el microbioma intestinal. Asi pues, hay trabajos publicados en modelos humanos, animales o in vitro
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donde se evalla el papel de metformina en el microbioma intestinal; ademas, gran parte de los hallazgos

encontrados son reproducibles en los distintos modelos con DM2%4%,

Los estudios realizados en animales con DM2 se han llevado a cabo principalmente en roedores.
Concretamente, el andlisis de 134 OTUs procedentes de muestras fecales de ratones tratados con
metformina no exhibia cambios concluyentes en la proporcién de Firmicutes y Bacteroidetes, pero si de
un enriquecimiento de la abundancia relativa de los filos Proteobacterias y Verrucomicrobia. A nivel de
género bacteriano hubo un enriquecimiento de Allobaculum, Akkermansia, Bacteroides, Blautia,
Butyricicoccus, Klebsiella, Lactobacillus, Parasutterella, Phascolaractobacterium y Provetella, mientras
que se producia una reduccion de los géneros Costridium XIVa, Flavonifractor,
Lachnospiracea_incerta_sadis, Roseburia y Clostridium XI**2. No obstante, hay otro estudio realizado en
ratones obesos que asume que metformina podria ser la causante de la disminucidn del ratio Firmicutes/
Bacteroidetes, junto con incremento de géneros Bacteroides, Butyricimonas, Parabacteroides y la
especies de Akkermansia.muciniphila®®. En lineas generales, varios estudios experimentales en modelos
murinos alimentados con una dieta rica en grasas mostraron que el tratamiento con metformina
modulaba la microbiota intestinal del huésped, es decir, lograba amortiguar la disbiosis intestinal y

241244245243 Uno de los taxones

fomentaba la aparicidn de un patrén de microbiota mds saludable
bacterianos mas implicadas o conocidas para comprender el comportamiento beneficioso de metformina
en el microbioma es la especie Akkermansia muciniphila, 1a cual se caracteriza por presentar la capacidad
de estimular y degradar la mucina a nivel intestinal 2. El aumento de la abundancia relativa del género
Akkermansia conduce a su vez, a explicar el enriquecimiento observado en algunos trabajos del filo
Verrucomicrobia, ya que son pertenecientes a dicho filo. En un estudio experimental en ratones
alimentados con dietas ricas en grasas, pero tratadas con A. muciniphila o metformina no hubo diferencias
significativas en el aumento de las células caliciformes intestinales productoras de mucina, ni en los
niveles de IL-6 ni tampoco sobre la tolerancia a la glucosa. Se postula que es muy probable que A.
muciniphila por si sola, pueda explicar parte de los efectos beneficiosos de la metformina. No obstante,
hay otros estudios que no encontraron cambios en la produccién de A muciniphila con metformina, pero
estos resultados discordantes pueden ser secundarios al analisis de microbiota intestinal procedente del
intestino delgado proximal, en vez de muestras cecales, dado que A. muciniphila se encuentra
mayormente en colén y en ciego. Finalmente, algunos estudios realizados con la transferencia de
microbiota expuesta a metformina a ratones libres de gérmenes han logrado resultados favorables en el

control del metabolismo hidrocarbonado 2*’.

En estudios realizados in vitro de la incubacién de heces en contacto con metformina se ha visto
un aumento en el crecimiento de Bifidobacterium adolescentes y A muciniphila, que ademas, aparecen
en estudios realizados en humanos?*. Sin embargo, la metformina no es capaz de enriquecer E. coli in

vitro, pese a su presencia repetida en estudios realizados en humanos 2*°.

En los estudios realizados en humanos destaca el metaanalisis multicéntrico de Forslund et al.

con datos metagendmicos elaborados en el 2015, que incluyeron a 199 pacientes con DM2, de los que se
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disponia de informacion sobre el tratamiento antidiabético y de 554 controles (no diabéticos), que

219 E| disefio principal del estudio contenia el objetivo

comprendian individuos suecos, daneses y chinos
de evaluar el efecto potencial de la dieta y los regimenes de tratamiento entre las poblaciones con DM2.
Curiosamente, los resultados arrojados por este trabajo sélo encontraron marcadas relaciones
significativas para los sujetos que tenian tratamiento con metformina. La presencia de géneros
bacterianos productores de butirato fue menor en pacientes con DM2, independientemente del
tratamiento, respecto a los controles no diabéticos. Entre las comunidades bacterianos incrementadas en
pacientes diabéticos sin metformina cabe destacar la presencia de Eubacterium, Clostridiaceae SMB53 y
la reduccién de otros géneros bacterianos como Roseburia y Subdoligranulum, lo que conlleva a una
menor proporcion total de bacterias productoras de butirato. En cambio, los pacientes con DM2 en
tratamiento con metformina si mantenian géneros bacterianos con intima relacién con la producciéon de
butirato, tales como Bifidobacterium, Prevotella, Megasphaera y Butyrivibrio. Por otro lado, el aumento
de Lactobacillus que aparecia de forma global en la poblacion con DM2 desaparece tras relacionar estas
poblaciones con sus respectivos regimenes de tratamiento?°24824°_E| estudio de los genes microbianos en
la poblacion sin metformina mostraba un enriquecimiento de genes implicados en la respuesta al estrés
oxidativo y aumento de la actividad de rutas de degradacién de ribosa, glicina y triptéfano. Por el
contrario, los genes implicados en la degradacidn de treonina, arginina y de la actividad piruvato sintasa
estaban menos representados. Las consecuencias o implicaciones de estos cambios funcionales sobre la
fisiologia del huésped son desconocidos, aunque se hipotetiza que la actividad catalasa favoreceria la
reduccién de las especies perdxido de oxigeno presentes en lumen intestinal 142219247 |3 comparacion
taxondmica de las muestras fecales de los sujetos con metformina mostraba una disminucidn de la
abundancia relativa Intestinibacter spp. en todas las cohortes y un aumento en Escherichia spp. respecto
al grupo sin metformina!®. Los efectos de la metformina sobre la abundancia de Escherichia spp. son,
probablemente, indirectos, y posiblemente, los resultados de interacciones bacterianas modulan cambios
fisioldgicos o ambientales en el intestino tras el tratamiento con metformina. Metformina podria
deteriorar el metabolismo del folato en E.coli, posiblemente, por la inhibicién de la actividad reductasa

de dihidrofolato 2*2.

Mds adelante, en 2017 se publicé un estudio randomizado cruzado en el que se administré a los
pacientes una dieta hipocaldrica acompafiada de metformina 1700mg/d o placebo. La secuenciacién de
las muestras fecales se realizé en ambos grupos, tanto antes y como después de iniciar metformina o
placebo. La toma de metformina durante dos meses inducia el aumento de 81 taxones bacterianos y se
elevaba hasta 86 taxones tras cuatro meses, mientras que en el grupo con placebo sélo mostraron
cambios en uno de los taxones bacterianos secuenciados. La mayoria de los cambios se centraron en la
presencia de bacterias pertenecientes al filo Firmicutes y Proteobacteria, ademas de reafirmar los
resultados previamente observados en el trabajo de Forslund et al, con el incremento de Escherichia spp
y la reduccidn de Intestinibacter®°. En otro ensayo clinico realizado en 27 hombres jévenes sin diabetes
metformina reducia también la abundancia de Intestinibacter spp. y Clostridium spp., mientras que

aumentd la abundancia de Escherichia/Shigella spp y Bilophila wadsworthia. La diversidad microbiana
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disminuia tan solo 24 h después de iniciar el tratamiento, lo que indicaria que metformina tiene un efecto
inmediato en la remodelacion de microbiota, y que estos cambios se acompafian con incrementos
progresivos de patdgenos oportunistas como Escherichia/Shigella spp. Estos resultados han postulado a
Escherichia spps como plausibles biomarcadores interrelacionados con los efectos adversos

251 Otros estudios con metformina sobre microbiota intestinal de

gastrointestinales de metformina
sujetos sanos también han observado modificaciones a corto plazo en las familias bacterianas

Peptostreptococcaceae y Clostridiaceae_12>2,

En otro estudio llevado a cabo en humanos el tratamiento con metformina da lugar a una mayor
abundancia relativa de la especie Akkermansia muciniphila. La poblacidén estudiada incluia a 28 sujetos
diagnosticados con diabetes, de los cuales sélo 14 tomaban metformina y se emparejaron con 84 sujetos
sin diabetes por sexo, edad e IMC. Los participantes con diabetes sin metformina tenian una mayor
abundancia relativa de Clostridiaceae 02d06 y una menor abundancia de Enterococcus casseliflavus. La
mayor abundancia de las bacterias degradantes de mucina, A. muciniphila y B. bifidum, estaban presentes
entre las muestras fecales de los usuarios de metformina, lo que sugiere que los beneficios derivados del
farmaco pueden ser secundarios al fortalecimiento de la barrera mucosa intestinal?>3. A. muciniphila
desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la integridad de la capa de mucina, lo que reduce la
translocacién de lipopolisacaridos proinflamatorios y el control del almacenamiento de grasa, el
metabolismo del tejido adiposo y la homeostasis de la glucosa. Del mismo modo, B. bifidum puede crecer
en la mucina gastrica como Unica fuente de carbono, y el andlisis del genoma bacteriano reveld que esta
bacteria puede interferir en las mucinas del huésped, lo que podria contribuir a la salud gastrointestinal

de la misma manera que A. muciniphila®®.

En la busqueda de la caracterizacion de microbiota intestinal con metformina se han realizado
otros estudios con tiempos de exposicion al farmaco diferentes, con otros farmacos asociados y con
poblaciones de distintas etnias o grados de progresién de la DM2. Especificamente, un trabajo publicado
en 2020 describia las diferencias en la composicién de microbiota intestinal de pacientes con DM2 en
tratamiento sélo con metformina (no mas de dos afios desde el inicio del farmaco) o asociado a
polifarmacia versus controles sanos o prediabéticos. Los resultados mostraron niveles inferiores de la

abundancia relativa del filos Firmicutes en el grupo de DM2 con metformina?'’.

4.6.2. Efectos metabdlicos de la metformina mediados por microbiota intestinal

En lineas generales podemos incidir que la interaccion de metformina en el microbioma
favorecerad la absorcion de glucosa intestinal, aumentara el nimero de bacterias productoras de SCFAs y
de bacterias degradadoras de mucinas, incrementa la secrecién de péptidos intestinales, mejora la
integridad de la barrera intestinal y la regulacion de la produccion de los acidos biliares. En conjunto,
todos estos mecanismos podrian participar en los efectos reductores de glucosa de la metformina y la
homeostasis del metabolismo hidrocarbonado.

La modificacién de la absorcidn de glucosa intestinal por metformina es conocida desde hace

tiempo, puesto que hay un aumento de la captacidn y la utilizacién de la glucosa en el intestino, lo que
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resulta en un aumento del lactato dentro de los enterocitos. Curiosamente, el efecto de la metformina
sobre la utilizacién de la glucosa intestinal era ya bien conocido por los radidlogos, debido a que la toma
de metformina interfiere con las imagenes por tomografia de emision de positrones. Asi pues, se traslada
a que el incremento de captacidn intestinal visualizada en estas pruebas de imagen estd mediado por el
aumento de la absorcidn de glucosa intestinal. Por otro lado, el papel del cotransportador-1 de la glucosa-
sodio (SGLT1) en el intestino proximal es fundamental para controlar la homeostasis del metabolismo
hidrocarbonado. En modelos murinos la deteccion de glucosa en el intestino delgado superior
desencadena habitualmente una via dependiente de SGLT1 para reducir la produccidn de glucosa. La
administracion de una dieta rica en grasas a los roedores reduce la deteccién de glucosa v,
consecuentemente, la expresion de SGLT1 en el intestino delgado superior. Sin embargo, con la
administracion de metformina se vuelve a restaurar la expresién de SGLT1 en el intestino delgado
superior. El aumento de la abundancia de Lactobacillus secundario a la exposicion a metformina parece
ser el agente implicado para la recuperacion del equilibrio a nivel de la absorcién de glucosa. No debemos
olvidar que metformina de liberacion retardada se conserva en gran parte en el intestino, con absorcidn
sistémica minima y es tan efectiva para reducir la glucosa en sangre como la formulacién estandar de
liberacién inmediata. En definitiva, podriamos concluir que metformina altera la absorcién y utilizacion
de la glucosa en el intestino y a nivel hepético#* 242

Los géneros bacterianos productores de SCFAs mas representativos incrementados con la
exposicion a metformina en los estudios humanos son: Akkermansia, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Prevotella, Megaphaera, Shewanella, Blautia o Butyrivibrio. En el caso de modelos ratén o rata las
bacterias productoras de butirato asociadas al tratamiento con metformina: Allobaculum, Bacteroides,
Blautia, Butyricicoccus, Lactobacillus, Akkermansia, Phascolarctobacterium, Butyricimonas, Coprococcus
y Ruminococcucus. Los SCFAs pueden ejercer efectos beneficiosos sobre los tejidos periféricos, como el
tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado, al controlar el metabolismo energético y la homeostasis

del metabolismo glucidico?**.

El filo Bacteroidetes es el que contiene mayor numero géneros bacterianos productores de
butirato y propionato, en la mayoria de los estudios realizados en modelos animales hay un
enriquecimiento de este filo, aunque estos resultados no se han podido ratificar de forma homogénea en
los estudios realizados en humanos. El aumento de los niveles de SCFAs fecales tampoco han sido
respaldados en todas las poblaciones, ya que en poblacién ndérdica no hay aumento de la produccién de
SCFAs mediado por metformina y se postula que podrian estar interferidos por la dieta o la etnia?>®. Los
cambios en la diversidad en la produccién de butirato y propionato se han atribuido parcialmente a una
mayor abundancia de Subdogranulum Variabile, un anaerobio productor de butirato. Por ello, se han
realizado estudios en busca de la relacién entre Escherichia sp, A muciniphila, S variable y Intestinobacter
bartletti en la contribucién de la creacién extracelular de SCFAs y aminodcidos 2°52>7, Ademds, se ha
postulado que A muciniphila podria interactuar con Escherichia sp favoreciendo en el huésped la
produccion de sulfuro de hidrégeno. Se trata de un compuesto con varios efectos beneficiosos tanto para

los microbios del huésped, como del intestino, mostrando propiedades antiinflamatorias; promoviendo
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la relajacién del musculo liso y accién antioxidante?*®. Como conclusién, la abundancia de bacterias
productoras de SCFAs pueden considerarse un mecanismo antidiabético regulado por metformina, pero
los mecanismos por los que metformina afecta a la composiciéon de microbiota intestinal aun no estan

esclarecidos.

Las bacterias productoras de moco aumentan después de la administracion de metformina, tales
como A. muciniphila, descrita anteriormente, podrian explicarse por la regulacidén en el nimero de células
caliciformes productoras de mucina en el intestino, lo que proporciona mas sustrato para el crecimiento
de A. muciniphila. No obstante, el uso de A. muciniphila en los humanos se ve obstaculizados por su alta
sensibilidad al oxigeno y su requisito para un medio a base de moco que es incompatible. Una proteina
especifica de la membrana externa de A. muciniphila, Amuc_1100, demostrdé que consigue en humanos
efectos beneficiosos a nivel de la barrera intestinal o de la interaccion con TLR-2. La administracién de dos
semanas de tratamiento no produjo efectos adversos indeseados, aunque la eficacia de las preparaciones
de A.muciniphila como una herramienta terapéutica potencial para la diabetes quedarian aun por
demostrar 2°32%8, Sumatoriamente, en modelos de ratones tratados con dietas ricas en grasas y
metformina se aumenta la expresién de los genes MUC2 y MUCS5 que contribuyen a aumentar los niveles
de mucina. El aumento de la expresién de MUC2 potencia la presencia de las proteinas de uniones
estrechas como la Zonulin-1 o la ocludina y se reduce la permeabilidad intestinal®*3,

El incremento de péptido intestinales como el GLP-1 con la exposicidon a metformina ha sido
estudiado en modelos de animales y humanos donde se observa un aumento de sus niveles plasmaticos
circulantes. Los efectos pleiotrépicos que ejerce el aumento de GLP1 secundario al tratamiento con
metformina en DM2 son secundarios a la inhibicién de la secrecion de glucagdn, incremento de la
secrecion de insulina en estimulo de glucosa, disminucidn del vaciamiento gastrico, reduccion del apetito
e interaccién con el eje intestino-cerebro. Los cambios en la secrecion de acidos biliares producidos por
metformina mejoran la secrecion de GLP1, sumatoriamente, en modelos murinos diabéticos se ha podido
observar que la infusion de glucosa en duodeno incrementa los niveles de GLP1 y activa a la AMPK a nivel
intestinal. Este ultimo efecto es independiente del intestino delgado proximal y actia a nivel del eje
cerebro intestino por la via receptor GLP1-PKA, se trata de un mecanismo dependiente de la activacion
de los receptores de GLP1 en las neuronas vagales aferentes secundado por la accion de metformina. No
obstante, los mecanismos que unen la activacion del AMPK vy la activaciéon de GLP1 no estan aclarados
completamente?*®,

El efecto en el PYY a nivel del metabolismo hidrocarbonado es similar a GLP1, pero son menos
pronunciados. Hay autores que correlacionan los niveles de Firmicutes y Bacteroidetes con los valores de
PYY en plasma. Datos recientes obtenidos en ratas muestran que existen diferentes poblaciones de células
L y que estas poblaciones presentan la capacidad de secretar diferentes proporciones de PYY y GLP-1.
Asimismo, metformina disminuye los niveles de GIP plasmatico (polipéptido insulinotrépico dependiente
de la glucosa) en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas y alta en sacarosa. Los niveles elevados
de GIP se asocian con intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia, y los autores encontraron que una

accion combinada de metformina y oligofructosa atenua la liberacién de GIP. Estos nuevos hallazgos
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confirman que la metformina regula fuertemente las hormonas intestinales GLP-1, PYY y GIP involucradas
en la secrecion de insulina y este mecanismo podria participar en los efectos de reduccion de la glucosa
por la metformina?®°.

La produccion de los acidos biliares es modificable por la presencia de metformina, ademas de
ser objetivo del metabolismo microbiano dentro del tracto gastrointestinal. En varios estudios realizados
en ratas diabéticas en tratamiento con metformina se cuantificaban niveles de acidos biliares plasmaticos
mas elevados. Con tan sélo un dia de administracion se lograba producir un aumento de concentracion
total de acidos biliares. Los mas notablemente incrementados fueron los niveles de 7-oxodeoxicélico y 3-
acido deshidrocdlico. En otro trabajo en modelo de ratéon donde se cuantificaron los acidos biliares
durante cuatro semanas de tratamiento hubo un aumento plasmatico de los acidos biliares totales,
primarios, secundarios y no conjugados, aunque no hubo cambios en los niveles cuantificados en heces?®
261 Metformina parece actuar indirectamente estimulando la secrecidn GLP-1 a través de alteraciones en
la reserva de 4acidos biliares. Mas concretamente, con la inhibicidn de FXR a nivel de los enterocitos se
produce una disminucion de la absorcidn ileal de los acidos biliares. El aumento de la reserva de acidos
biliares puede estimular los receptores de acidos biliares TGR5 en las células Ly la secrecién de GLP-1 102,
No obstante, el efecto modulador de glucosa mediado por FXR aun es controvertido y aun no esta
aceptado por toda la comunidad cientifica, hay trabajos publicados que tras la inactivacion de FXR da
como resultado un mejor control de la glucosa y aumento de la secrecidn de GLP-1. En ultima instancia,
los efectos moduladores del metabolismo glucidico por parte de los acidos biliares y metformina han
revelado que Bacteroides fragilis actia directamente sobre el acido glicoursodeoxicdlico (GUDCA).
Metformina inhibe la desconjugaciéon de GUDCA mediante la actividad de la hidrolasa de sales biliares
(BSH) de B. fragilis, que, a su vez, es promovida por la presencia de metformina?®?,

La integridad de la barrera intestinal se produce a través de una reduccién de la produccion de
LPS. En ratones alimentados con dietas ricas en grasas a los que se le administra metformina reducen los
niveles de LPS en plasma, probablemente, por cambios en microbiota intestinal. La administracién
exogena de LPS bloquea los efectos potenciadores de la metformina sobre el control de la glucosa y la
sefializacidn de la insulina. Estos resultados sugieren un papel de la metformina en la modulacién de los
de LPS en sangre para mejorar la sefializacién de la insulina y reducir el nivel de glucosa. Otro de los
mecanismos estudiados recientemente por dos equipos de investigacion considera que AMPK podria
desempefiar un papel en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal. Por lo tanto, la
activacion mediada por metformina de AMPK podria participar en la disminucion de la fuga de LPS desde

el intestino®* 2%,
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Figura 9. Los principales mecanismos de accién metabdlicos de metformina en el control glucidico
mediante microbiota intestinal: aumento de bacterias productoras de SFCAs, secrecién de péptidos
gastrointestinales, regulacidon de los acidos biliares, aumento de las células caliciformes, sensor de glucosa

SGLT1 y proteccién de la barrera intestinal. Tomado?®3
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1.Hipotesis

La composicion de microbiota intestinal en DM2 esta alterada, con una disminucién de la
diversidad bacteriana e incremento de agentes patégenos. El uso de metformina es capaz de inducir
modificaciones en el patron de microbiota intestinal mitigando la disbiosis intestinal. Un porcentaje
considerable de pacientes (5-25%) en tratamiento con metformina tienen alguin sintoma asociado a los
efectos adversos gastrointestinales, pero entre el 1 al 5% terminan discontinuando el tratamiento por
intolerancia gastrointestinal. En base a estos supuestos, los pacientes que no toleran la metformina

podrian presentar un perfil de microbiota pretratamiento diferente de los que la toleran.

2.0bjetivos

2.1.0bjetivo general

Evaluar si los pacientes que presentan antecedentes de efectos adversos gastrointestinales por
metformina presentan un perfil de microbiota diferente a aquellos pacientes que toleran la metformina

durante la titulacion del farmaco.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1. Describir las caracteristicas basales en composicion y funcionalidad de microbiota intestinal
de los pacientes con DM2 con antecedentes de intolerancia gastrointestinal a metformina. Comparar con
dos grupos controles: pacientes DM2 en tratamiento con metformina de larga data sin sintomatologia
digestiva asociada y grupo control con sindrome metabdlico sin diagndstico de DM2.

Objetivo 2. Comparar las diferencias en la composicién y funcionalidad de microbiota intestinal entre los
pacientes que toleran el farmaco en dosis progresivas respecto los que contindan con intolerancia

gastrointestinal de forma precoz o durante la titulacion del farmaco.

Objetivo 3. Comparar las variables clinica-analiticas de los distintos grupos de estudio durante la

reintroduccion de metformina.

Objetivo4. Determinar qué porcentaje de pacientes con historia registrada de intolerancia
gastrointestinal vuelven a discontinuar el tratamiento por intolerancia gastrointestinal con Ia

reintroduccion del farmaco a dosis progresivas.
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1. Diseiio del estudio

Estudio de intervencién prospectivo no aleatorizado donde se han reclutado pacientes con DM2
sin tratamiento con metformina debido a intolerancia gastrointestinal al farmaco. En esta poblacién a
estudio se reintroduce metformina en dosis progresivas para reevaluar si hay presencia o ausencia de
nuevos sintomas digestivos que obliguen a la discontinuacidn del tratamiento. La dosis de inicio de
metformina se establecié en 425 mg/dia, con incremento de dosis de 425 mg/dia cada dos semanas hasta
llegar a dosis de 1700gr/dia; completando 8 semanas de seguimiento. En caso de aparicién de diarreas,
nauseas, flatulencia, indigestion, vomitos y molestias abdominales de intensidad moderada o grave
durante el seguimiento del estudio se procedia a suspender el tratamiento. Se catalogaron como sintomas
gastrointestinales leves-moderados si el paciente podia controlar los sintomas sin dificultad para su rutina
diaria y se mantenia el tratamiento con metformina. Los efectos adversos gastrointestinales severos se
consideraron a la presencia de diarrea persistente asociada con otros sintomas menores en la esfera
gastrointestinal (nauseas, dispepsia, meteorismo...) tras iniciar metformina o incrementar dosis y
desaparicion de estos tras la discontinuaciéon del farmaco (grupos de pacientes con intolerancia
gastrointestinal a metformina).

Todos los participantes fueron informados verbalmente de las caracteristicas y objetivos del
estudio previamente a la firma de los formularios de consentimiento informado, participando en el
proyecto con pleno conocimiento y aceptacidon. Ademas, en la documentacion se les cedia teléfonos de
contacto para informar a los investigadores la presencia o ausencia de efectos adversos gastrointestinales
durante el seguimiento. En todos los casos se recogieron muestras basales de heces (antes de iniciar el
farmaco) en conjunto con variables clinicas-analiticas basales. Tras la reintroduccién del farmaco en la
dosis maxima tolerada (intolerancia gastrointestinal confirmada o tolerancia a metformina) se recogieron
de nuevo muestras de heces, ademas de la evaluacién de las variables clinico-analiticas. Sin embargo, en
caso de aparicion de sintomas gastrointestinales moderados/graves durante los primeros 5 dias de inicio
de metformina, con dosis de 425 mg/dia, se realizaba una Unica valoracién clinica-analitica basal en
conjunto con el andlisis de las muestras de heces basales, conformando de este modo, el grupo de estudio
que denominariamos intolerancia gastrointestinal temprana. Al grupo de pacientes reclutados en el
estudio que presentaron sintomatologia gastrointestinal con la exposicion mas prolongada de
metformina o durante la titulacién de dosis se les denomind no tolerantes. No se realizaron registro de
frecuencias de alimentos, pero todos los pacientes incluidos en el estudio recibieron educacion

diabetoldgica antes de iniciar metformina.

2. Ambito de trabajo

Los pacientes incluidos en el estudio eran DM2 atendidos en las consultas de endocrinologia del
Hospital Virgen de la Victoria. Se trata de un hospital de tercer nivel con un Centro Periférico de
Especialidades asociado. Es centro de referencia del area de la provincia de Malaga y asiste a una
poblacidn aproximada de 750000 habitantes. En estos pacientes se buscaba en la historia clinica el registro

de antecedente de intolerancia a la metformina. El seguimiento de pacientes y controles se ha llevado a
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cabo en las consultas de Endocrinologia y Nutricidon de acuerdo con la practica clinica habitual.

3. Criterios de inclusion

e Grupo de intervencidn: sujetos con edades comprendidas entre 18 a 75 afios con diagndstico de
DM2, IMC comprendido entre 18,5 kg/m2 a 40 kg/m2 y ausencia de metformina como
tratamiento antidiabético debido a antecedente intolerancia gastrointestinal al farmaco. Los
tratamientos antidiabéticos aceptados eran los grupos farmacoldégicos conformados por aGLP,
iSGLT-2, pioglitazona, iDDP4 y/o tratamiento insulinico (tanto sélo insulina basal o como terapia

bolo basal).

e Grupo control con DM2: Sujetos con edades comprendidas entre 18 a 75 afos con diagndstico
de DM2, IMC entre 18.5 kg/m2 a 40 kg/m2 en tratamiento con metformina en monoterapia o
asociada a otros tratamientos hipoglucemiantes. Los tratamientos antidiabéticos aceptados eran
los grupos farmacoldgicos conformados por aGLP, iSGLT-2, pioglitazona, iDDP4 y/o tratamiento

insulinico (tanto sélo insulina basal o como terapia bolo basal).

e Grupo control con sindrome metabdlico: Sujetos con edades comprendidas entre 18 a 75 afios
con diagndstico de sindrome metabdlico sin diagndstico de DM2 e IMC entre 18.5 kg/m2 a 40

kg/m?2.

e  Firma del consentimiento informado evaluado y aprobado por el comité de ética de nuestro

centro bajo la conformidad con la declaracion de Helsinki (Anexo |)

4. Criterios de exclusion

e Todos los pacientes con diagndstico de diabetes mellitus tipo 1, diabetes MODY o diabetes
LADA.

e Alcoholismo.

o Alergia a metformina.

e Tratamiento concomitante con bloqueadores del receptor H2

e |nsuficiencia renal con eGFR < 60 ml/min

e Eluso de tratamiento antibidtico de forma concomitante tres meses antes de la inclusion al
estudio.

e Latoma de probidticos o laxantes que puedan modificar microbiota de los pacientes
seleccionados.

e Insuficiencia hepatica aguda.

e Insuficiencia cardiaca aguda descompensada.

e Enfermedad inflamatoria intestinal

e Cirugia gastrointestinal (apendicectomia) con una data inferior a tres meses previo a la
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inclusion.

e Ninguno de los pacientes incluidos fueron tratados con farmacos que se sabe que afectan la
farmacocinética de la metformina in vivo: acarbosa, cefalexina cimetidina, dolutegravir,
pirametamina; ranolazine,trimethoprim e inhibidores de la tirosina quinasa

e Revocacidn del consentimiento informado.

5. Tamaio muestral

Dada la naturaleza exploratoria de este estudio (no hay estudios previos disponibles en alfabetizacion
acerca de la literatura que evalle las diferencias en microbiota intestinal entre pacientes intolerantes a
metformina versus tolerantes), no se realizd una estimacién del tamafio de la muestra a priori. Sin
embargo, suponiendo que la poblacion de nuestro estudio ya habia presentado intolerancia
gastrointestinal la incidencia de intolerancia gastrointestinal podria ascender o alcanzar la mitad de los
pacientes reclutados. Consideramos que una muestra de 40 pacientes nos permitiria visualizar diferencias
preliminares entre los grupos con tolerancia versus intolerancia a metformina. Asi pues, se reclutaron un
total de 40 pacientes como poblacién control del estudio: 20 controles con DM2 en tratamiento con

metformina y 20 controles con sindrome metabdlico.

6. Variables del estudio

6.1.Variable principal

e Analisis de las muestras de heces basales y finales

6.2.Variables clinico-demograficas

e Edad

e Sexo

e Alergias medicamentosas

e Afos de evolucion de la diabetes

e Antecedentes de habitos toxicos y de hipertension arterial

e Complicaciones crdnicas de la diabetes

e Tratamiento habitual (nimero de antidiabéticos orales y uso o no de terapia insulinica)

e Talla(m)

e Peso (Kg)

80

—
| —



e indice de masa corporal (IMC): peso (Kg)/talla (m)2
e Circunferencia abdominal y circunferencia de cadera (cm)

e Presion arterial sistdlica y diastélica. Las mediciones de la presidn arterial se tomaron tras cinco
minutos de reposo, con el paciente sentado y con el brazo derecho colocado a la altura del

corazon, (esfigmomandmetro aneroide ELKA®).

6.3. Variables analiticas

Tras un ayuno nocturno minimo de 8 horas, se obtendran muestras sanguineas basales (8:00
horas) de la vena anterocubital, ubicadas en tubos vacuette®, para la determinacién de glucosa, HbAlc,
creatinina, urea, filtrado glomerular, colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicéridos y funcion hepatica. Para
la extraccidon de bioquimica basica se usaron tubos vacuette® 9ml (Z Serum Clot Activator), para la

determinacion de glucemia tubos vacuette® 4 ml (FX Sodium Fluoride/Potassium Oxalate).

e  Glucosa (mg/dl): se determina en suero mediante el método hexoquinasa en un auto analizador
Dimension Vista (Siemens AG). El intervalo de referencia para sujetos sanos es 70-110 mg/dl.

e Creatinina (mg/dl): se determina en suero mediante método picrato alcalino cinético en un
autoanalizador Dimension Vista (Siemens AG). El intervalo de referencia para sujetos sanos es
0.5-1.3 mg/dl.

e Colesterol total, HDL-c y LDL-c (mg/dl): se determinan en suero mediante método colesterol
oxidasa-esterasa-peroxidasa en un autoanalizador Dimension Vista (Siemens AG). Los niveles de
colesterol LDL se calcularon segun la ecuacion de Friedewald. Los intervalos de referencia para
sujetos sanos son 136-270, 32-77 y 74-176 mg/dl, respectivamente

e Triglicéridoss (mg/dl): se determinan en suero mediante método punto final bicromatico en un
autoanalizador Dimension Vista (Siemens AG). El intervalo de referencia para sujetos sanos es
30-200 mg/dl.

e GOT, GPT y GGT (UI/L): se determinan en suero mediante método UV (ultra violeta) P5P para
GOT y GPT y método glutamil carboxi nitroanilida para GGT, en un autoanalizador Dimension
Vista (Siemens AG). Los intervalos de referencia para sujetos sanos son 10-37, 12-78 y 3-35 UI/L
para mujeres y 15-45, 12-78 y 9-69 Ul/L para hombres, respectivamente.

e HbAlc (%): se determina en sangre total con EDTA como anticoagulante mediante el método
HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) en un autoanalizador Variant Turbo de Bio-Rad.
El intervalo de referencia para sujetos sanos es <5.7%.

e PCR (mg/dl): se determina en suero mediante el método de inmunonefelometria en un
autoanalizador Dimension Vista (Siemens AG). El intervalo de referencia para sujetos sanos es

3.1- 5.0 mg/dl.
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6.4 Analisis bioinformatico

Se recolectaron muestras fecales y se almacenaron inmediatamente a - 80 ° C hasta su analisis.
La extraccidon de ADN de las heces se realizé con el kit QlAamp DNA stool Mini (Qiagen, Hilden, Alemania)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de ADN se determinaron por
absorbancia a 260 nm (A260) y la pureza determinando la relacién A260 / A280 con un espectrofotémetro
Nanodrop (Nanodrop Technologies). Las secuencias del gen ribosdmico 16S rRNA se amplificaron a partir
de ADN utilizando el kit 16S Metagenomics Kit (Thermo Fisher Scientific, Italia). El kit incluye dos primeros
conjuntos que amplifican selectivamente las regiones hipervariables correspondientes de la regién 16S
en bacterias: conjunto V2—4-8 y conjunto V3-6, 7-9. Las bibliotecas se crearon utilizando el kit de
biblioteca de fragmentos lon Plus (Thermo Fisher Scientific). Se agregaron cédigos de barras a cada
muestra utilizando el kit de adaptadores de cddigos de barras lon Xpress (Thermo Fisher Scientific). La
PCR en emulsidn y la secuenciacion de las bibliotecas de amplicones se realizaron en un chip lon 530 (lon
530TM Chip Kit) utilizando el sistema lon Torrent S5TM y el lon 510 / 520TM / 530TM Kit-Chef (Thermo
Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la secuenciacidn, las lecturas
de las secuencias individuales se filtraron utilizando lon Reporter Software V4.0 para eliminar las
secuencias policlonales y de baja calidad. Las secuencias que cumplen con nuestros estandares de calidad
se tradujeron en variantes de secuencia de amplicones (ASV) utilizando DADA2 con parametros adaptados
para los datos de lon Torrent dentro del paquete de analisis de microbioma QIIME2 “ Quantitative Insights
Into Microbial Ecology”, que también se utilizard para el analisis de diversidad con el complemento de
diversidad. El analisis taxondomico se evalué mediante el ARNr 16S, la creacion de perfiles dentro de la
herramienta lon Reporter (lon Reporter Software 5.12, Thermo fFisher), la agrupacidn con la base de
referencia Greengenes version 13_5 al 99% de identidad y la biblioteca de referencia seleccionada
MicroSEQ® 16S V2013.1 . Las tablas de caracteristicas en los diferentes niveles de taxones se introdujeron
dentro de la herramienta basada en la web MicrobiomeAnalyst tool, donde se realizaron los pasos de
normalizacién y filtrado de datos. Los analisis de abundancia diferencial se evaluaron con LEfSe dentro de
MicrobiomeAnalyst con los pardmetros predeterminados del desarrollador. Se utilizé el complemento
Investigacidon filogenética de comunidades mediante la reconstruccién de estados no observados
(PICRUSt2) para predecir la funcion del metagenoma dentro de QIIME2. Las vias MetaCyc se normalizaron

dentro de QIIME2 y se analizaron después con STAMP .

6.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de las variables clinico-analiticas se realizé en el programa SPSS
(versidn 22.0.0, para Windows; SPSS Ibérica, Espafia). Asi pues, se utilizaron la prueba de Wilcoxon por
pares para diferenciar entre dentro del mismo grupo, y la prueba de Kruskal-Wallis con la prueba post hoc
de Bonferroni para distinguir entre los tres grupos diferentes. La evaluacién de las diferencias entre las
variables cualitativas se realizd con la prueba de Chi-cuadrado o exacta de Fisher. Para el andlisis de
microbiota, las diferencias de diversidad beta se establecieron con las distancias UniFrac seguidas de la
prueba de analisis de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) utilizando 999 permutaciones

en QIIME?2. Para el andlisis de diversidad alfa, se utilizaron pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney
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U o Kruskal-Wallis para encontrar diferencias entre los indices: una serie de ASV observados para la
riqueza, el indice de Pileau para la uniformidad v, finalmente, el indice de Shannon y indice de diversidad
filogenética de Faith. La abundancia diferencial en cada nivel taxonédmico se evalué con un tamafio de
efecto de analisis discriminante lineal (LEfSe). Especificamente, primero usamos la prueba de rango de
suma de Kruskal Wallis para detectar caracteristicas con abundancia diferencial significativa con respecto
a la clase de interés. La consistencia bioldgica es posteriormente evaluada usando la prueba de suma de
rangos de Wilcoxon (no emparejada). Como ultimo paso, LEfSe utiliza LDA score para estimar el tamafio
del efecto de cada caracteristica diferencialmente abundante. Los taxas que se consideraron con
diferencias estadisticamente significativas entre grupos se determinaron con p-valor <0,05 y valores LDA
score 2. Por otro lado, las abundancias de las vias metabdlicas de Metacyc (base de datos de enzimas y
vias metabdlicas aclaradas experimentalmente) entre los grupos de estudio fueron inferidas con PICRUSt
(Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserve States), para seguidamente
ser identificadas dentro de STAMP mediante la prueba H de Kruskal-Wallis, la prueba t de Welch o prueba
Wilcoxon signed test, seguin el momento y los grupos evaluados. Se utilizé el p valor <0,05 en el analisis
longitudinal o transversal en la poblacién de intervencién para definir diferencias. En el analisis transversal
con los grupos de control se consideraron diferencias significativas las vias metabdlicas que alcanzaron p
valor <0,005. En cambio, para definir diferencias estadisticamente significativas en el analisis de las vias
por pares dentro de la poblacién de intervencion definimos p valor <0,10. Por ultimo, se desarrollé un
analisis adicional de diferencias por pares con taxones y vias de interés mediante el uso del complemento

longitudinal en QIIME2.

6.7. Plan de trabajo

El plan de trabajo se dividié en una valoracion basal; contacto telefénico cada 2 semanas con la
poblacidn reclutada para determinar si habia presencia de sintomas gastrointestinales tras inicio de

metformina; o hasta cumplimentar 60 dias, en caso de tolerancia a dosis de 1700mg/dia.

e Valoracién basal: Informacion sobre el estudio y obtencién del consentimiento. Anamnesis.
Tomas de variables y muestras bioldgicas. Educacidn diabetoldgica. Asignacion terapéutica: se
inicid el tratamiento con metformina 425mg/dia y se aumentd en dosis progresivas segun
tolerancia en aquellos sujetos con antecedentes de sintomas gastrointestinales con el uso del
farmaco.

e Valoracion final: Tras los 60 dias donde se iba escalando la dosis de metformina iniciando con
medio comprimido de 850 mg y aumentando cada 2 semanas hasta llegar a 1700mg/dia o en el

momento en que los sintomas gastrointestinales impidieran continuar con el tratamiento
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1. Caracteristicas generales de la poblacién a estudio

Pablacidn reclutada (n: 40)

Excluidos (n: 5)

Metformina se administraba con una dosis de 425
mg/dia cada dos semanas hasta alcanzar 1700
mg/dia o hasta |a aparicién de sintomas
gastrointestinales.

Intolerantes precoces a metformina Intolerantes a metformina durante |a progresion Tolerancia ga;trointestinal a;}etformina con
n:15) de dosis osis 1700 mg/dia
(n:10) (n:10)
Muestras de sangre y heces basales{n:10 .
Muestras de sangre y heces basales [n:L5) grey (n:10) Muestras de sangre y heces basales(n:10)
Muestras de sangre y heces finales [n: 10) Muestras de sangre y heces finales (n: 10)

Figura 10. Diagrama de flujo del estudio de intervencién

Se incluyeron un total de 40 pacientes DM2 con antecedentes de intolerancia gastrointestinal a
metformina con el objetivo de introducirla de nuevo en dosis crecientes. Al final de la intervencién, una
vez eliminadas las pérdidas del estudio, obtuvimos a 25 pacientes con intolerancia a metformina
confirmada. Solo 10 pacientes pudieron progresar hasta la dosis de metformina 1700mg/d, por lo cual a
este grupo se los clasificd en falsos intolerantes o tolerantes a metformina (TOL). Por otro lado, se
dividieron a los intolerantes a metformina en dos subgrupos segun la inmediatez de los sintomas
gastrointestinales. Si los sintomas gastrointestinales severos comenzaron con las dosis iniciales durante
los primeros cinco dias se clasificaron como intolerantes a precoces o tempranos a metformina (INT), se
incluyeron 15 pacientes en este grupo. Sin embargo, si toleraron la dosis inicial de 425 mg/dia, pero no
progresaron hasta la dosis de 1700 mg/dia por apariciéon de sintomas compatibles con intolerancia
gastrointestinal se clasificaron en el grupo intolerantes a metformina durante la titulacién o progresién
de dosis (NOTOL) y conformaron una poblacion de 10 pacientes. Se incluyeron 6 pacientes con
intolerancia gastrointestinal a la metformina al iniciar la dosis de 850mg/dia, 3 pacientes que
discontinuaron al alcanzar la dosis de 1275 mg/dia y uno solo paciente tuvo que discontinuar el farmaco
con la dosis de 1700 mg/dia. En los subgrupos de pacientes TOL y NOTOL se tomaron muestras de sangre
y de microbiota intestinal tanto antes de iniciar el farmaco (visita basal) como al finalizar la titulacién de
dosis (visita final). En el subgrupo de INT solo recogimos muestras de sangre y microbiota basal
hipotetizando que no habria suficiente exposicion al tratamiento con metformina como para visualizar

diferencias significativas.
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1.1. Variables cualitativas

TOL INT NOTOL P P P
Visita basal

(1) (2) (3) (1-2) (1-3) (2-3)
n 10 15 10
Sexo(M/H) 5/5 11/4 8/2 0,397 0,355 1
Habito tabaquico(%)
No Fumador 80(8) 86,7(13) 70(7)
Exfumador 10(1) 6,7(1) 0 0,906 | 0,233 | 0,233
Fumador 10(1) 6,7(1) 30(3)
Hipertension arterial (%)
No 90(9) 53 (8) 70(7) 0,088 | 0,528 | 0,678
Si 10 (1) 47(7) 30(3)
Retinopatia diabética (%)
No 80(8) 80(12) 90(9) 1 1 0,626
Si 20(2) 20 (3) 10(1)
Nefropatia diabética (%)
No 70(7) 86,7 (13) | 100(10) | 0,358 | 0,218 | 0,500
Si 30 (3) 13,3 (2) 0

Tabla 5. Diferencias en las variables clinicas cualitativas entre los grupos de pacientes tolerantes a
metformina (TOL), intolerantes precoces a metformina (INT) e intolerantes a metformina durante la
progresion de dosis (NOTOL).

La evaluacion de las diferencias entre las variables cualitativas entre los grupos de estudio mediante la

prueba de Chi-cuadrado o exacta de Fisher no obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
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Visita basal TOL INTy NOTOL P
n 10 25
Sexo(M/H) 5/5 19/6 0,138
Habito tabaquico(%)
No Fumador 80(8) 80(20)
Exfumador 10(1) 4(1)
0,73
Fumador 10(1) 16(4)
Hipertension arterial (%)
No 90(9) 60(15)
0,12
Si 10 (1) 40(10)
Retinopatia diabética (%)
No 80(8) 84(21)
1
Si 20(2) 16(4)
Nefropatia diabética (%)
No 70(7) 92 (23)
0,128
Si 30 (3) 8(2)

Tabla 6. Diferencias en las variables clinicas cualitativas entre los grupos de pacientes tolerantes a
metformina (TOL) respecto al conjunto total de pacientes incluidos como intolerantes a metformina (INT
y NOTOL).

La evaluacion de las diferencias entre las variables cualitativas entre los grupos de estudio mediante la

prueba de Chi-cuadrado o exacta de Fisher no obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
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TOL INT NOTOL P P P P
Visita basal

(1) (2) 3) (1-2) | (1-3) | (2-3) | (1-2-3)
n 10 15 10
aGLP1(%)
Si 40(4) 40(6) 40(4) 1 1 0,69 | 0,86
No 60(6) 60(9) 60(6)
Glinidas (%)
Si 20(2) 0 10(1) 1 0,1 |0345| 0,15
No 80(8) 100(15) 90(9)
Glitazonas (%)
Si 0(0) 6,7(1) 0(0) 0,53 1 0,53 | 0,33
No 100(10) 93,3(14) 100(10)
iDPP4 (%)
Si 20(2) 26,7(4) 20(2) 0,628 | 0,667 | 0,86 0,57
No 80(8) 73,3(11) 80(8)
Insulina (%)
Si 50(5) 40(6) 30(3) 0,65 0,65 0,7 0,71
No 50(5) 60(9) 70(7)
iSGLT2 (%)
Si 20(2) 40(6) 40(4) 0,628 | 0,402 | 0,69 0,62
No 80(8) 60(9) 60(6)
Sulfonilureas (%)
Si 40(4) 26,7(4) 40(4) 1 1 0,7 0,11
No 60(6) 73,3(11) 60(6)
Numero ADO (%)
Ninguno 10(1) 13,3(2) 30(3)
Uno 50(5) 46,7(7) 50(5) 0,307 | 0,807 | 0,26 0,46
Dos 40(4) 33,3(5) 20(2)
Tres 0(0) 6,7 (1) 0(0)

ADOs: antidiabéticos orales

Tabla 7. Diferencias en los tratamientos antidiabéticos entre los grupos de pacientes tolerantes a
metformina (TOL), intolerantes precoces a metformina (INT) e intolerantes a metformina durante la
progresion de dosis (NOTOL).

La evaluacion de las diferencias en la distribucidn de antidiabéticos entre los grupos de estudio mediante

la prueba de Chi-cuadrado o exacta de Fisher no obtuvo diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05)
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TOL INT y NOTOL
Visita basal P
n 10 25
aGLP1(%)
Si 40(4) 40(10) 1
No 60(6) 60(15)
Glinidas(%)
Si 20(2) 4(1)
No 80(8) 96 (24) 0,19
Glitazonas(%)
Si 0(0) 4(1) 1
No 100(10) 96(24)
iDPP4(%)
Si 20(2) 26,7 0,686
No 80(8) 83,3
Insulina (%)
Si 50(5) 36(9) 0,474
No 50(5) 64(16)
iSGLT2(%)
Si 20(2) 40(10) 0,432
No 80(8) 60(15)
Sulfonilureas (%)
Si 40(4) 40(10) 1
No 60(6) 60(15)
Numero de ADOs (%)
Ninguno 10(10) 8(2)
Uno 50(5) 40(10) 0,847
Dos 30(3) 40(10)
Tres 0(0) 12(3)

ADOs: antidiabéticos orales

Tabla 8. Diferencias en los tratamientos antidiabéticos entre los grupos de pacientes tolerantes a
metformina (TOL) respecto al conjunto total de pacientes incluidos como intolerantes a metformina

La evaluacion de las diferencias en la distribucion de antidiabéticos entre los grupos de estudio mediante

la prueba de Chi-cuadrado o exacta de Fisher no obtuvo diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05)
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1.2. Variables cuantitativas

TOL INT NOTOL P P P P
Visita basal (1) (2) (3) (1-2) | (1-3) | (2-3) | (1-2-3)
Media+SD Media+SD Media+SD

n 10 15 10

Edad(afios) 63,8+11,05 61,9318,09 63,6+13,72 | 0,605 1 0,461 | 0,74
Evolucién(afios) 13,8+10,43 10,5348,77 11,445,17 0,912 | 0,912 | 0,531 | 0,65
Peso(kg) 80,5918,8 81,75+21,08 | 84,75+13,78 | 0,807 | 0,481 | 0,849 | 0,77
IMC (kg/m2) 30,244,10 31,647,81 33.84,76 0,849 | 0,063 | 0,495 | 0,67
Cintura(cm) 105,25+9,168 | 106,37+19,35 | 109,95+10,46 | 0,807 | 0,436 | 0,723 0,2
Cadera(cm) 109,95+10,237 | 126,07+21,57 | 117,6+8,17 | 0,683 | 0,105 | 0,397 | 0,57
PAS (mmHg) 141,6+22,27 142,73+29,97 | 124,4+ 15,82 | 0,144 | 0,105 | 0,807 0,75
PAD (mmHg) 72,7518,9 70,1+14,12 69,79,55 0,605 | 0,436 | 0,935 | 0,77

SD: Desviacion estandar
PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastdlica.

Evolucién: Tiempo desde el diagndstico de DM hasta la inclusidn del estudio.

Tabla 9. Variables clinico-antropométricas recogidas en la visita basal. Comparacion entre los grupos de
pacientes catalogados durante el estudio de intervencién como tolerantes a metformina (TOL),
intolerancia temprana a metformina (INT) e intolerantes a metformina durante la progresién de dosis del
farmaco (NOTOL).

En el analisis no paramétrico de los grupos por parejas dos a dos (test U- Mann Whitney) o los tres
subgrupos de estudio (test Krusakal-Wallis) no hubo diferencias estadisticamente significativas en las

variables clinico-antropométricas analizadas (p<0,05).
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NOTOL TOL P P P
V. Basal (A)- V. Final (B) V. Basal (C)-V. Final (D) A-B B-D C-D
Media+SD MediazSD Media+SD MediazSD

n 10 10 10 10
Peso (kg) 80,5918,8 80,4718,52 84,75+13,78  84,55+14,31 | 0,767 | 0,579 | 0,760
IMC (kg/m2) 30,244,10 30,34%4,19 33.844,76 33,53#5,19 | 0,674 | 0,123 | 0,721
Cintura (cm) | 105,2549,168  104,5+11,71 | 109,95+10,46 108,4+11,65 | 0,207 | 0,529 | 0,601
Cadera (cm) | 109,95+10,237 110,15+11,43 | 117,648,17  116,4+10,07 | 0,27 | 0,315 | 0,67
PAS (mmHg) 141,6+22,27 138,55+24,62 | 124,4+ 15,82 130+12,89 | 0,161 | 0,218 | 0,241
PAD (mmHg) 72,7518,9 73,149,93 69,79,55 78,15+£11,46 | 0,092 | 0,796 | 0,813

SD: Desviacién estandar
PAS: Presion arterial sistélica; PAD: Presion arterial diastdlica.

Tabla 10. Comparacion de las variables analiticas en el analisis longitudinal de los grupos tolerante a
metformina (TOL) versus intolerante durante la progresién de dosis (NOTOL) y comparacion del punto
final entre ambos grupos.

En el andlisis no paramétrico de los grupos de forma longitudinal no hubo diferencias estadisticamente

significativas(p<0,05) en las variables analiticas analizadas (test Wilcoxon) y ni tampoco se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre grupos en la visita final (test U- Mann Whitney)
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Visita basal TOL INT NOTOL P P P P
(1) (2) 3) (1-2) | (1-3) | (2-3) | (1-2-3)
Media+SD Media+SD MediazSD

n 10 15 10

Glucosa(mg/dl) 148,2+44,13 | 142,73+29,97 | 159,5+45,53 | 0,605 | 0,579 | 0,723 | 0,88
Cr(mg/dl) 0,89+0,187 0,85+0,23 1,1+0,47 0,723 | 0,393 | 0,144 | 0,33
Urea (mg/dl) 39,2+10,18 40,8+14,31 55,5¢26.81 | 0,807 | 0,218 | 0,196 | 0,56
FG (ml/min) 60,7+13,59 | 61,59+15,23 55,8617,5 0,978 | 0,481 | 0,461 | 0,69
GOT(UI/L) 26,415,94 24,0746,19 21,4+3,37 0,397 | 0,063 | 0,216 | 0,55
GPT(UI/L) 44,248,127 34,33+9,98° 28,8+6,8%° 0,026 | 0,000 | 0,16 0,004
GGT(UI/L) 47,2422,74 | 38,47+47,89 31,6+21,44 | 0,08 | 0,143 | 0,605 | 0,16
TG (mg/dl) 145,3+95,04 | 187,47492,83 | 200,4+119,15 | 0,177 | 0,280 | 0,280 | 0,35
Colesterol(mg/dl) | 178,9+24,46 | 186,13+44,06 | 162,3+42,21 | 0,461 | 0,436 | 0,177 | 0,34
LDL (mg/dl) 96,26+13,9 | 98,16+37,09 80,74+32,3 | 0,849 | 0,315 | 0,177 | 0,92
HDL (mg/dI) 53,5+10,4 50,4+15,22 46,7+8,96 0,495 | 0,105 | 0,723 | 0,38
Hb1Ac (%) 7,350,89 7,5410,93 7,43+0,64 0,605 | 0,912 | 0,892 | 0,91

SD: Desviacion estandar.

GOT: aspartato aminotransferasa; GPT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa; Cr:
creatinina, FG: filtrado glomerular; TG: triglicéridos; HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL:
lipoproteinas de baja densidad.

El p-valor se basoé en el test de U -Mann Whitney en la comparacion a dos grupos y la prueba de Kruskall
Wallis en para la comparacion entre los tres grupos con analisis post hoc de Bonferrroni. Letras diferentes
en una misma fila indican diferencias entre grupos con una p<0.05

Tabla 11. Variables analiticas recogidas en la visita basal. Comparacién entre los grupos de pacientes
catalogados durante el estudio de intervencidn como tolerantes a metformina (TOL), intolerancia
temprana a metformina (INT) e intolerantes a metformina durante la progresién de dosis del farmaco
(NOTOL).

En la comparacion a tres grupos solo se observaron diferencias a nivel de los valores de GPT, que fueron
significativamente superiores en el grupo TOL (44,2+8,12 vs 34,33+9,98 vs 28,8+6,8 Ul, p= 0,004). Las
diferencias se mantuvieron en el analisis por parejas entre TOL vs INT o TOL vs NOTOL (p=0,026 y p=0,00),

sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las muestras de los dos subgrupos de

intolerantes a metformina (p=0,16)
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NOTOL TOL P P P
V.Basal (A)-V. Final(B) V. Basal (C-)V. Final (D) A-B B-D c-D
Media+SD MediatSD MediazSD MediatSD

n 10 10 10 10

Glucosa(mg/dl) 159,5+45,53  149,22+28,36 | 148,2+44,13 130,7+28,03 | 0,788 | 0,278 | 0,126
Cr(mg/dl) 1,1+0,47 1,04+0,34 0,89+0,187 0,8510,21 1 0,815 | 0,172
Urea (mg/dl) 55,5+26,81 42418 39,2+10,18 42+12,89 | 0,116 | 0,529 | 0,105
FG (ml/min) 55,86+7,5 62,14+7 60,7+13,59 53,0x17,3 | 0,163 1 0,161
GOT(UI/L) 21,443,37 24,33+1,78 26,415,94 28,4+13,47 | 0,075 | 0,666 | 0,724
GPT(UI/L) 28,816,8 27,33+7,48 44,2+8,12 44,3+18,89 | 0,916 | 0,035 | 0,859
GGT(UI/L) 31,6121,44 31,78%20,22 47,2+22,74 43+28,7 0,462 | 0,400 | 0,455
TG (mg/dl) 200,4+119,15  188,11+103 153+95,7 145,3+95,04 | 0,866 | 0,400 | 0,386
Colesterol(mg/dl) | 162,3+42,21  175,56+49,5 | 178,9+24,46 168,3+27,78 | 0,018 | 0,661 | 0,169
LDL (mg/dl) 80,74432,3 86,76139,86 | 96,26+13,9  84,6+21,65 | 0,043 | 0,968 | 0,032
HDL (mg/dI) 46,718,96 41,8+15,96 53,5+10,4 53+17,3 0,353 | 0,278 | 0,475
Hb1Ac (%) 7,43+0,64 7,3810,43 7,350,89 7,12+0,78 | 0,833 | 0,549 | 0,495

SD: Desviacion estandar

El p-valor se basd en la prueba de U -Mann Whitney en la comparacidn a dos grupos y la prueba de
Wilcoxon para las comparaciones en el mismo grupo. El valor p<0,05 indica diferencias estadisticamente
significativas entre grupos.

Tabla 12. Comparacién entre las variables analiticas basales y finales de los grupos TOL e intolerantes que
si superaron dosis minimas del farmaco (A-B y C-D).

El grupo de pacientes con tolerancia metformina en el analisis longitudinal de las variables analiticas solo
mostraron cambios estadisticamente significativos en el metabolismo lipidico (LDL basal 96,26+13,9
mg/dl vs LDL final 84,6+21,65 mg/dl, p=0,035). Sin embargo, en el metabolismo glucidico los valores
medios de glucemia media en ayunas y Hb1Ac se muestran menores en la extraccidén sanguinea final
respecto a visita inicial sin ser estadisticamente significativos. En el grupo de intolerantes a metformina
que si toleraron dosis minimas del farmaco y finalizaron el estudio con extraccidn sanguinea y muestras
de heces finales se observan también cambios en el metabolismo lipidico presentando niveles superiores
en la visita final (LDL basal 80,74+32,3 mg/dl vs LDL final 86,76+39,86 mg/dl y colesterol total basal
162,3+42,21 mg/dl vs colesterol total final 175,56%49,5 mg/dl). En este grupo tampoco se observan
cambios en metabolismo glucidico debido a que las dosis toleradas a metformina o la discontinuacién del
farmaco impidieron la accion terapéutica del farmaco. Por dltimo, al visualizar la presencia de cambios
en las variables analiticas en visita final de ambos grupos se vuelven a observar niveles superiores de GPT
entre los tolerantes versus a los dos subgrupos de pacientes con intolerancia a metformina (GPT

27,33+7,48 Ui vs GPT 44,3+18,89, p=0,035).

93

—
| —



2. Comparacion de variables clinicas-analiticas entre todos los intolerantes a
metformina y los grupos controles: diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con
metformina y controles sin diabetes.

Intolerantes a DM2 con Controles sin
metformina metformina diabetes P
Media+SD MediazSD Media+SD
n 25 20 20
Hombre (%) 24(6) 50(10) 50(10) 0,115
Mujer(%) 76(19) 50(10) 50(10)
Peso(kg) 82,95+18,24 92,81+14,7 90,295+11,27 0,214
IMC (kg/m2) 32,48+6,73 34,38+2,79 32,9843,2 0,4
Cintura(cm) 107,8+16,1 114,8+8,86 112+7,22 0,291
Cadera(cm) 114,16+13,47 115,99+8,16 112,07+7,22 0,217
PAS (mmHg) 125,4+19,13° 139+22,12% 140,9+14° 0,03
PAD (mmHg) 77,48%+12,12 72,4518,9 77,05+9,53 0,121

SD: Desviacion estandar.
PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastdlica.

El p-valor en las variables cuantitativas se basé en la prueba de Kruskall Wallis o ANOVA de un factor segun
normalidad y homogeneidad de las varianzas de las variables con analisis post hoc de Bonferrroni. Letras
diferentes en una misma fila indican diferencias entre grupos con una p<0.05. En la variable sexo se utilizé
test Chi-cuadrado.

Tabla 13. Comparacion de variables clinico-antropométricas entre todos los pacientes intolerantes a
metformina respecto a los grupos controles.

Las cifras de PAS fueron numéricamente diferentes entre los tres grupos (p=0,03) y en el andlisis post-hoc
el grupo control presentaba valores medios mayores respecto a los pacientes con intolerancia a

metformina (140,9+14 mmHg vs 125,4+ 19,13 mmHg)
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Intolerancia a DM2 con Controles sin 0
metformina metformina diabetes
MediatSD MediatSD MediatSD

n 25 20 20

Glucosa(mg/dl) 149,44+437° 127,65+ 28,75° 101,9+8,7° 0,000
Cr(mg/dl) 0,95+0,36 0,8+ 0,26 0,850,185 0,492
Urea (mg/dl) 46,68+21,05 42,55%10,65 35,15+8,42 0,101
FG (ml/min) 59,30+ 2,8 50,94+49,56 67,0212,84 0,33
GOT(UI/L) 2345,33° 18,614,91° 21,748,74% 0,022
GPT(UI/L) 32,1249,11 31,15£11,26 32,7¢14,92 0,839
GGT(UI/L) 35,7239 50,2+108 59,4168,45 0,054
TG (mg/dl) 192,64+101,95% 135,5+52,53? 201+88° 0,016
Colesterol(mg/dI) 176,6% 44,07 181,75+36,147° 215+34,63° 0,003
LDL (mg/dI) 91,19435,54° 105£32,7° 131,55432,28" 0,003
HDL (mg/dl) 48,92+12,98 49,6+12,45 45,46110,76 0,57
Hb1Ac (%) 7,54+0,87° 6,810,87° 5,57+0,269" 0,000

SD: Desviacién estandar

GOT: aspartato aminotransferasa; GPT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa; Cr:
creatinina, FG: filtrado glomerular; TG: triglicéridos; HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL:
lipoproteinas de baja densidad

El p-valor se basé en la prueba de Kruskall Wallis o ANOVA de un factor segiin normalidad y homogeneidad
de las varianzas de las variables con analisis post hoc de Bonferrroni. Letras diferentes en una misma fila
indican diferencias entre grupos con una p<0.05

Tabla 14. Comparacién de variables analiticas entre todos los pacientes intolerantes a metformina
respecto a los grupos controles.

El metabolismo hidrocarbonado presenta diferencias significativas con valores medios mayores en
glucemia plasmatica en ayunas entre los dos grupos con diabetes (intolerantes y diabéticos con
metformina) respecto al grupo control (149,444 mg/dl vs 127,65+ 28,75 mg/dl vs 101,9+8,7 mg/dI,
p=0,000). Los niveles de Hb1Ac también se muestran significativamente mayores respecto al grupo
control (7,54+0,87% vs 6,81+0,87% vs 5,57+0,269 %, p=0,000). En el metabolismo lipidico el grupo
diabéticos con metformina y el grupo de intolerantes a metformina presentan valores significativamente
mas bajos de colesterol total (176,6+44,07 mg/dl vs 181,75+36,147 vs 215+34,63 mg/dl|, p=0,003) y LDL
(91,19+435,54 mg/dl vs 105+32,7mg/dl vs131,55+32,2 mg/dl, p=0,003), respecto al grupo control sin

diabetes. Sin embargo, los niveles de TG se mostraron inferiores en el grupo con metformina respecto al
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grupo control (192,64+101,95 mg/dl vs 135,5+52,53 mg/dl vs 201488 mg/dl, p=0,016). Por ultimo, a nivel
del metabolismo hepatico los niveles medios de GOT difieren entre los grupos. Los valores medios son
numéricamente mayores y estadisticamente significativos entre los intolerantes a metformina sobre los

diabéticos con metformina (23+5,33 vs Ul 18,6+4,91vsUl 21,7+8,74Ul, p = 0,022).

3.Diferencias basales en microbiota intestinal segliin tolerancia a metformina en el
estudio de intervencion: tolerantes a metformina, intolerancia gastrointestinal precoz
a metformina e intolerantes a metformina durante la progresién de dosis

3.1 Filos
Comparativa de Filos
. . 0,08%
p__Verrucomicrobia 0.11%
0,08%

p__Proteobacteria

. 0,04%
p__Lentisphaerae = 0,01%
0.07%

IRy 35,277
p__Firmicutes 36,‘35%
I ——  30,09%

p__Bacteroidetes 39 6(2% '
p__Actinobacteria 4,12%

Not_Assigned = 0.07%
| 0,16%

0.00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%
Abundancia relativa(%)

ETOL mNOTOL mINT

Figura 11. Filos bacterianos secuenciados en las muestras de los grupos: tolerantes (TOL), intolerantes a
dosis iniciales o temprana (INT) e intolerantes a metformina que si superan dosis iniciales del farmaco
(NOTOL) en situacion basal. Los datos se muestran en % de abundancia relativa.

En la figura 11 se muestran los Filos mas abundantes secuenciados en los tres grupos. El Filo Bacteriodetes
presentd valores medios de abundancia relativa de 37,96% en el grupo TOL, 41,58% entre los INT y 43,6%
en el grupo NOTOL; sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas (p=0,67). El Filo Firmicutes
presentdé una abundancia relativa del 34,2% en el grupo TOL, 35,95% dentro del grupo INT y 38,2% en el

grupo NOTOL; sin diferencias estadisticas significativas entre grupos (p=0,64). El Filo Actinobacteria tuvo

96

—
| —



una presencia de abundancia relativa entre las muestras fecales del grupo TOL del 2,24%, 2,14% en el
grupo INT y 3,14% en el grupo NOTOL; sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(p=0,98). E filo Proteobacteria presenta una abundancia relativa en el grupo TOL de 18,5%, 16,9% en el
grupo INT y 18,4% en el grupo NOTOL; sin diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(p=0,95). Lentispharae presenta valores medios de abundancia relativa de 0,03% en el grupo TOL, 0,05 %
en el grupo INT y 0,04% en el grupo NOTOL; sin diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(p=0,94). Por ultimo, Verrumicrobia presenta una abundancia relativa del 0,03% en las muestras fecales
del grupo TOL, 0,05% en el grupo INT y 0,11% en el grupo NOTOL; sin diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p=0,89).

. . . LDA

Abundancia relativa: Filos INT NOTOL p

score

Media SD(%) Media SD()

n 15 10
p__Actinobacteria(%) 2,24 2,16 3,14 4,36 0,956
p__Bacteroidetes(%) 41,58 12,93 37,96 11,43 0,318
P_Cyanobacteria(%) 0,35 0,88 0,02 0,04 0,047 -3,15
p__Firmicutes(%) 34,22 7,66 38,21 13,54 0,657
p__Lentisphaerae(%) 0,05 0,11 0,04 0,04 0,738
p__Proteobacteria(%) 18,45 15,43 18,59 9,68 0,579
p__Verrucomicrobia(%) 0,03 0,09 0,11 0,2 0,700
P_Not Assigned(%) 2,23 5,65 1,2 1,47 1

SD: Desviacién estandar

Tabla 15. Comparativa de la abundancia relativa de Filos presentes en las muestras fecales basales entre
los dos subgrupos de intolerancia a metformina confirmada tras la introduccién del farmaco segun
protocolo. El LDA score es el valor otorgado por el LEfSe (andlisis discriminante lineal, efecto-tamafios)
que se expone solo en los casos de Filos que hayan arrojado un p<0,05 y LDA>2.

La herramienta del LEfSe determina las caracteristicas (organismos, clases, unidades taxondmicas
operativas, genes o funciones) que tienen mas probabilidades de explicar las diferencias entre clases
mediante el acoplamiento de pruebas estandar de significacion estadistica con pruebas adicionales que
codifican la consistencia bioldgica y la relevancia del efecto. Los resultados arrojados en la tabla 1
determinan que el Filo Cyanobacteria presenta una abundancia relativa superior a nivel del grupo de INT

(0,35+0,88% vs 0,02+0,04%, p=0,47) con un LDA score -3,15.
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Abundancia relativa: Filos INT TOL p
Media SD(%) Media SD(%)

n 15 10
p__Actinobacteria(%) 2,24 2,16 2,14 1,77 0,956
p__Bacteroidetes(%) 41,58 12,93 43,62 7,78 0,579
P_Cyanobacteria(%) 0,35 0,88 0,15 0,37 0,160
p__Firmicutes(%) 34,22 7,66 35,94 7,97 0,244
p__Lentisphaerae(%) 0,05 0,11 0,03 0,05 0,541
p__Proteobacteria(%) 18,45 15,43 16,99 8,44 0,824
p__Verrucomicrobia(%) 0,03 ,09 0,05 0,09 0,700
P_Not Assigned(%) 2,23 5,65 0,92 1,34 0,08

SD: Desviacién estandar

Tabla 12. Comparativa de la abundancia relativa de FILOS presentes en las muestras fecales basales entre
los intolerantes a metformina precoces (INT) y los tolerantes a metformina durante el estudio de
intervencion (TOL).

No se expone el valor de LDA score extraido del LEfSe porque no ha habido diferencias significativas

(p<0,05) durante el anélisis no paramétrico entre los grupos.

3.2 Familias

Abundancia relativa:Familia INT ToL NOTOL P
Media SD(%) Media SD(%) Media SD(%)

n 15 10 10

Acidaminococcaceae(%) 3,08 4,33 2,69 2,47 1,57 1,63 | 0,680
Bacillaceae(%) 0,10 0,21 0,02 0,04 0,03 0,07 | 0,862
Bacteroidaceae(%) 24,95 13,98 20,87 14,26 27,73 13,09 | 0,495
Bifidobacteriaceae(%) 1,35 1,76 1,27 1,28 2,13 3,53 | 0,831
Brucellaceae(%) 0,10 ,29 0,22 0,66 0,36 0,91 | 0,882
Christensenellaceae(%) 0,07 ,17 0,08 0,20 0,07 0,13 | 0,949
Clostridiaceae(%) 2,73 1,89 1,71 1,76 1,90 1,21 | 0,068
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Coriobacteriaceae(%)
Desulfovibrionaceae(%)
Enterobacteriaceae(%)
Erysipelotrichaceae(%)
Eubacteriaceae(%)
Gracilibacteraceae(%)
Hyphomicrobiaceae(%)
Lachnospiraceae(%)
Lactobacillaceae(%)
Magnetococcaceae(%)
Oscillospiraceae(%)
Oxalobacteraceae(%)
Pasteurellaceae(%)
Peptococcaceae(%)
Peptostreptococcaceae(%)
Porphyromonadaceae(%)
Prevotellaceae(%)
Rhodospirillaceae(%)
Rikenellaceae(%)
Ruminococcaceae(%)
Streptococcaceae(%)
Sutterellaceae(%)
Synergistaceae(%)
unclassified_Clostridiales(%)

Veillonellaceae(%)

0,74

3,98

10,78

,50

2,46

0,26

1,35

9,05

1,33

0,06

0,52

0,19

0,41

0,23

0,08

8,83

9,50

0,87

2,76

7,79

1,40

3,36

0,20

0,15

0,76

0,84

3,09

19,01

,88

1,84

0,73

1,84

3,38

2,98

0,16

0,56

0,37

1,14

0,38

0,16

7,20

12,40

1,97

2,56

6,04

1,93

2,69

0,66

0,26

1,16

0,71

5,16

5,55

47

3,27

0,06

0,85

10,91

1,43

0,04

0,63

0,34

1,12

0,03

0,12

5,62

16,79

0,51

4,15

8,59

0,70

4,20

0,02

0,10

1,70

0,65

4,01

6,64

,76

2,17

0,07

1,16

5,25

1,98

0,11

0,89

0,52

2,35

0,07

0,19

3,64

17,27

1,47

5,65

4,04

1,07

3,08

0,03

0,23

2,29

0,87

4,08

9,52

1,38

4,48

43

1,01

10,67

1,02

0,20

0,54

0,09

0,91

0,32

0,14

5,98

4,51

1,48

2,45

10,44

1,15

3,26

0,08

0,37

0,65

1,34

3,03

10,88

2,22

4,30

1,16

1,30

10,19

1,12

0,44

0,69

0,16

1,70

0,85

0,23

5,35

10,00

3,70

2,13

12,52

1,92

2,77

0,20

0,50

0,54

0,733

0,748

0,372

0,217

0,475

0,278

0,907

0,507

0,670

0,379

0,999

0,468

0,779

0,418

0,490

0,524

0,102

0,280

0,972

0,844

0,766

0,779

0,895

0,553

0,508

SD: Desviacion estandar

Tabla 13 Comparativa de la abundancia relativa de las Familias secuenciadas en las muestras fecales
basales de los tres subgrupos clasificados segun la tolerancia a la metformina tras su introduccion. Los
datos de abundancia relativa se expresan media y desviacion tipica. EI LDA score es el valor otorgado por
el LEfSe (andlisis discriminante lineal por efectos de tamafio) que se expone sélo en las Familias que hayan

arrojado un p<0,05 y LDA>2.
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Figura 12. Comparativa de abundancia relativa a nivel de Familia entre los intolerantes precoces (INT)
respecto al grupo que toleraran metformina durante la intervencion (TOL), en las muestras fecales
basales. Las familias que arrojaron p<0,05 y LDA score 22 se consideraron con diferencias
estadisticamente significativas.

Al comparar la abundancia relativa de ASV presentes entre el subgrupo de intolerantes que supera dosis
minimas del farmaco y los que toleran metformina a nivel de Familia bacteriana no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los ASV mas predominantes como Bacteriodaceae (24,11%
INT vs 23,33%, p=0,9), Enterobacteriaceae (14,96% INT vs 3,41% TOL, p=0,54 ), Prohyromonadaceae (
8,43% INT vs 5,31% TOL,p=0,38), Lachonospiraceae ( 8,23% INT vs 10,72% TOL,p=0,381),
Ruminococcaceae (7,43% INT vs 8,14% TOL, p=0,9) , Desulfovibrionaceae ( 3,74% INT vs 6,71% TOL,
p=0,435 ), Sutterellacae (3,18% INT vs 4,99% TOL,p=0,523), Rikenelllaceae ( 2,82% INT vs 3,85%
TOL,p=0,911), Acidominococcacae (2,73% INT vs 2,02% TOL, p=0,77),Eubacteriacace (2,36% INT vs 3,55%
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TOL, p=0,405) Streptocccacae (1,79% vs 0,45%,p=0,523) Lactobacillaceae (1,31% INT vs 1,62% TOL,
p=0,345) Rhodospirillaceae (1,24% vs 0,72%,p=0,38), Hyphomicobiaceae (1,05% INT vs 0,89 TOL,p=0,617),
Bidobacteriaceae (1,04% INT vs 1,5 % TOL,p=0,58) . Sin embargo, si hubo diferencias estadisticamente
significativas en la Familia Clostridiaceae que se encuentra aumentado dentro del grupo intolerantes
(2,53% INT vs 1,64% TOL, p=0,03 y LDA score-4,7). El resto de Familias bacterinas secuencias en las

muestras fecales presentaron un porcentaje inferior de 1% en ambos grupos y no hubo diferencias

Abundancia relativa(%)
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90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
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estadisticamente significativas entre grupos.
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Figura 13. Comparativa de abundancia relativa a nivel de Familia entre los intolerantes precoces (INT) y
los que toleraran metformina durante la intervencion (TOL) en las muestras fecales basales. Las familias
que arrojaron un p<0,05 y LDA score 22 se consideraron con diferencias estadisticamente significativas.

Entre los dos subgrupos de intolerantes no se observaron diferencias estadisticamente significativas a
nivel de Familia. Las familias bacterianas con mayor predominancia fueron Acidominococcaceae
(24,27%INT vs 28,64%NOTOL), Bacteroidaceae(15,07%INT vs 8,77%NOTOL), Bifidobacteriaceae(8,48%INT
Vs 5,05% NOTOL)Brucellae(8,29%INT Vs
12,15%NOTOL),Carnobacteriaceae(8,28%INTvs4,66%NOTOL),Christenesenellaceae(7,48%INT Vs
9,55%NOTOL) y Clostridiaceae( 3,77%INT vs 3,58% NOT)

3.3 Géneros
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Figura 14. Graficos con los resultados del LEfSe en comparativa de Géneros en las muestras fecales basales
de los tres subgrupos clasificados segun la tolerancia a la metformina tras su introduccion (TOL, INT y
NOTOL). Se muestran los Géneros que arrojaron p valor<0,05 y LDA score 22 en las pruebas de Kruskal-
Wallis y de Wilcoxon por pares, respectivamente. Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la
contribucion a las diferencias entre grupos.
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Entre todos los géneros secuenciados en las muestras fecales basales tan solo el género Megamonas
presenta diferencias estadisticamente significativas, siendo mas predominante en muestras fecales de
tolerantes a metformina (0,27+1,06 %TOL vs 1,7+2,56% INT vs 0,11+0,35% NOTOL, p= 0,031 y LDA score
4,91) y se comporta como el marcador con mayor contribucidon en el andlisis discriminante lineal.
Asimismo, Serratia presenta diferencias estadisticamente diferentes entre los grupos con valores
inferiores entre las muestras de tolerantes (0,01+0,03% TOL vs 0,11+0,23% INT vs 0,23+0,46% NOTOL, p
=0,044 y LDA score 4,04). Subdoligranulum presenta diferencias estadisticamente significativas entre los
tres grupos, siendo superior en abundancia relativa a nivel del grupo de intolerantes temprana o precoz
(0,06+0,12% TOL vs 0,00+0,00% INT vs 0,05+0,15% NOTOL, p=0,035 y LDA score 3,5). Por ultimo, el género
Veillonella presenta diferencias significativas entre los tres grupos con valores medios superiores entre
los intolerantes a metformina durante la progresiéon de dosis (0,01+0,04% TOL vs 0,06£0,2% INT

vs0,1740,4% NOTOL, p= 0,03 y LDA score 3,91)
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Figura 15. Comparativa de abundancia relativa a nivel de géneros bacterianos entre los intolerantes a
dosis minimas del farmaco (INT) y los que toleraran metformina durante la intervencion (TOL) en las
muestras fecales basales. Los datos se expresan en % de abundancia relativa.
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Figura 16. Graficos con el resultado del LEfSe (analisis discriminante lineal por efecto de tamafios) en
comparativa de Géneros bacterianos de microbiota intestinal de tolerantes a metformina (TOL) e
intolerantes precoces a metformina (INT). Se muestran los géneros que arrojaron p valor <0,05 y LDA
score 22 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon por pares, respectivamente. Cuanto mayor es el
valor de LDA score mayor la contribucion a las diferencias entre grupos

El género Clostridium se muestra enriquecido entre los intolerantes precoces a metformina (2,28 % INT
vs 1,48% TOL, p=0,039 y LDA score-4,5), ademas, los géneros Holdemania(0,03%INT vs 0,00%TOL,p=0,047
y LDA score -3,19) y Subdligranulum también son numéricamente superiores entre intolerantes precoces
a metformina (0,03% INT vs 0,00% TOL,p=0,014 y LDA score -3,5). En cambio, Megamonas(0,26%INT
vs1,43% TOL,p=0,026 y LDA 4,81) y Sutterella (2,37% INT vs 5,74%TOL,p=0,033, LDA score 5, 14) presentan

valores medios superiores entre el grupo de pacientes tolerantes a metformina.
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Figura 17. Comparativa de abundancia relativa a nivel de Géneros bacterianos en las muestras fecales
basales entre los intolerantes a dosis minimas del farmaco (INT) y el grupo de intolerantes que si
superaron dosis minimas, pero no toleraron durante la progresién de dosis (NOTOL). Los datos se
expresan en % de abundancia relativa.
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Figura 11. Graficos con el resultado del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-tamafos) en
comparativa de Géneros a nivel de los dos subgrupos de intolerantes a metformina (INT y NOTOL). Se
muestran los Géneros que arrojaron p valor<0,05 y LDA score 22 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de
Wilcoxon por pares, respectivamente. Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucidn a las
diferencias entre grupos.

Veillonella (0,01%INT vs 0,19% NOTOL,p= 0,018 y LDA score 3,92) y Serratia(0,02% INT vs 0,17% NOTOL,
p=0,014 y LDA score-4,05 ) son los dos géneros bacterianos mas predominantes entre las muestras fecales
del grupo de intolerantes a metformina durante la progresién de dosis. Lachnosclostridium presenta

niveles superiores entre los intolerantes precoces (0,4%INT vs 0,07% NOTOL,p=0,039 y LDA score 4,15).
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3.4 Especies
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Figura 12. Graficos con el resultado del LEfSe (andlisis discriminante lineal, efecto-tamafios) en
comparativa de Especies bacterianas de microbiota intestinal de tolerantes a metformina (TOL),
intolerantes a metformina precoces (INT) e intolerantes a metformina en dosis progresivas (NOTOL). Se
muestran las especies que arrojaron p valor<0,05 y LDA score 22 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de
Wilcoxon por pares, respectivamente. Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucion a las
diferencias entre grupos.

En el analisis taxondmico de especies bacterianas se observaron diferencias estadisticamente
significativas en abundancia relativa de la especies bacterianas Megamonas rupellensis (0,11+,044%
TOLvs 0,97+1,65% INT vs 0,03+ 0,1% NOTOL, p=0,023 y LDA score 4,69) y Phascolarctobacterium sp (
0,004£0,01% TOL vs 0,74+1,38% INT vs 0,05+0,12% NOTOL, p=0,029 y LDA score 4,61) en el grupo de

tolerantes a metformina
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Figura 13. Graficos con el resultado del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-tamafios) en el analisis
comparativo basal de las especies bacterianas secuenciadas entre los grupos intolerantes precoces (INT)
y tolerantes a metformina (TOL). Se muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score
22 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon por pares, respectivamente. LDA score es el valor
otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente superiores suponen mayor contribucién de los
biomarcadores en las diferencias entre grupos.

En los resultados del analisis lineal discriminante se observa que los biomarcadores que han presentado
diferencias estadisticamente significativas se encuentran incrementados numéricamente entre el grupo
TOL. En el histograma de barras se representan LDA score de mayor a menor puntuacion, es decir, de
mayor a menor peso en la contribucidn de la diferencias entre grupos medidas por Especies secuencias
en las muestras fecales: Sutterella_wadsworthensis (3,18+2,48% TOL vs 0,83%+1,59% INT,p=0,015 y LDA
score 5,09), Megamonas rupellensis (0,97+1,65% TOL vs 0,11+0,44% INT, p=0,018 y LDA score 4,61),
Phascolarctobacterium_sp (LDA score 4,6), Ruminococcus gnavus(1,51+1,21% TOL vs 0,9+0,88% INT, p
=0,046 y LDA score 3,74 ) y Ruminococcus lactaris (0,13+0,19% TOL vs 0,03+0,11% IMT,p=0,047 y LDA

score 3,74)
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Figura 14. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-
tamafios) en el andlisis comparativo basal de las especies bacterianas secuenciadas entre los grupos
intolerantes precoces (INT) e intolerantes a metformina durante la progresiéon de dosis (NOTOL). Se
muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score 22 en las pruebas de Kruskal-Wallis
y de Wilcoxon por pares, respectivamente. LDA score es el valor otorgado por el LEfSe y los valores
numéricamente superiores suponen mayor contribucidn de los biomarcadores en las diferencias entre
grupos.

En la figura 14 se extraen que dentro de las muestras fecales del grupo INT se muestran valores superiores
de abundancia relativa de Prevotella stercorea (0,00+0,0 INT vs 1,9+3,7% NOTOL, p=0,047 y LDA score
5,01), Lachonclostridium clostridoforme(0,06 0,05% INT vs 0,37+0,44% NOTOL,LDA score 4,22) y
Bacteroides xylanisolvens(0,10£0,16% INT vs 0,2710,34% NOTOL, p=0,037 y LDA score 3,97), respecto al
grupo NOTOL. Sin embargo, las especies bacterianas enriquecidas entre el grupo NOTOL fueron Klebsiella
variicola(0,3+0,35% INT vs 0,0+0,01% NOTOL,p=0,032 y LDA score-4,05) y Eubacterium siraerum
(0,43%0,63%INT vs 0,01+0,03%NOTOL ,p=0,045 y LDA score -4,35)
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4. Cambios de la microbiota intestinal en el analisis longitudinal y transversal de los
grupos tolerantes a metformina versus intolerantes a metformina durante la
progresion de dosis.

4.1 Filos

TOL NOTOL
Abundancia relativa: Filos BASAL BASAL P
Media SD(%) Media SD(%)

n 10 10
p__Actinobacteria(%) 2,5 2,1 3,3 4,4 0.820
p__Bacteroidetes(%) 38,7 13,1 40,1 11,7 0.762
p__Firmicutes(%) 39,0 9,6 36,6 15,0 0.45
p__Lentisphaerae(%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0.519
p__Proteobacteria(%) 19,6 10,7 19,9 14,1 0.650
p__Verrucomicrobia(%) 0,1 0,1 0,1 0,2 0.963
p_Not_Assigned(%) 0,1 0,1 0,0 0,1 1

SD: Desviacion estandar

Tabla 14. Comparacidn de la abundancia relativa entre los filos presentes en las muestras fecales basales
de los tolerantes a metformina (TOL basal) e intolerantes a metformina durante la titulacién o progresion
de dosis (NOTOL basal). Los datos se expresan en media y desviacién estandar.

No se expone el valor de LDA score extraido de LEfSe porque no ha habido diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en ninguno de los Filos secuenciados en las muestras fecales durante el andlisis no

paramétrico. Los valores de abundancia relativa se expresan en media y desviacion

TOL NOTOL
Abundancia relativa: Filos FINAL FINAL P
Media SD() Media SD()

n 10 10
p__Actinobacteria(%) 1,8 1,9 3,5 5,4 0.597
p__Bacteroidetes(%) 48,9 14,4 38,6 19,3 0,326
p__Firmicutes(%) 31,5 10,0 39,3 18,6 0,496
p__Lentisphaerae(%) 0,0 0,1 0,0 0,0 0,744
p__Proteobacteria(%) 17,5 10,4 18,6 14,6 0,880
p__Ternicutes(%) 0,1 0,2 0,0 0,0 0,304
p__Verrucomicrobia(%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,216
p_Not_Assigned(%) 0,1 0,1 0,1 0,1 1

SD: Desviacion estandar

Tabla 15. Comparacién de la abundancia relativa entre los filos presentes en las muestras fecales finales
de los tolerantes a metformina (TOL final) e intolerantes a metformina durante la titulacidon o progresion
de dosis (NOTOL final). Los datos se expresan en media y desviacidn estandar.
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No se expone el valor de LDA score extraido de LEfSe porque no ha habido diferencias
significativas (p<0,05) en ninguna de los Filos secuenciados en las muestras fecales durante el

analisis no paramétrico.

Abundancia relativa:Filos BI\CS)kL F-IrNoAI\-L b
Media SD() Media SD()

n 10 10
p__Actinobacteria(%) 24 2,1 17 1,8 0,496
p__Bacteroidetes(%) 39 14,3 48,6 13,6 0,112
p__Firmicutes(%) 39,5 8,8 33,0 10,1 0,112
p__Lentisphaerae(%) 0,0 0,0 0,0 0,1 0,508
p__Proteobacteria(%) 18,8 9,9 16,5 9,6 0,597
p__Verrucomicrobia(%) 0,1 0,1 0,1 0,2 0,52
p_Not_Assigned(%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,93

SD: Desviacién estandar.

Tabla 16. Comparacion de la abundancia relativa de los filos presentes antes y tras la introduccion de
metformina en el grupo de pacientes tolerantes (TOL basal). Los valores de abundancia relativa se
expresan en media y desviacion estandar (SD)

No se expone el valor de LDA score extraido de LEfSe porque no ha habido diferencias significativas

(p<0,05) en ninguno de los Filos secuenciados en las muestras fecales durante el analisis no paramétrico.

NOTOL NOTOL
Abundancia relativa:Filos BASAL FINAL p
Media SD(%) Media SD(%)

n 10 10
p__Actinobacteria(%) 3,4 4,5 3,5 5,5 0,940
p__Bacteroidetes(%) 39,1 14,3 48,6 13,6 1,000
P_Cyanobacteria(%) 39,5 8,8 33,0 10,1 0,304
p__Firmicutes(%) 0,0 0,0 0,0 0,1 0,762
p_Fusobacteria(%) 18,8 9,9 16,5 9,6 0,487
p__Lentisphaerae(%) 0,1 0,1 0,1 0,2 0,321
p__Proteobacteria(%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,545
P_Tenericutes(%) 0,1 0,1 0,1 0,2 0,963
p__Verrucomicrobia(%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,816
p_Not_Assigned(%) 0,2 0,3 0,2 0,3 0,596
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Tabla 17. Comparacién de la abundancia relativa de los filos presentes antes y tras la introduccién de
metformina en el grupo de pacientes tolerantes (NOTOL).

No se expone el valor de LDA score extraido de LEfSe porque no ha habido diferencias
significativas (p<0,05) en ninguna de los Filos secuenciados en las muestras fecales durante el
analisis no paramétrico. Los valores de abundancia relativa se expresan en media y desviacion

estandar (SD)

4.2 Familias

Class

Prevotellaceae .
TOL-basal

Features

LDA score

Figura 15. Histograma con representacion de los resultados del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-
tamanios) en el analisis comparativo basal de las familias bacterianas en los grupos TOL basal versus
NTOTOL basal. Se muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score 22 en las pruebas
de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon por pares, respectivamente. LDA score es el valor otorgado por el LEfSe y
los valores numéricamente superiores suponen mayor contribucién de los biomarcadores en las
diferencias entre grupos.

La familia bacteriana Prevotellaceae fue el biomarcador que mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos en situacion basal mediante el andlisis LEfSe. El grupo de TOL muestra
un enriquecimiento de este taxdn bacteriano en las muestras fecales basales (0,1+0,1 TOL%vs 0,1+0,2 %
NOTOL, p= 0,034 y LDA score 5,79). En cambio, en la comparacion de las diferencias entre las Familias
secuenciadas entre los grupos TOL final versus NOTOL final no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en el analisis de LEfSe.
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Figura 16. Grafico de cajas y bigotes con el diferencial de cambio en la abundancia relativa de la Familia
Prevotellaceae entre las muestras fecales basales y finales de los grupos tolerantes a metformina (TOL) e
intolerantes a metformina en la progresién de dosis (NOTOL).

No se observan diferencias estadisticamente significativas en el diferencial de cambio de abundancia

relativa de la Familia Prevotellaceae (p= 0,33) entre los grupos TOL versus NOTOL.
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Familias bacterianas : TOL basal y TOL final
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Figura 17. Abundancia relativa de las familias bacterianas presentes fecales basales y finales del grupo de
pacientes clasificados como tolerantes durante la intervencién (TOL).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el analisis de LEfSe entre las familias

bacterianas secuenciadas en el punto final del grupo TOL.
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Familias bacterianas : NOTOL basal y NOTOL final

T N
basal
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Figura 18. Abundancia relativa de las familias bacterianas presentes en las muestras fecales basales y
finales del grupo de pacientes clasificados como intolerantes a metformina durante la progresion de dosis
(NOTOL).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las familias bacterianas

secuenciadas en el punto final del grupo NOTOL.
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4.3 Géneros

El género bacteriano Subdoligranulum fue el biomarcador que mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en situacién basal mediante el analisis del LEfSe. El grupo
NOTOL basal mostrd un enriquecimiento de este género bacteriano en comparacién con las muestras
fecales de TOL basal (0,0+0,00 TOL basal % vs 0,05+0,1 %NOTOL basal, p= 0,013 y LDA score -3,44). El
género bacteriano Eubacterium fue el biomarcador que mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos en situacion final mediante el analisis del LEfSe. El grupo NOTOL muestra enriquecimiento
de este taxdn bacteriano en las muestras fecales finales (3+2,55% TOL final vs 7,35%5,6% NOTOL

final,p=0,049 y LDA score-5,31)
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Figura 19. Gréfico de cajas y bigotes con el diferencial de cambio en la abundancia relativa del Género
Subdoligranulum entre las muestras fecales basales y finales de los grupos tolerantes a metformina (TOL)
e intolerantes a metformina en la progresion de dosis (NOTOL).

No se observan diferencias estadisticamente significativas en el diferencial de cambio de la abundancia

relativa del género Subdoligranulum (p=0,24) entre los grupos TOL y NOTOL.
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Figura 20. Gréfico de cajas y bigotes con el diferencial de cambio en la abundancia relativa del Género
Eubacterium entre las muestras fecales basales y finales de los grupos tolerantes a metformina (TOL) e
intolerantes a metformina en la progresion de dosis (NOTOL).

No se observan diferencias estadisticamente significativas en el diferencial de cambio de la abundancia

relativa del género Eubacterium (p=0,85) entre los grupos TOLy NOTOL.
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Géneros bacterianos NOTOL : basal y final
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Figura 21. Abundancia relativa de los géneros bacterianos secuenciados en las muestras fecales basales
(n:10) y finales (n: 10) en el grupo intolerante a metformina durante la progresion de dosis (NOTOL).

Los géneros bacterianos representados con mayor abundancia relativa en las muestras fecales
basales mostrados en orden descendente son los siguientes: Bacteriodes (37%), Faecalibacterium (8,64%),
Eubacterium(7,99%), Bilophila (4,37%), Ruminococcus (3,82%), Bifdobacterium (3,53%), Prevotella
(3,52%) ,Sutterella (3,05%), Blautia (2,9%), Alistipes(2,61%), Roseburia(2,58%), Parabacteroides (2,35%),
Clostridium (1,95%), Phascolarctobacterium (1,19%) y Odoribacter(1,05%). El resto de los géneros
presentes en las muestras analizadas presentaron una abundancia relativa inferior al 1 %. Los géneros
con mayor abundancia relativa en las muestras fecales finales en orden descendente son: Bacteriodes
(36,31%), Faecalibacterium (5,44%), Eubacterium(5,96%), Bilophila (5,62%), Ruminococcus (3,88%),
(3,17%), Blautia (2,79%), Parabacteroides(2,72%),

Phascolarctobacteerium (3,71%), Sutterella

119

—
| —

final _ _ .||

100%

NOTOL-
basal
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
H Bacteroides H Prevotella Eubacterium M Bilophila
M Faecalibacterium B Ruminococcus M Phascolarctobacterium M Sutterella



Bifidobacterium (2,59%), Roseburia ( 2,26%), Lactobacillus( 2%) Streptococcus (1,82%),
Clostridium(1,69%), Dialister (1,54%), Klebsiella(1,3%) y Canitabacterium(1,16%). El resto de las bacterias
presentes en los intolerantes en visita final no han superado el 1% de abundancia relativa de ASVs. En el
andlisis estadistico no hubo diferencias significativamente estadisticas (p<0,05) entre la abundancia
relativa de géneros presentes en muestras inicial respecto a las muestras finales. Consideramos que la
ausencia de cambios se puede deber a la cercania temporal entre las muestras, ya que el grupo con

intolerancia a metformina no se le administro el farmaco mas alla de 60 dias.

Géneros bacterianos : TOL basal y TOL final

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 920% 100%
M Bacteroides M Prevotella Faecalibacterium W Sutterella
M Parabacteroides M Alistipes H Bilophila B Eubacterium
M Roseburia B Ruminococcus M Bifidobacterium B Megamonas
M Blautia H Barnesiella Lactobacillus Clostridium
M Parasutterella B Phascolarctobacterium B Streptococcus M Paraprevotella
m Desulfovibrio B Gemmiger W Odoribacter W Dorea
B Butyricimonas Haemophilus Acidaminococcus Catenibacterium
Collinsella Coprococcus B Lachnoclostridium H Klebsiella
H Dialister W Flavonifractor B Akkermansia H Mannheimia
B Megasphaera Oscillibacter Serratia Herbaspirillum

Figura 22. Abundancia relativa de los géneros bacterianos secuenciados en las muestras fecales
basales (n:10) y finales (n: 10) en el grupo de tolerantes a metformina (TOL).

Los géneros bacterianos representados con mayor abundancia relativa en las muestras fecales
basales mostrados en orden descendente seglin valor numérico son : Bacteriodes (28,51%),
Prevotella(15,24%), Faecalibacterium (7,73%), Bilophila (7,09%), Sutterella( 5,74%), Alistipes (4,53%),

Roseburia ( 3,28%, Parabacteroides ( 3,03%), Eubacterium ( 3,02%), Ruminococcus (2,4%), Lactobacillus
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(1,9%), Bifdobacterium (1,89%), Phascolarctobacterium(1,85%), Clostridium(1,48%), Megamonas (
1,43%) y Desulfovibrio(1,21%) . El resto de los géneros presentes en las muestras analizadas presentaron
una abundancia relativa inferior al 1 %. Los géneros con mayor abundancia relativa de ASVs secuenciados
en las muestras fecales finales en orden descendente segun valor numérico son: Bacteriodes (39,73%),
Prevotella (14,13%), Faecalibacterium(5,34%), Sutterella (4,98%),Parabacteroides(3,79%), Alistipes
(3,45%), Bilophila(3,19%), Eubacterium (2,61%), Roseburia (2,57%), Ruminococcus(2,18%),
Bifidobacterium (1,63%) Megamonas(1,61%), Blautia (1,45%), Barnesiella ( 1,42%), Lactobacillus ( 1,4%),
Clostridium(1,37%), Parasutterella (1,07%) y Phascolaractobacterium( 1,06%). Al igual que ocurre con el
grupo de intolerantes a metformina no se observaron cambios significativos a nivel estadistico (p<0,05)

entre la abundancia relativa presente en muestras basales y finales.

4.4 Especies
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Figura 23. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe (andlisis discriminante lineal, efecto-
tamafios) en el andlisis comparativo basal de las especies bacterianas secuenciadas entre los grupos
tolerantes a metformina (TOL) e intolerantes durante la progresién de dosis (NOTOL). Se muestran las
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especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score 22 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon
por pares, respectivamente. LDA score es el valor otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente
superiores suponen mayor contribucion de los biomarcadores en las diferencias entre grupos

En los resultados obtenidos a nivel especies observamos que Ruminococcus_torques (0,00+0,00%
TOL basal vs 0,11+0,22% NOTOL basal p=0,031 y LDA score-3,74), Phalarctobacterium_facecium
(0,01+0,02% TOL basal vs 1,34+1,9% NOTOL basal, p=0,036, LDA score -4,86) presentan diferencias
estadisticamente significativas con valores superiores de abundancia relativa en el grupo NOTOL. Sin
embargo, las especies bacterianas Prevotella_stercorea(p=0,03, LDA score= 5,52) y Megamonas_
funiformes(0,52+0,96% TOL vs 0,01£0,03% NOTOL, p=0,045, LDA score 4,41) presentan una abundancia
relativa mayor en el grupo de tolerantes a metformina. La magnitud del LDA score nos ayuda la idea a que
los biomarcadores significativos (en este caso, los grupos de taxones) se clasifican segun el tamafo del

efecto (la magnitud de la variacién).
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Figura 24. Graficos de cajas y bigotes con el diferencial de cambio en la abundancia relativa entre las
muestras fecales basales y finales de las Especies bacterianas Phalarctobacterium_facecium,
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Ruminococcus_torques, Prevotella _ stercorea y Megamonas Funiformes durante el tratamiento con
metformina en los grupos TOL y NOTOL

El diferencial de cambio de la abundancia relativa en las especies Phalarctobacterium_facecium (p=0,58),
Ruminococcus_torques (p=0,59), Prevotella _ stercorea (p=0,4) y Megamonas Funiformes (p=1) no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos TOL y NOTOL tras el tratamiento con

metformina.
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Figura 25. Graficos con representacion del resultado del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-
tamafios) en el andlisis comparativo final de las especies bacterianas secuenciadas entre los grupos
tolerantes a metformina (TOL) e intolerantes durante la progresion de dosis (NOTOL). Se muestran las
especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score >2 en las pruebas de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon
por pares, respectivamente. LDA score es el valor otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente
superiores suponen mayor contribucién de los biomarcadores en las diferencias entre grupos.

Las especies bacterianas Megamonas funiformes(0,9+2,06% TOL final vs 0,00£0,00% NOTOL final, p=0,031
y LDA score 4,65) ,Bacteroides_ xylanisolvens (0,48+0,77% TOL final vs 0,1+0,22% NOTOL final, p=0,021y
LDA score 4,27) y Blautia producta (0,5+0,33% TOL final vs 0,2+0,21% NOTOL final, p=0,025 y LDA score
4,16) mostraron una abundancia relativa superior en el grupo TOL en el analisis de las muestras fecales

finales.
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Figura 26. Diferencial de cambio en la abundancia relativa entre las muestras basales y finales de las
Especies bacterianas Megamonas Funiformes, Bacteroides_xylanisolvens y Blautia Producta durante el
tratamiento con metformina en los grupos tolerantes a metformina (TOL) e intolerantes durante la
progresion de dosis (NOTOL)

El diferencial de cambio de abundancia relativa en Blautia Producta y Bacteroides_xylanisolvens
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, p=0,026 y p=0,016,
respectivamente, siendo superior en las muestras fecales del grupo TOL. El diferencial de cambio de
abundancia relativa de la especie bacteriana Megamonas funiformes no presentd diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos TOL y NOTOL (p=1)
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Especies: TOL basal y TOL final
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Figura 27. Abundancia relativa (%) de las especies bacterianos secuenciados en las muestras fecales
basales (n:10) y finales (n: 10) en el grupo de tolerantes a metformina (TOL)

Las especies secuenciadas en las muestras basales ordenadas numéricamente de manera
descendente seglin su presencia en abundancia relativa entre el grupo TOL son: Provetella copri (12,52%),
Bacteroides_vulgatus (10,62%), Bilophila_wadsworthia (9,49%), Faecalibacterium_prausnitzii(9,18%),
Bacteroides_plebeius(5,33%),  Sutterella_wadsworthensis(4,92%),  Bacteroides  uniformis(3,94%),
Eubacterium eligens(2,91%), Bacteroides_coprocola(2,8%), Lactobacillus_rogosae(2,5%)
Alistipes_onderdonkii(2,26%), Bacteroides dorei (2,06%), Roseburia_faecis(2,06%), Bacteroides_eggerthii(
1,94%), Parabacteroides merdae (1,84%), Bacteroides_massiliensis(1,81%), Alistipes_putredinis(1,8%),
Ruminococcus gnavus(1,58%), Parabacteroides_distasonis (1,37%) y Bacteroides_stercoris(1,24%). El
resto de ASVs a nivel de especies tuvieron una presencia inferior al 1% en abundancia relativa. En las
muestras fecales las especies cuantificadas como predominantes y ordenadas de mayor a menor segun
abundancia relativa fueron Bacteroides_vulgatus(14,43%), Prevotella copri(11,38%),
Faecalibacterium_prausnitzii(6,19%), Bacteroides_massilensis(5,89%), Bacteroides coprocola(5,32%),
Bacteroides_uniformes (5,23%), Bacteroides plebeius (3,41%), Sutterella wadsworthensis(3,41%),
Bilophila wadsworthia(3,36%), Bacteroirdes_dorei (2,4%),
Parabacteroides_merdae(2,12%),Parabacteroides_distasonis(2,12%),Alistipes_putredinis(2,1%),
Roseburia_faecis(1,98%), Eubacterium_eligens(1,98%), Bacteroides_stercoris(1,63%),
Lactobacillus_rogosae(1,88%), Bacteroides thetaiotaomicron(1,39%), Alistipes_onderdonkii (1,22%),
Barnesiella_intertinihominis(1,11%), Parasutterella_escrementihominis(1,08%) y
Ruminococcus_bromii(1,04%). El resto de las Especies presentes en las muestras fecales finales tuvieron
una presencia inferior al 1% en abundancia relativa. Consecutivamente, se evaluaron los cambios entre
Especies de las muestras basales y finales dentro del grupo TOL y se observaron diferencias
estadisticamente significativas en Ruminococcus_gnavus (p=0,49, LDA score 4,59) reduciéndose su
abundancia relativa tras la administracién de metformina (1,58% en basal vs 0,79% final). El resto de las
especies no presentaron cambios estadisticamente significativos en abundancia relativa durante la
intervencion (Bacteroides_xylanisolvens fue la bacteria que mas se acercé a la misma sin superarla,

p=0,059)
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Especies: NOTOL basal y NOTOL final
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Figura 28. Abundancia relativa (%) de las especies bacterianos secuenciados en las muestras fecales
basales (n:10) y finales (n: 10) en el grupo de intolerantes a metformina durante la progresion de dosis.

A nivel de Especies en el andlisis de las muestras basales dentro del grupo NOTOL destaca la
presencia Bacterioides_vulgatus en 11,2%, bacteria numéricamente superior respecto al resto de las
especies secuenciadas. En orden decreciente seglin su abundancia relativa dentro de las muestras fecales
basales: Bacteriodes plebius(8,74%), Faecalibacterium_prausnitzzi(7,84%), Bacteroides uniformes(6,46%),
Eubacterium_eligens(5,6%), Bilophila_wadsworthia(5,34%), Bacteroides_dorei (3,92%), Prevotella_copri
(3,87%), Sutterella_wadsworthensis(2,59%), Bacteroides masiliensis(2,48%),
Ruminococcus_gnavus(2,29%), Eubactreium_hadrum(2,19%), Bacteroides_coprocola(1,66%),
Bacteroides_ovatus(1,64%),  Parabacteroides_distasonis(1,61%),  Bacteroides  stercoris  (1,5%),
Parasutterella_exrementihominis(1,43%),Lactobacillus_rogosae(1,24%),Alistipes_putredinis(1,16%),
Bacteroides_Caccae(1,13%), Phascolarctobactrerium faecium (1,1%), Parabacteroides:merdae(1,07%),
Barnesiella intestinihominis(1,07%), Gemmiger fomicilis(1,05%) y Dorea longicatena(1,05%). El resto de
las especies presentes en las muestras basales tuvieron una abundancia relativa inferior al 1%. En el
analisis de microbiota tras finalizar el tratamiento con metformina Bacteroides_vulgatus continlda siendo
la bacteria predominante con 12,28 %. Las bacterias predominantes en muestras fecales finales en orden
numéricamente decreciente fueron: Bacteroides_plebeius (11,95%), Bilophila_wadsworthia(7,36%),
Bacteroides uniformes (5,82%), Faecalibacterium_prausnitzii (5,66%), Prevotella_copri (4,83%),
Phascolarctobacterium_faecium(4,81%), Eubacterium eligens(3,75%),
Sutterella_wadsworthensis(3,03%),Bacteroides_massiliensis(2,59%),Alistipes_putredinis(2,38%),
Eubacterium hadrum (2,21%), Parabacteroides_distasonis (2,15%), Ruminococcus_gnavus(2,13%),
Lactobacillus_rogosae (2,07%), Bacteroides dorei(1,68%), Bacteroides_stercoris(1,49%), Roseburia
faecis(1,49%), Bacteroides corprocola (1,2%), Parabacteroides_merdae (1,16%), Bacteroides
caccae(1,08%) y Ruminococcus_brommi(1,04%). Las Especies restantes no llegaron al 1% en abundancia
relativa en la secuenciacion de todas las muestras fecales finales de la poblacién de intolerantes a
metformina. En la evaluacidon de la presencia de modificaciones a lo largo de la intervencidn a nivel de
especies en este grupo no se observaron cambios estadisticamente significativos. La ausencia de cambios

probablemente fue secundaria al poco tiempo de separacién en la recogida de muestras fecales.
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5.Comparacion del perfil de microbiota entre todos los intolerantes a metformina
confirmada y los dos grupos de controles: diabéticos tipo 2 en tratamiento con
metformina de larga data (DM2) y controles sin diabetes (CT)
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Figura 29. Filos secuenciados en las muestras fecales basales de las 25 muestras fecales de intolerantes a
metformina confirmada (INT), 20 muestras fecales de diabéticos tipo 2 con metformina (DM2) y 20
muestras fecales grupo control sin diabetes (CT).

En la figura 29 se puede observar como los Filos mds abundantes fueron Bacteriodetes, Firmicutes y
Proteobacteria en la mayoria de las muestras analizadas. Los Filos con menor abundancia relativa en la

mayoria de las muestras fecales analizadas fueron Ternicutes, Cyanobacteria y TM7.
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Comparativa Filos

) ) 0,10%
p__Verrucomicrobia h 0,06%
0,69%
) 21,92%
14,87%
) 0,05%
p__Lentisphaerae 0,10%
0,09%
o 33,75%
S oo
29,63%
) 41,46%
p__Bacteroidetes 40.87%
53,25%
Actinobacteri 2§600;/0}
p__Actinobacteria
- mErose
) 0,13%
Not_Assigned | 0,10%
0,15%
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00%

INT mDM2 mCT

Figura 30. Comparativa de abundancia relativa de Filos cuantificados en los grupos intolerantes a
metformina confirmados (INT) durante nuestro estudio de intervencidén, grupo de diabéticos con
metformina (DM2) y grupo control (CT). Se consideraron diferencias significativas, p<0,05 y LDA score >2
En la comparacién de filos entre los grupos con intolerancia a metformina confirmada (INT), diabéticos
con metformina (DM2) y controles (CT) sdlo se encontraron diferencias significativas en Filo

Verrumicrobia(0,69% CT vs 0,06% para DM2, vs 0,1% INT, p=0,03 y LDA score 4,62).

Intolerantes DM2 con

Confirmados metformina
Abundancia relativa:Filos (INT) (DM2) P

Media SD(%) Media SD(%)

n 25 20
p__Actinobacteria(%) 2,6 3,17 3 2,9 0,64
p__Bacteroidetes(%) 40,13 12,24 44,23 11,6 0,45
p__Firmicutes(%) 35,82 10,34 34,35 13,22 0,186
p__Lentisphaerae(%) 0,05 0,09 0,13 0,34 0,91
p__Proteobacteria(%) 18,51 13,9 18,74 11,95 0,74
p__Verrucomicrobia(%) 0,06 0,15 0,7 0,17 0,94
P_Not Assigned(%) 1,82 4,44 1,03 1,92 0,56

SD: Desviacion estandar

Tabla 18. Comparativa de Filos presentes en abundancia relativa entre las muestras fecales basales de
los grupos intolerantes a metformina confirmada (INT) y el grupo control sin diabetes (CT).
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No se expone el valor de LDA
andlisis no paramétrico.

score puesto que no ha habido diferencias significativas (p<0,05) en el

Intolerantes

i i . . Controles LDA

Abundancia relativa:Filos Confirmados p
(CT) score
(INT)
Media SD(%) Media SD(%)

n 25 20
p__Actinobacteria(%) 2,6 3,17 1,52 2,09 0,263
p__Bacteroidetes(%) 40,13 12,24 45,81 11,53 0,083
p__Firmicutes(%) 35,82 10,34 36,1 12,4 0,715
p__Lentisphaerae(%) 0,05 0,09 0,06 0,16 0,348
p__Proteobacteria(%) 18,51 13,9 12,83 6,61 0,185
p__Verrucomicrobia(%) 0,06 0,15 0,55 1,36 0,021 -4,62
P_Not Assigned(%) 1,82 4,44 1,94 1,69 0,411

SD: Desviacion estandar

Tabla 19. Comparativa de Filos presentes en abundancia relativa entre las muestras fecales basales del
grupo intolerantes a metformina confirmada durante el estudio de intervencion (INT) y grupo control sin
diabetes (CT). El LDA score es el valor otorgado por el LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-tamafios)

que se expone solo en los Filos que hayan arrojado un p<0,05 y LDA>2.

Controles bM2 co.n LDA
Abundancia relativa:Filos (CT) metformina P score
(DM2)
Media SD(t) Media SD()
n 25 20
p__Actinobacteria(%) 1,52 2,09 3 2,9 0,066
p__Bacteroidetes(%) 45,81 11,53 44,23 11,6 0,304
p__Firmicutes(%) 36,1 12,4 34,35 13,22 0,705
p__Lentisphaerae(%) 0,06 0,16 0,13 0,34 0,357
p__Proteobacteria(%) 12,83 6,61 18,74 11,95 0,194
p__Verrucomicrobia(%) 0,55 1,36 0,7 0,17 0,035 -4.62
P_Not Assigned(%) 1,94 1,69 1,03 1,92 0,513

SD: Desviacién estandar

Tabla 20. Comparativa de Filos presentes en abundancia relativa entre las muestras fecales basales entre
diabéticos con metformina (DM2) y grupo control reclutado sin diabetes (CT). El LDA score es el valor
otorgado por el LEfse (analisis discriminante lineal, efecto-tamafios) que se expone sélo en los Filos que
hayan arrojado un p<0,05 y LDA>2.

El Filo Verrocumicrobia se muestra en el grupo control en las comparaciones a dos grupos con una
abundancia relativa superior. Por otro lado, el LDA score es de igual valor en ambas comparaciones, es
decir, el peso en definir diferencias se mantiene igual al comparar controles con diabéticos con

metformina o controles con intolerantes a metformina confirmada.
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5.2 Familias

Familias bacterianas

«1 /N s |
B /I ' |
Gl DU | B

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

W Acidaminococcaceae M Bacillaceae M Bacteroidaceae H Bifidobacteriaceae
M Brucellaceae B Carnobacteriaceae H Christensenellaceae B Clostridiaceae

B Coriobacteriaceae B Desulfovibrionaceae B Enterobacteriaceae H Erysipelotrichaceae
B Eubacteriaceae M Gracilibacteraceae Hyphomicrobiaceae B Lachnospiraceae

M Lactobacillaceae M Oscillospiraceae B Oxalobacteraceae M Pasteurellaceae

B Peptococcaceae B Peptostreptococcaceae B Porphyromonadaceae B Prevotellaceae

B Rhodospirillaceae m Rikenellaceae Ruminococcaceae Streptococcaceae
m Sutterellaceae M Synergistaceae B unclassified_Clostridiales B Veillonellaceae

H Verrucomicrobiaceae

Figura 31. Abundancia relativa (%) de las familias bacterianas secuenciadas en las 25 muestras fecales del
grupo intolerante a metformina confirmada (INT), de las 20 muestras fecales del grupo diabetes mellitus
tipo 2 en tratamiento con metformina (DM2) y de las 20 muestras fecales del grupo control (CT)
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Figura 32. Graficos con representacion del resultado del LEfSe (analisis discriminante lineal, efecto-
tamafios) en el andlisis comparativo de las familias bacterianas secuenciadas entre los grupos:
intolerantes confirmados tras la introduccion de metformina (INT), diabéticos con metformina (DM2) y
controles (CT). Se muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score >2. LDA score es el
valor otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente superiores suponen mayor contribucién de los
biomarcadores en las diferencias entre grupos

En las familias bacterianas secuenciadas se mostraron diferencias estadisticamente significativas
en los taxones Desulfovibrionacea (4,03+3% INT vs2,71+2,66% DM2 vs6,24+4,99% CT, p=0,035 y LDA score
5,65), Rikenellaceae (2,64+2,35% INT vs 3,45%2,73% DM2 vs 5,2+3,99% CT, p = 0,023 y LDA score 5,11) y
Oxalobacteraceae (0,15+0,3 % INT vs 0,17+34 % DM2 vs 0,64+0,8% CT, p=0,005 y LDA score 4,39)
presentan niveles superiores dentro del grupo de controles sin diabetes. Porphyromonadaceae
(7,69%6,56%INT vs 3,57+2,45% DM2 vs 7,4+4,41%CT, p=0,011 y LDA score 5,31) esta enriquecida entre las
muestras fecales del grupo INT. Sin embargo, Enterobacteriaceae (10,28+15,99%INT vs 10,07+14,54%
DM2 vs 2,35+3,76% CT, p=0,026 y LDA score 5,6) es la Familia bacteriana que contribuye a mayores
diferencias entre los tres grupos, siendo numéricamente superior entre las muestras fecales del grupo

DM2.
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Figura 33. Histograma con representacién del resultado de LEfSe en el analisis de discriminante entre
diferencias entre Familias entre el grupo con diabetes mellitus tipo 2 con tratamiento con metformina
(DM2) y el grupo de intolerancia a metformina confirmada (INT) Cuanto mayor es el valor de LDA score

mayor la contribucion a las diferen

cias entre grupos (p<0,05, LDA score>2).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas sélo a nivel de la familia bacteriana

Porphyromonadaceae, con niveles superiores de abundancia relativa en el grupo INT (3,86% DM2 vs INT

7,06%, p=0,016 y LDA score 5,23)
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Figura 34. Graficos con representacion del resultado de LEfSe en las familias bacterianas del grupo
intolerancia a metformina confirmada (INT) y grupo control sin diabetes (CT). Cuanto mayor es el valor de
LDA score mayor la contribucidn a las diferencias entre grupos (p<0,05, LDA score>2).
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La herramienta de LEfSe arroja diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos a
nivel de los biomarcadores Rikenellaceae (4,87% CT vs 2,51 % INT, p=0,005 y LDA score 4,78),
Verrocomicrobia(0,41% CT vs 0,08% INT, p=0,042 y LDA score 3,37), Oxalobacteriaceae(0,62% CT vs 0,13%
INT,p=0,002 y LDA score 4,15), los cuales se representan enriquecidos en las muestras fecales del grupo
CT. Por otro lado, la familia Enterobacteriaceae (2,05% CT vs 12,39% INT, p= 0,049 y LDA score -4,66) se

representa mas enriquecida en el grupo INT.
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Figura 35. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre Familias de
los grupos controles sin diabetes (CT) y diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina (DM2).
Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucién a las diferencias entre grupos (p<0,05, LDA
score>2).

La herramienta de LEfSe confirma con diferencias estadisticamente significativas que las Familias
Peptostreptococcaceae(0,08% CT vs 0,19% DM2 , p=0,049 y LDA score -3,23), Oxalobacteraceae (0,62%
CTvs 0,19% DM2, p=0,016 y LDA score-4,38), Clostridiaceae (2,37% CT vs 2,13% DM2,p=0,045 y LDA score-
4,54) , Desulfovibirionaceae (5,61% CT vs 2,61% DM2, p=0,016 y LDA score-5,25),
Porphyromonadaceae(7,2% CT vs 3,83% DM2, p=0,003 y LDA score -5,28) se muestran en mayor

representacion entre el grupo CT respecto al grupo DM2. Por Ultimo, Enterobacteriaceae (2,05% CT vs
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9,43% DM2, p=0,007 y LDA score 5,59) es el biomarcador mas predominante entre las muestras fecales

de DM2

5.3 Géneros

0% 10% 20%
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B Butyricimonas
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M Faecalibacterium
B Herbaspirillum

B Odoribacter

M Parasutterella

B Ruminococcus

M Sutterella

Figura 36. Abundancia relativa (%) de los géneros bacterianos secuenciadas en las 25 muestras fecales del
grupo intolerante a metformina confirmada (INT), de las 20 muestras fecales del grupo diabetes mellitus
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Figura 37. Graficos con representacidon del resultado del LEfSe (andlisis discriminante lineal, efecto-
tamarios) en el andlisis comparativo de los géneros bacterianas secuenciadas entre los grupos:
intolerantes confirmados tras la introduccion de metformina (INT), diabéticos con metformina (DM2) y
controles (CT). Se muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score >2. LDA score es el
valor otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente superiores suponen mayor contribucién de los
biomarcadores en las diferencias entre grupos

Se muestran diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos a nivel de géneros
bacterianos, siendo numéricamente superiores entre el grupo control los taxones Barnesiella (0,97+1,44%
INT vs 0,63£0,91% DM2 vs 1,94+2% CT, p=0,013 y LDA score 4,82), Bilophila (5,01£3,9% INT vs 3,113,43%
DM2 vs 6,81+5,74% CT, p=0,032 y LDA score 5,29) y Herbaspirillum(0,21£0,42 INT vs 0,2210,45% DM2 vs
0,9440,94% CT, p=0,018 y LDA score 4,56). Sin embargo, los géneros Clostridium(2+1,58% INT vs
1,00+0,75% DM2 vs 1,55+1,15% CT, p=0,023 y LDA score 4,79), Blautia(1,64+1,81 vs 1,17+1,32% vs
1,28+2,97%, p=0,022 y LDA score 4,41) y Ruminococos_1(0,1£0,3% INT vs 0,04+0,09% DM?2 vs 0,05+0,11%
CT, p=0,023 y LDA score 4,41) presentan una abundancia relativa superior dentro del grupo INT. En la
herramienta del LEfSe las bacterias Bilophila, Barnesiella y Clostridium muestran los valores mas elevados
y se pueden interpretar como los biomarcadores explicativos con mayor peso en las diferencias entre

grupos.
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Figura 38. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre géneros de
los grupos intolerancia a metformina confirmada (INT) y diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con
metformina (DM2). Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucién a las diferencias entre
grupos (p<0,05, LDA score>2).

El género Paraprevotella se muestra superior entre las muestras fecales de DM2 respecto al
grupo INT (0,48+0,61% INT vs 1,63+1,79% DM2, p=0,025 y LDA score 4,82). En el grupo INT se muestra un
enriquecimiento de los géneros Bilophila (5,01£3,9% vs 3,113,43%, p=0,049 y LDA score 5,01),
Clostridium(2 +1,58% vs 1+0,75%,p=0,005 vy LDAscore-4,73) Ruminococcus_1(1,17+1,35 s
0,4740,46%,p=0,009 y LDA score-4,61) y Anarotruncus(0,13+0,41% vs 0,00+0,01, p=0,023 y LDAscore-
3,81)
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Figura 39.Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre géneros de
los grupos controles sin diabetes (CT) y diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina (DM2).
Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucidn a las diferencias entre grupos (p<0,05, LDA
score>2).

Hay diferencias estadisticamente significativas a nivel dse caracterizan por presencia de valores
numéricamente superiores entre el grupo control respecto a los diabéticos con metformina. En ambos
graficos se representa el valor mas alto de LDA score para el taxdn Bilophila (3,1£3,43% vs 6,8115,74%,
LDAscore-5,29) seguido de Barnesiella(0,63+0,91% vs 1,94+2%,LDA score -4,88) y por ultimo,
Herbasporilllium (0,21+0,44 % vs 0,82+1,07% LDA score -4,75). El género Bilophila representa el
biomarcador que mayores diferencias arroja en la comparacién de diabéticos con metformina respecto a
las muestras fecales del grupo control. Asimismo, este taxdn también extrae el LDA score mayor en la
comparacioén de diabéticos con metformina versus intolerantes a metformina, por lo que se trata de un

género menos representado en los pacientes con tratamiento con metformina.
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Figura 40. Gréficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre géneros de
los grupos controles sin diabetes (CT) e intolerancia a metformina confirmada (INT). Cuanto mayor es el
valor de LDA score mayor la contribucion a las diferencias entre grupos (p<0,05, LDA score>2).

Los géneros bacterianos que se mostraron mas representados en el grupo CT fueron Alistipes
(3,5243,21% INT vs 5,72+4,35% CT, p=0,018 LDA score 5,08), Barnesiella( 0,97+1,44% INT vs 1,94+2% CT,
LDA score 4,7 y p=0,018), Herbaspirrillum( 0,21+0,40% INT vs 0,81 +1,07%CT, p=0,012 y LDA score 4,55 )
y Arkemansia ( 0,09+0,23 INT vs 0,72+1,74% CT, p=0,046 y LDA score 4,51). En cambio, Blautia esta mas
representada en las muestras fecales del grupo INT (1,64+1,81 INT vs 1,28+2,97% CT, p=0,004 y LDA score
2,97)
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5.4 Especies
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Figura 41. Abundancia relativa (%) de especies bacterianas secuenciadas en las 25 muestras fecales del
grupo intolerante a metformina confirmada (INT), de las 20 muestras fecales del grupo diabetes mellitus
tipo 2 en tratamiento con metformina y de las 20 muestras fecales del grupo control (CT)
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Figura 42. Graficos con representacidon del resultado del LEfSe (andlisis discriminante lineal, efecto-
tamafios) en el andlisis comparativo de las especies bacterianas secuenciadas entre los grupos:
intolerantes confirmados tras la introducciéon de metformina (INT), diabéticos con metformina (DM2) y
controles (CT). Se muestran las especies bacterianas que arrojaron p<0,05 y LDA score >2. LDA score es el
valor otorgado por el LEfSe y los valores numéricamente superiores suponen mayor contribucién de los
biomarcadores en las diferencias entre grupos

En el analisis de las especies bacterianas secuenciadas en los tres grupos de estudio observamos
que hay diferencias estadisticamente significativas en la especie Barnisiella intestinihominis, siendo su
presencia superior en CT (1,05+1,55%INT vs 0,52+0,73% DM2 vs 1,61+1,53% CT, p =0,02 y LDA score 4,79).
Asi pues, se puede considerar como el biomarcador que representa mayores diferencias entre los tres
grupos de comparacion. Paraprevotella clara es numéricamente superior en abundancia relativa en las
muestras fecales de DM2 y su presencia esta mas reducida en el grupo INT (0,1+0,19% INT vs 0,71+1,09%
DM2 vs 0,23%10,4% CT, p=0,024 y LDA score 4,56). Por ultimo, Ruminococcus sp esta enriquecida entre
las muestras fecales de INT (0,09+0,13 % INT vs 0,05+0,15% DM2 vs 0,02+0,05% CT, p=0,02 y LDA score
3,58).
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Figura 43. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre las especies
bacterianas de los grupos controles sin diabetes (CT) e intolerancia a metformina confirmada (INT).
Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor es la contribuciéon a las diferencias entre grupos (p<0,05,
LDA score>2).

Las especies que se mostraron superiores en las muestras fecales de los CT en comparacién al
grupo INT fueron Phascolarctobacterium sp (0,02+0,08% INT vs 2,51+ 5,19 % CT, p=0,017 y LDA score
5,11), Alistipes onderdonkii, (0,57+1% INT vs 1,49%+2,38% CT, p=0,031 y LDA score 4,69)
Arkemansia_muciniphila (0,11+0,29%INT vs 0,88+2,19%CT, p=0,045 y LDA score 4,64) y Roseburia faecis
(1+1,23% INT vs 1,48+1,28% CT, p=0,044 y LDA score 4,52). En cambio, las especies que se mostraron




enriquecidas entre las muestras fecales de los INT segun el analisis discriminante lineal fueron cinco:
Eubacterium hadrum(1,17+2%INT vs 0,4+0,95% CT, p=0,023 y LDA score-4,63), Bacteroides salyersiae
(0,29+0,4%INT vs 0,21%0,72%CT, p=0,044 y LDA score-3,68), Ruminococcus sp (0,09+0,13%INT vs
0,02+0,05%CT, p=0,020 y LDA score -3,58), Blautia luti (0,09£0,17%INT vs 0,03£0,09% CT, p=0,036 y LDA
score -3,49) y Sutterella_sp (0,55+1,48%INT vs 0,44+0,84%CT, p=0,025 y LDA score-3,55)
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Figura 44. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre las especies
bacterianas de los grupos intolerancia a metformina confirmada (INT) y diabetes mellitus tipo 2 en
tratamiento con metformina (DM2). Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucidn a las
diferencias entre grupos (p<0,05, LDA score>2).

El andlisis de las especies bacterianas se observa enriquecimiento de los taxones Bacteroides
coprocola(1,2+2,82% INT vs 5,32+10,79% DM2, p=0,045 y LDA score 5,33) y Paraprevotella clara (0,1£19%
INT vs 0,71+£1,09% DM2, p=0,008 y LDA score 4,56) en el grupo DM2. En las muestras fecales del grupo
INT hay enriquecimiento de tres especies: Streptococcus_salivarius(0,7+1,54% INT vs 0,07+0,15% DM2,
p=0,028 y LDA score-4,62) Butyricimonas_sp(0,19+0,38% INT vs 0,05+12%DM2, p= 0,015 y LDA score -
3,89 ) y Ruminococcus_sp(0,09+0,13% INT vs 0,05+0,15% DM2, p=0,032 y LDA score-2,66)
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Figura 45. Graficos con representacion de los resultados del LEfSe sobre las diferencias entre las especies
bacterianas de los grupos controles sin diabetes (CT) y diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con
metformina (DM2). Cuanto mayor es el valor de LDA score mayor la contribucién a las diferencias entre
grupos (p<0,05, LDA score>2).

En el andlisis discriminante lineal la especie bacteriana Blautia_luti (0,1110,16% DM2 vs
0,03+0,09% CT, p=0,027 y LDA score 3,67) mostro diferencias estadisticamente significativas, con mayor
abundancia relativa en las muestras fecales de DM2 en comparacion con el grupo CT. Las Especies
Barnesiella intestinihominis(0,52+0,73%DM2 vs 1,61+1,53%CT, p=0,005 y LDAscore-4,77), Bacteroides
coprophilus (0,58+2,55%DM2 vs 1,07+2,03%CT, p=0,018 y LDA score-4,48) y Eubacterium siraeum
(0,03+0,08%DM2 vs 0,210,39%CT, p=0,034 y LDA score-4,04) presentan valores superiores entre los

controles.

6. Biodiversidad

La diversidad beta, mide las diferencias en la composicidn bacteriana de una o mas muestras.
Estas comparaciones podran suceder en el espacio, es decir, cuando las mediciones se hacen en lugares

distintos, pero en un mismo tiempo; o puede suceder en el tiempo, cuando las mediciones se realizan
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en el mismo lugar, pero en distintos momentos. La beta diversidad se puede medir de forma
cuantitativa o cualitativa, en la primera se considera la abundancia de los microorganismos observados,
mientras que en la segunda solo se tiene en cuenta la presencia o ausencia. En cambio, la biodiversidad
alfa es la encargada de informandonos de la diversidad intrinseca o heterogeneidad dentro de una
determinada comunidad. En nuestro caso hemos utilizado 4 indices diferentes para evaluar la alfa

biodiversidad:

. Observed_ASVs (riqueza): su basa en la cuantificacion de ASVs diferentes en las
muestras sin tomar en cuenta la importancia de las mismas, es decir, la distribucién.

. Evenness (indice de Pielou): describe la homogeneidad dentro de las muestras.

. Indice Shannon(biodiversidad): valora la cantidad de especies diferentes que
existen en la muestra y la cantidad relativa que hay para cada una de las especies, es decir,
contempla la riqueza y la abundancia de las especies.

. Diversidad Faith biodiversidad (biodiversidad corregida filogenéticamente).

6.1. Biodiversidad beta en el analisis de las muestras fecales basales de los grupos clasificados segun
tolerancia a metformina: intolerantes precoces a metformina (INT), tolerantes a metformina (TOL) y
no tolerantes durante la titulacion de dosis (NOTOL)

La grafica de coordinadas principales (PCoA) con matriz de distancia filogenética Unifrac
ponderada y no ponderadas se utilizdé para determinar las diferencias entre las muestras fecales de los
tres grupos de estudio. Las matrices con medidas de diversidad beta se han analizado con PERMANOVA

para encontrar diferencias de composicién segln su grupo de pertenencia.

A) Analisis cualitativo B) Analisis cuantitativo
Axis 2 (16.80 %)
Acs2 8.148%) ji
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Figura 46. Graficos PCoA representativos para la Biodiversidad beta de las muestras fecales basales de los
tres grupos de estudio clasificados segln tolerancia a metformina tras su introduccion.
El andlisis de PERMANOVA sobre la distancia uniFrac no ponderado o analisis cualitativo no

mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,954) y el analisis cuantitativo o
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medidas uniFrac ponderadas tampoco mostro diferencias estadisticamente significativas (p=0,944) entre

los grupos.

6.2. Biodiversidad beta en el andlisis longitudinal de las poblaciones tolerantes a metformina (TOL)
versus intolerantes a metformina en la progresion de dosis (NOTOL).

PCoA con matriz de distancia filogenética Unifrac ponderada y no ponderadas se utilizé para determinar
las diferencias entre las muestras fecales de los dos grupos de estudios (TOL y NOTOL) en los diferentes
tiempos (basal y final). Las matrices con medidas de diversidad beta se han analizado en busca de

diferencias de composicion segln su grupo de pertenencia mediante PERMANOVA.

A) Analisis cualitativo B) Anadlisis cuantitativo

Axis 2 (14.10 %)
Axis 2 (8.650 %)

- NOTOL-basal

B ~oToL-final
TOL-basal

B ToL-final

i 1-{14.08 %)

Axis 3 (BOED %) Axis TEE9.93 %)

Axis 3 (61068 %)

Figura 47. Graficos PCoA representativos para la Biodiversidad beta en tiempo basal y final presente
entre el grupo definido como TOL (n=10) y NOTOL (n=10).

En las graficas de PCoA se representan los cuatro grupos de estudios a través de las medidas de distancia
UniFrac. El analisis estadistico de PERMANOVA no presenta diferencias estadisticamente significativas en
el estudio cualitativo de la biodiversidad beta (unweighted unifrac distancia: p=0,944) ni tampoco en el

cuantitativo (weighted unifrac distancia: p=0,423).
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A) Anadlisis cualitativo B) Analisis cuantitativo
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Figura 48. Graficos PCoA representativos de la Biodiversidad beta en tiempo basal entre TOL versus
NOTOL

En la evaluacidn de la betadiversidad en el momento basal no encontramos diferencias significativas (test
PERMANOVA) ni a nivel cualitativo (unweighted unifrac distancia: p=0,480) ni tampoco a nivel cuantitativo

(weighted unifrac distancia: p=0,786).

A) Analisis cualitativo B) Analisis cuantitativo

A 2 (]753.%)

Audis 2 (5.621 %) *

B noToL-final
B ToL-final

Axis 3 {7318 %) / 442 34 %)

Ao 3 (1B %

Figura 49. Graficos PCoA representativos de Biodiversidad beta de las comunidades bacterianas en
tiempo final entre el grupo TOL versus NOTOL.

El analisis estadistico no presentd diferencias significativas ni de forma cualitativa (unweighted unifrac

distancia: p=0,570) ni cuantitativa (weighted unifrac distancia: p=0,496).
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A) Anadlisis Cualitativo B) Analisis Cuantitativo

Ao 7 (1333 %)

Axis 2 (10,53 %)

TOL-basal
I ToL-final

e Axis1-{48 83 %)

A 3 (HOT8 %)

Figura 50. Grafico PCoA representativo de Betadiversidad de las comunidades bacterianas dentro del

grupo TOL (n=10) en muestras fecales basales y finales.

En el analisis estadistico no encontramos diferencias significativas entre tiempo basal y final en la
valoracién cualitativa (unweighted unifrac distance: p=0,570) ni cuantitativa (weighted unifrac distance:

p=0,496) de las muestras fecales del grupo TOL.

A) Anilisis Cualitativo B) Anadlisis Cuantitativo

- NOTOL-basal
B noToL-final

A b {31 85 %)
Ay 3 (VETE

Figura 51. Grafico PCoA representativo de Betadiversidad de las comunidades bacterianas dentro de las
muestras fecales del grupo NOTOL

Entre las muestras de los pacientes clasificados en el grupo NOTOL no hay diferencias estadisticamente
significativas en la betadiversidad, ni a nivel cualitativo (unweighted distance P=0,999) ni cuantitativo (

weighted, P=0,971).
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6.3. Biodiversidad beta en el analisis de las muestras fecales de todos intolerantes a metformina y los
dos grupos controles reclutados: diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina y controles
sin diabetes

A) Analisis cualitativo B) Analisis cuantitativo
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Figura 52. Graficos PCoA para la biodiversidad beta de intolerantes a metformina (INT) respecto a ambos
grupos controles reclutados; diabéticos con metformina (DM2) y controles sin diabetes (CT)

Atendiendo al andlisis de PERMANOVA de los tres grupos se observan diferencias entre las poblaciones
microbianas tanto en su parte cualitativa (p=0.006; unweighted unifrac distance) como cuantitativa
(p=0.001; weighted unifrac distance). En los graficos PCoA se puede visualizar como la biodiversidad beta
de las muestras fecales del grupo DM2 presenta mayores distancias con el grupo CT. Asimismo, en el
analisis comparativo de los grupos por parejas la biodiversidad beta de las muestras fecales del grupo INT
versus DM2 no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,163; unweighted unifrac

distance y p=0,241; weighted unifrac distance )

A) Analisis cualitativo B) Analisis cuantitativo

Axi 2 (1872 %)

B cT
B bm2
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Figura 53. Graficos PCoA para la biodiversidad beta de controles sin diabetes (CT) y diabéticos con
metformina (DM2)
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En las graficas de PCoA podemos observar que ambas poblaciones microbianas se diferencian entre si,
tanto en el andlisis cualitativo(p=0,01, unweight unifrac distancia) como en el analisis

cuantitativo(p=0,001, weight unifrac distancia).

Analisis cualitativo B) Analisis cuantitativo

Figura 54. Graficos PCoA para biodiversidad beta de diabéticos en tratamiento con metformina (DM2) e
intolerantes a metformina confirmada(INT)

Hay diferencias entre microbiota intestinal de intolerantes respecto al grupo de diabéticos con
metformina, tanto cualitativamente, distancias UniFrac unweighted (p=0,005), como en distancias
weighted (p=0,001) en el andlisis de PERMANOVA.

6.4 Biodiversidad alfa de las muestras fecales basales de los grupos clasificados segtn tolerancia a

metformina durante el estudio de intervencion: intolerantes precoces a metformina (INT), tolerantes
a metformina (TOL) y no tolerantes durante la progresién de dosis del tratamiento (NOTOL)

6.4.1 Observed_ASV

ohserved_otus
1

INT (= 15) =ffeeeeeee
NOTOL (= 10) -]
TOL (= 10) |

Treatment
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Figura 55. Grafico de cajas y bigotes con la comparacién de ASV observed en muestras fecales basales de

los tres grupos clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.

El analisis de Kruskall-Wallis para ASV observadas entre los tres grupos no mostré diferencias

estadisticamente significativas (p=0,825)

Grupos H pvalor q valor
INT (n=15) NOTOL (n=10) 0.003078 0.956 0.956
TOL (n=10) 0.481325 0.488 0.956

Tabla 21. Prueba de Kruskall-Wallis por pares de ASV observed de las muestras fecales basales de los
grupos clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.

6.4.2 Eveness(Indice Pileau)

e

pielou

INT (= 15) -

NOTOL (n= 107

Treatment

TOL (n= 10y

Figura 56. Grafico con la comparacion del indice Eveness en muestras fecales basales de los tres grupos
clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.

En el analisis de las diferencias para Eveness(homogeneidad de las muestras) entre los tres grupos

mediante el test Kruskall-Wallis no arrojan diferencias estadisticamente significativas (p=0,702)

Grupos H p-valor g-valor
INT (n=15) NOTOL (n=10) 0.249231 0.618 0.926
TOL (n=10) 0.787692 0.375 0.926

Tabla 22. Prueba de Kruskall-Wallis por parejas para Eveness de las muestras fecales basales de los grupos
clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.
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6.4.3 Indice Shannon

shannan
1

INT (n= 15)-|
NOTOL (=100
TOL (n= 107+

Treatment

Figura 57. Grafico de cajas y bigotes con la comparacidn del indice Shannon en muestras fecales basales
de los tres grupos clasificados seguin su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.

En el andlisis de la prueba de Kruskall Wallis para todos los grupos no mostré diferencias estadisticamente

significativas para Indice Shannon (p=0,489)

Grupos H p-valor g-valor
INT (n=15) NOTOL (n=10) 0.150769 0.698 0.698
TOL (n=10) 1.627692 0.202 0.606

Tabla 23. Prueba de Kruskall-Wallis por parejas para Indice Shannon de las muestras fecales basales de
los grupos clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio

6.4.4 Diversidad Faith.

faith_pd
1

INT (e 15){ f
TOL (ns 1)

NOTOL (n=10)

Treatment

Figura 58. Grafico de cajas y bigotes con la comparacién del indice Shannon en muestras fecales basales
de los tres grupos clasificados segun su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio
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En el anadlisis de la diversidad corregida filogenéticamente no presenta diferencias entre grupos en el

analisis de Kruskall-Wallis(p=0,848)

Grupos H p-valor g-valor
INT (n=15) NOTOL (n=10) 0.110769 0.739 0.739
TOL (n=10) 0.249231 0.618 0.739

Tabla 24. Prueba de Kruskall-Wallis por parejas para Diversidad Faith de las muestras fecales basales de
los grupos clasificados seguin su grado de tolerancia a metformina en nuestro estudio.

6.5 Biodiversidad alfa en el analisis longitudinal de las poblaciones tolerantes a metformina (TOL)
versus intolerantes durante la progresion de dosis (NOTOL).

6.5.1 Observed ASV

NOTOL basal (n=10)-
NGTOL final (n=10)
TOL-basal (n=10)~

TOLfinal {n=10)

Treatment-time2

Figura 59. Grafico de cajas y bigotes de diversidad alfa para Observed ASV divididos segln grupo de
estudio: TOL y NOTOL en situacidn basal y final.

En el analisis de las diferencias en ASV observadas de los cuatro grupos mediante el test Kruskall-Wallis

no mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0,66)

Grupos H P valor q valor
NOTOL-basal (n=10) NOTOL-final (n=10) 0.005714 0.930 0.930
TOL-basal (n=10) 0.051429 0.821 0.930
TOL-final (n=10) 0.965714 0.326 0.930
NOTOL-final (n=10) TOL-basal (n=10) 0.051429 0.821 0.930
TOL-final (n=10) 1.651429 0.199 0.930
TOL-basal (n=10) TOL-final (n=10) 0.462857 0.497 0.930

Tabla 25. Test de Kruskall-Wallis por pares para ASV observadas de los grupos TOL y NOTOL en situacidon
basal y final.
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6.5.2 Eveness(Indice Pileau)
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Treatment-time2

Figura 60. Grafico da cajas y bigotes de diversidad para Eveness divididos segin grupo de estudio: TOLy
NOTOL en situacion basal y final.
En el andlisis de las diferencias para Eveness(homogeneidad de las muestras) entre los cuatro grupos

mediante el test Kruskall-Wallis no arrojan diferencias estadisticamente significativas (p=0,815)

Grupos de estudio H Pvalor g-valor
NOTOL-basal (n=10) NOTOL-final (n=10) 0.091429 0.762 0.870
TOL-basal (n=10) 0.142857 0.706 0.870
TOL-final (n=10) 0.022857 0.870 0.870
NOTOL-final (n=10) TOL-basal (n=10) 0.822857 0.364 0.870
TOL-final (n=10) 0.691429 0.406 0.870
TOL-basal (n=10) TOL-final (n=10) 0.142857 0.706 0.870

Tabla 26. Test de Kruskall-Wallis por pares para eveness de los grupos tolerantes TOL y NOTOL en
situacién basal y final
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6.5.3 Indice Shannon.
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Figura 61. Grafico de cajas y bigotes de diversidad para indice Shannon divididos segtin grupo de estudio:
TOL y NOTOL en situacion basal y final.

En el andlisis de las diferencias en el indice de Shannon de los cuatro grupos mediante el test Kruskall-

Wallis no se mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,625)

Grupos H P-valor g-valor
NOTOL-basal (n=10) NOTOL-final (n=10) 0.142857 0.706 0.821
TOL-basal (n=10) 0.280000 0.597 0.821
TOL-final (n=10) 0.365714 0.545 0.821
NOTOL-final (n=10) TOL-basal (n=10) 0.965714 0.326 0.821
TOL-final (n=10) 1.651429 0.199 0.821
TOL-basal (n=10) TOL-final (n=10) 0.051429 0.820 0.821

Tabla 27. Test de Kruskall-Wallis por pares para indice Shannon de los grupos TOL y NOTOL en situaciéon

basal y final.
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6.5.4. Diversidad Faith
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Figura 62. Grafico de cajas y bigotes de diversidad Faith divididos segun grupo de estudio:

en situacidn basal y final.

En el analisis de las diferencias del indice Faith de los cuatro grupos mediante el test Kruskall-Wallis no se

Treatment-time2

mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,85)

T0Lbasal (=10}

TOL y NOTOL

H p-valor g-valor
NOTOL-basal (n=10) NOTOL-final (n=10) 0.000000 1.000000 1.000000
TOL-basal (n=10) 0.365714 0.545 0.780
TOL-final (n=10) 0.691429 0.406 0.780
NOTOL-final (n=10) TOL-basal (n=10) 0.205714 0.650 0.780
TOL-final (n=10) 0.280000 0.597 0.780
TOL-basal (n=10) TOL-final (n=10) 0.205714 0.650 0.780

Tabla 28. Test de Kruskall-Wallis por pares para indice de Faith TOL y NOTOL en situacidn basal y final

1) ASVs observed (p=0,427)
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Difference in observed_otus (Time final - Time basal)

Treatment

2) Eveness(p=7,34)

0.06 -

0.04 +

0.02 4

0.00 -

—0.02

—0.04

—0.06 q

Difference in pielou_e (Time final - Time basal)

—0.08 4

Treatment

157

—
| —
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Figura 63. Graficos con el anadlisis de la diversidad alfa mediada por ASV observed, Eveness, indice
Shannon e indice diversidad Faith de los grupos TOL y NOTOL durante el diferencial de cambio de
diversidad alfa de las muestras fecales basales y finales

En el andlisis por pares de U Mann Whitney no mostré diferencias significativas en el diferencial de cambio

de alfa diversidad entre los grupos tras la introduccidon de metformina

6.6 Biodiversidad beta en el andlisis de las muestras fecales de todos intolerantes a metformina
confirmada (INT), diabéticos en tratamiento con metformina(DM2) y controles sin diabetes(CT)

6.6.1. Observed ASV
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Figura 67. Grafico de cajas y bigotes para Observed ASV de intolerantes a metformina (INT), diabéticos

con metformina (DM2) y controles sin diabetes (CT)

En el andlisis de las diferencias de Observed ASV mediante el test de Kruskall Wallis no mostré diferencias

significativas entre grupos (p=0,312)
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Grupos H pvalor g valor
CT-basal (n=20) DM2-basal (n=20) 1.941035 0.164 0.359

INT-basal (n=25) 0.230102 0.631 0.631
DM2 (n=20) INT (n=25) 1.384056 0.239 0.359

Tabla 29. Test de Kruskall -Wallis por pares para ASV_observed en los tres grupos de estudio: INT, DM2

y CT.

6.6.2. Eveness(Indice Pileau)
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Figura 68. Grafico de cajas y bigotes para Eveness de intolerantes a metformina (INT), diabéticos con
metformina (DM2) y controles sin diabetes (CT)

En el analisis de las diferencias de Eveness mediante el test de Kruskall Wallis no mostré diferencias

significativas entre grupos (p=0,334)

Grupos H pvalor q valor

CT-basal (n=20) DM2-basal (n=20) 1.903171 0.168 0.409
INT-basal (n=25) 1.202087 0.273 0.409

DM2-basal (n=20) INT-basal (n=25) 0.252522 0.615 0.6153

Tabla 30. Test de Kruskall -Wallis por pares para eveness en los grupos de estudio: INT(n:25), DM2 (n:20)

y CT (n: 20)
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6.6.3. Indice Shannon(biodiversidad)

shannon

CT (n=20)
M2 (=20}
INT (n-25)4

Treatment

Figura 69. Grafico de cajas y bigotes para Indice Shannon de los tres grupos de estudio: INT (n:25), DM2
(n: 20) y CT (n: 20)

En el analisis de las diferencias del indice de Shannon mediante el test de Kruskall Wallis no mostré

diferencias significativas entre grupos (p=0,312)

Grupos H p-valor g-valor

CT (n=20) DM2 (n=20) 0.658537 0.417 0.625
INT (n=25) 0.013043 0.909 0.909

DM2 (n=20) INT (n=25) 0.793565 0.373 0.626

Tabla 31. Test de Kruskall -Wallis por pares para Indice Shannon en los grupos de estudio:INT, DM2 y CT
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6.6.4. Diversidad de Faith
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Figura 70. Grafico de cajas y bigotes para Diversidad de Faith de los tres grupos de estudio: INT, DM2 y CT

En el analisis de las diferencias del indice diversidad filogenéticamente corregida mediante el test de

Kruskall Wallis no mostré diferencias significativas entre grupos (p=0,269)

Grupos H p-value g-value

CT (n=20) DM2 (n=20) 2.133659 0.144 0,380
INT (n=25) 0.603130 0.437 0,432

DM2 (n=20) INT (n=25) 1.304348 0.253 0,380

Tabla 32. Test de Kruskall -Wallis por pares para diversidad Faith en los grupos de estudio: INT, DM2 y CT.
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7. Analisis funcional

7.1 Rutas metabdlicas de MetaCyc en el andlisis basal de las muestras fecales entre los grupos
intolerantes precoces a metformina, intolerantes a metformina en dosis progresivas y tolerantes a
metformina.

Descripcion de todas las rutas metabdlicas de MetaCyc con diferencias estadisticamente significativas. Se
muestran tanto las rutas resultantes del analisis basal de las muestras fecales entre los grupos INT, NOTOL
y TOL, como las rutas metabdlicas con diferencias estadisticamente significativas en el andlisis longitudinal

y final de las muestras fecales de los grupos TOL y NOTOL.

CHLOROPHYLL-SYN- 3,8 divinil clorofila biosintesis | (organismos con metabolismo aerobio, luz
independiente). En la mayoria de los organismos poseen una enzima independiente de la luz que cataliza
la formacién de clorofilida a a partir de protoclorofilida a.

HOMOSER METSYN PWY -Biosintesis de L-metionina |

HSERMETANA-PWY-Biosintesis de L-metionina lll

P221-PWY-Via de oxidacién de octano

PANTO-PWY-Biosintesis de acido pantoténico

PWY-1422-Biosintesis de vitamina E

PWY-181-Via de Fotorespiracion

PWY-4984-Ciclo de la urea

PWY-5198 Biosintesis del factor 420 (El factor 420 es conocido como coenzima F420 es un compuesto
redox-activo conocido por su papel en la metanogénesis)

PWY 5531 Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Il (organismos con metabolismo anaerobio). Esta via
describe la formacién de clorofilida a, un metabolito intermedio importante en la biosintesis de todas las
clorofilas y bacterioclorofilas

PWY 7159 Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Il (aerdbica, luz independiente). La Unica diferencia
entre esa via y la descrita anteriomente es el ultimo paso, la reduccion de protoclorofilida a para formar
clorofilida a que es catalizada por una enzima luz indepediente.

HSERMETANA-PWY-Biosintesis de L-metionina Ill

PWY-5198-Biosintesis del factor 420 (El factor 420 es conocido como coenzima F420 es un compuesto
redox-activo conocido por su papel en la metanogénesis)

PWY 5531-Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Il (organismos con metabolismo anaerobio). Esta via
describe la formacidn de clorofilida a, un metabolito intermedio importante en la biosintesis de todas las
clorofilas y bacterioclorofilas

PWY 7159-Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Ill (aerdbica, luz independiente). La Unica diferencia
entre esa via y la descrita anteriomente es el Ultimo paso, la reduccién de protoclorofilida a para formar
clorofilida a que es catalizada por una enzima luz independiente.
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P221-PWY- Via de oxidacién de octano

FUC- RHAMCAT- PWY- Via de la degracién de fructosa y ramnosa.

FUC-RHAMCAT- Via de degracion del metabolismo de glicol

HISDEG-PWY- Via de degracidon de L histidina |

MET-SAM-PWY-Via de la biosintesis de adenosil-L metionina

P4-PWY- Via de biosintesis de L-lisina, L-treonina y L metionina

PENTOSA-P-PWY-Via de pentosa fosfato

PWY 2941-Via de biosintesis L-lisina Il

PWY 5154-Via de biosintesis de L-arginina ( via acetil-L-citrulina) Ill

PWY 6901- Via de degracion de glucosa y xylosa

PWY 7003 -Via de degracion de glicerol a butanol

PWYO0-845-Via de biosintesis de piridoxal 5 fosfato (sintesis de vitamina B6)

RHAMCAT-PWY- Via de degracién de L-ramnosa |

RUMP-PWY-Via de oxidaciéon de formaldehido

TEICHOICACID-PWY- Biosintesis de acido teicoicos.

ARGORNPROST-PWY - Via de degracion L-arginina

COA-PWY-Via biosintesis de coenzima A (procariota)

PENTOSE-P-PWY —Via pentosa fosfato. La via de la pentosa fosfato es una forma alternativa de oxidar la
glucosa, y en esta via la oxidacién estd acoplada a la sintesis de NADPH.

POLYISONPRENSYN-PWY- Via biosintesis polisopreonides (pueden interferir como precursores de
formacion de LPS)

PWY 6123- Biosintesis de iosina 5-fosfato | o IMP (la biosintesis de novo de las purinas comienza con la

sintesis de IMP, que se puede convertir a todas las demas purinas)

PWY 6507- Degradacion de 4-desoxi-L- treo -hex-4-enopiranuronato (5-de hidro-4-deoxy-D glucoronato).
Muchos organismos producen polimeros complejos grandes que contienen acidos urdnicos. Algunos
ejemplos incluyen pectina, que contiene D-galacturonato, y glicosaminoglicanos producidos por animales,
que incluyen heparina, heparan sulfato, hialuronano, condroitin sulfato, etc. Las vias de degradacion
bacteriana para estos polimeros generalmente implican un ataque inicial sobre el polimero que lo

descompone en oligosacéridos cortos.
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PWY 6545 - Via de biosintisis de pirimidina desoxirribonucleétidos Il

PWY-7242- Via de degradacion de D-fructuronato

PWYO0-1261- Via de reciclaje de anhidromuropéptidos | (Las bacterias gramnegativas reciclan una
proporcion muy grande del polimero de peptidoglucano durante el crecimiento normal en un proceso

denominado reciclaje de la pared celular)

PWY4903 —Reduccidn de nitratos VI(degradacion de nutrientes inorganicos)

RIBOSYN2-PWY- Biosintesis de flavinas (riboflavina se conoce como vitamina B2, porque es un nutriente

esencial y los mamiferos no pueden sintetizarla)

ARGORNPROST-PWY : Via de degracién L-arginina

COA-PWY: Via biosintesis de coenzima A (procariota)

PENTOSE-P-PWY — Via pentosa fosfato. La via de la pentosa fosfato es una forma alternativa de oxidar la

glucosa, y en esta via la oxidacion estd acoplada a la sintesis de NADPH.

POLYISONPRENSYN-PWY- Via biosintesis polisopreonides (pueden interferir como precursores de

formacion de LPS)

PWY 6123- Biosintesis de iosina 5-fosfato | o IMP (la biosintesis de novo de las purinas comienza con la

sintesis de IMP, que se puede convertir a todas las demas purinas)

PWY 6507- Degradacién de 4-desoxi-L- treo -hex-4-enopiranuronato (5-de hidro-4-deoxy-D glucoronato).
Muchos organismos producen polimeros complejos grandes que contienen acidos urdnicos. Algunos
ejemplos incluyen pectina, que contiene D-galacturonato, y glicosaminoglicanos producidos por animales,
que incluyen heparina, heparan sulfato, hialuronano, condroitin sulfato, etc. Las vias de degradacion
bacteriana para estos polimeros generalmente implican un ataque inicial sobre el polimero que lo

descompone en oligosacaridos cortos.

PWY 6545 - Via de biosintisis de pirimidina desoxirribonucleétidos Il

PWY-7242- Via de degradacion de D-fructuronato

PWYO0-1261- Via de reciclaje de anhidromuropéptidos | (Las bacterias gramnegativas reciclan una
proporcion muy grande del polimero de peptidoglucano durante el crecimiento normal en un proceso

denominado reciclaje de la pared celular)
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PWY4903 —Reduccidn de nitratos VI(degradacion de nutrientes inorganicos)

RIBOSYN2-PWY- Biosintesis de flavinas (riboflavina se conoce como vitamina B2, porque es un nutriente

esencial y los mamiferos no pueden sintetizarla)

HISDEG-PWY- Via de degradacion de L-histidina.

P4-PWY-Via de biosintesis de L-treonina, L-metionina,L-lisina

PWY-6471-Biosintesis de peptidoglicanos IV

PWYO0-845-Biosintesis de vitamina B6 (coenzima presente en procesos de biosintesis de aminoacidos y

peptidoglicanos)

PWY-6654 — Via de biosintesis de fosfopantotenato Ill (Precursor de la coenzima A y sus derivados de acilo
que son requeridos para reacciones que generan energia a partir de la degradacién de grasas,
carbohidratos y proteinas. Ademds, la coenzima A en la forma de acetil-CoA y succinil-CoA esta
involucrada en el ciclo del acido citrico, en la sintesis de grasas esenciales, colesterol, hormonas

esteroideas, vitamina A y D, acetilcolina, y en la ruta de B-oxidacién de acidos grasos.

Vias metabdlicas extraidas de MetaCyc. Mayor en Menor en
CHLOROPHYLL-SYN INT
GLYCOL-GLYOXDEG-PWY INT

HISDEG-PWY TOL
HOMOSER-METSYN-PWY INT
HSERMETANA-PWY TOL INT
MET-SAM-PWY TOL INT
P221-PWY NOTOL

PENTOSE-P-PWY TOL
PWY-2941 TOL

PWY-5154 INT

PWY-5198 NOTOL
PWY-6507 TOL
PWY-6901 TOL
PWY-7003 TOL
PWY-7022 NOTOL
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PWY-7242 TOL

PWY0-845 TOL

RHAMCAT-PWY INT TOL

Tabla 33. El grado de actividad de las vias metabdlicas predichas segln la base de datos MetaCyc entre
las muestras fecales de los tres grupos de pacientes clasificados segln su tolerancia a metformina (TOL,
INT y NOTOL) en situacién basal. Se muestran las vias metabdlicas que alcanzaron un grado de
significancia estadistica p<0,05

En la comparativa de los tres grupos observamos que los dos grupos que se alejan mas en el analisis
funcional son el grupo TOL respecto a los INT. Las muestras fecales de TOL expresan una predominancia
de vias de biosintesis de amindacidos (lisina o metionina) con una disminucidn de la actividad de vias de

degradacién. Sin embargo, las muestras fecales de INT tienen una predominancia de vias metabdlicas para

la degradacién u obtencién de energia (catabolismo de azucares).

INT-basal NOTOL-basal TOL-basal

0.010

0.008

0.006

0.004 -

0.002 -

PC2 (16.6%)

0.000 Fmmm—m e e g e e e B e S

=0.002

-0.006

1
1
I
1
1
1
-0.004 1
|
1
1
1
1
|

=0.005 0.000 0.005 0.010 0.015
PC1 (37.1%)

Figura 71. Grafico de componentes principales (PC) de las rutas metabdlicas predichas de base de datos
MetaCyc entre los grupos intolerantes precoces a metformina (INT), intolerantes a metformina en dosis
progresivas (NOTOL) y tolerantes a metformina (TOL). Se muestran las vias metabdlicas que alcanzaron
un grado de significancia estadistica p<0,05
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INT-basal MNOTOL-basal 95% confidence intervals
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)
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Figura 71. Rutas metabdlicas de la base de datos MetaCyc con las contribuciones predichas de los datos
metagendmicos de los dos subgrupos de intolerantes a metformina en situacidn basal (INT y NOTOL).
Observamos 11 rutas diferentes entre ambos grupos (p<0,05).

Las rutas que se encuentran incrementadas en de INT son las relacionadas con la sintesis de vitamina E,
biosintesis de clorofila, la sintesis de (R) -4'-fosfopantotenato (precursor de la coenzima A), aumento de
produccion de metano y degradacién de aminodcidos (ciclo de la urea). En el grupo de los pacientes que
NOTOL destacan tres vias relacionadas con la biosintesis de aminoacidos (biosintesis de metionina).
Ademas, observamos aumento de degradacion de octano en microbiota de NOTOL (obtencién de

energia).
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INT-basal TOL-basal 95% confidence intervals
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Figura 72. Rutas metabdlicas de la base de datos MetaCyc con las contribuciones predichas de los datos
metagendmicos de los tolerantes a metformina (TOL) respecto a los intolerantes a dosis minimas en las
muestras fecales basales (INT) Observamos 16 rutas diferentes entre ambos grupos (p<0,05).

En el grupo de TOL a nivel basal se observan 5 rutas diferentes incrementadas, pero todas ellas
relacionadas con la biosintesis de aminoacidos: sintesis de metionina, histidina, lisina y treonina. Sin
embargo, en los INT esta incrementado las vias de degradacidn, de obtencidn de energia, a través del
metabolismo hidrocarbonado (oxidacién de glucosa, ramnosa, degracién de alcoholes, fructosa...).
Ademas, hay un incremento de actividad en la via que sintetiza acidos tecoicos implicados en la formacién

de membranas celulares y de la sintesis de precursores de vitamina B6
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NOTOL-basal TOL-basal 95% confidence intervals
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Figura 73. Rutas metabdlicas de la base de datos MetaCyc con las contribuciones predichas de los datos
metagendmicos de los tolerantes a metformina (TOL) respecto a los intolerantes durante la progresion de
dosis (NOTOL) en situacidn basal. Observamos 15 rutas diferentes entre ambos grupos (p<0,05).

En el grupo de TOL se observa un incremento de las vias de produccién de nucleétidos, sintesis de flavinas
(vitamina B2), precursores de coenzima A e incremento de la via de degradaciéon de nitratos y aumento

de la actividad de la via de poliisoprenoides. En los NOTOL observamos de forma generalizada incremento
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de vias de degradacidn: aminoacidos (degradacion de arginina), de obtencién de energia como el
incremento de actividad de las vias de pentosa fosfato, degradacion de fructosa o xylosa y, por ultimo,

vias de degradacion de peptidoglicanos de membrana celulares.

7.2 Rutas metabdlicas por MetaCyc con diferencias significativas del andlisis longitudinal y final de los
grupos tolerantes a metformina e intolerantes durante la progresion de dosis.

TOL-basal TOL-final 95% confidence intervals
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Figura 74. Rutas metabdlicas de la base de datos MetaCyc con las contribuciones predichas de los datos
metagendmicos de los tolerantes a metformina (TOL) en situacion basal (sin tratamiento) y en el punto
final. Observamos 4 rutas diferentes en el analisis longitudinal (p<0,05)

En microbiota intestinal del punto final de los pacientes del grupo TOL se observa un incremento de la
actividad de la via de degradacion de histidina y mayor actividad de la via metabdlica de biosintesis de
vitamina B6. Sin embargo, en las muestras de TOL-basal hay incremento de la actividad de las vias de
biosintesis de aminoacidos (L-treonina, L-metionina y L-lisina) y peptidoglicanos en comparacion con
microbiota intestinal de TOL final. En el estudio longitudinal de las vias metabdlicas predichas con las
muestras fecales de pacientes NOTOL no se mostraron diferencias estadisticamente significativas, debido

a que el tiempo de exposicion a metformina desde la recogida de las muestras fecales basales fue inferior.

NOTOL-final TOL-final 95% confidence intervals
! v
! 3
PWY-6654 O I 003871
' &
r T T T T T T T T ‘
0.0 0.0 -0.035 -0.030 -0.025 -0.020 -0.015 -0.010 -0.005 0.000
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 75. Rutas metabdlicas de la base de datos MetaCyc con las contribuciones predichas de los datos
metagendmicos en las muestras fecales finales entre los pacientes que no toleraron metformina en la
progresion de dosis y los que si presentaron tolerancia a la misma (NOTOLy TOL).

La via relacionada con produccion de la vitamina B5 o acido pantoténico es superior entre los TOL respeto

a los NOTOL tras la administracion de metformina.
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% change

PWY-5154: L-arginine biosynthesis Il (via N-acetyl-L-citrulline)
Biosynthesis

PWY0-845: superpathway of pyridoxal 5'-phosphate biosynthesis and salvage

0.02
HISDEG-PWY: L-histidine degradation |
PWY-6901: superpathway of glucose and xylose degradation Degradation/Utilization/
0 Asgsimilation
PWY-7242: D-fructuronate degradation
PWY-6507: 4-deoxy-L-threo-hex-4-enopyranuronate degradation
-0.02 PENTOSE-P-PWY: pentose phosphate pathway | Generation of Precursor Metabolite and Energy

TOL NOTOL

Figura 76. Mapa de calor de las vias de Metacyc diferencialmente abundantes identificadas en los grupos
de estudio. Los valores de color en el mapa de calor representan el cambio en la abundancia relativa
normalizada de las vias de Metacyc. Las superclases compartidas por vias relacionadas estan localizadas
dentro del mismo color.

La mayoria de estas vias mostraron una tendencia inversa en sus cambios en los grupos TOL y NOTOL,
especialmente en aquellos que al menos mostraron una tendencia (p <0.10) entre grupos. Un punto
interesante es que los pacientes con TOL aumentaron las vias de degradacion de la glucosa (PWY-6507,

PWY-7242, PWY-6901), asi como las vias relacionadas con los aminoacidos (HISDEG-PWY, PWY-5154).

7.3 Rutas metabdlicas por MetaCyc con diferencias significativas entre todos los intolerantes a
metformina (INT) y los ambos grupos controles: diabéticos con tratamiento con metformina (DM2) y
controles sin diabetes (CT).

Se muestran las rutas metabdlicas que alcanzaron la significancia estadistica en el andlisis transversal de

los tres grupos (p<0,005)

CHLOROPHYLL-SYN- 3,8 divinil clorofila biosintesis | (organismos con metabolismo aerobio, luz
independiente). En la mayoria de los organismos poseen una enzima independiente de la luz que cataliza

la formacidén de clorofilida a a partir de protoclorofilida a.

P101-PWY-Biosintesis ectoina (un compuesto natural que se encuentra en varias especies de bacterias.
Se trata de un soluto compatible, que sirve como una sustancia protectora, actuando como un osmolito

y por lo tanto ayuda a los organismos a sobrevivir a un estrés osmotico extremo)

PWY-3781-Respiracion aerobica | (citocromo c es una pequefia hemoproteina asociada en la membrana

interna de la mitocondria e interviene en el transporte de electrones entre el complejo Il y IV)

PWY- metil-5-tio-alfa, degradacién D-ribosa 1 fosfato |

PWY 5531-Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Il (organismos con metabolismo anaerobio). Esta via
describe la formacién de clorofilida a, un metabolito intermedio importante en la biosintesis de todas las

clorofilas y bacterioclorofilas
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PWY 7159 -Via 3,8 divinil-clorofilida una biosintesis Ill (aerdbica, luz independiente). La Unica diferencia
entre esa via y la descrita anteriormente (PWY5531) es el ultimo paso, la reduccion de protoclorofilida a

para formar clorofilida a que es catalizada por una enzima luz indepediente.

PWY-5656 —Via de degradacidn de 2-amino-3 carboximuconato semialdehido a 2 hidroxipentadionato

PWY 5910- Via de sintesis de mevalonato

PWY-7347- Via de biosinteis de sucrosa Ill

PWY-922- Via de biosintesis de mevalonato

SUCSYN-PWY- Via de biosintesis de sucrosa

ALL CHORISMATE PWY Metabolismo corismato (precursor de sintesis de aminoacidos)

ARG+POLYAMINE SYN Biosintesis de arginina y poliaminas

CENTFERM PWY Fermentacién de piruvato a butanoato

COA PWY Biosintesis de coenzima A

COBALSYN-PWY. Supervia de sintesis de adenosilcobalamina desde cobinamida |

DTDPRHAMSYN PWY Biosintesis dTDO-L ramnosa

ENTBACSYN PWY Biosintesis de enterobactin

GLUCOSE1PMETAB PWY Degradacion de glucosa y glucosa 1 fosfato

GLUTORN- L-ornitina biosintesis |

HEME-BIOSYNTHESIS-1I- biosintesis hemo | (aerdbico)

HEMESYN2-PWY-Biosintesis hemo Il (oxigeno-independiente)

LACTOSECAT-PWY- Degradacioén de lactosa y galactosa |

NAD-BIOSYNTHESIS-II- Via salvaje NAD lll (a nicotinamide ribose)

NONMEVIPP-PWY- Via metileritritol fosfato |

P101-PWY-Biosintesis de ectoina
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P108-PWY- Fermetancidn de piruvato a propanoato |

PANTOSYN-PWY- Via de biosintesis de la coenzima A |

POLYAMSYN-PWY- Via de biosintesis de poliaminas

PPGPPMET-PWY-Metabolismo ppGpp

PWY 2942- Biosintesis de L-lisina Ill

PWY3001- Via de biosintesis de L-isoleucina |

PWY 5097- Biosintesis de L-lisina VI

PWY 5121-Biosintesis de generalilgerenalil disfosfato Il(via MEP)

PWY 5304-Via de sulfuro oxidacion

PWY 5677- Via de fermentacion de succinato a butanoato

PWY 5747-Ciclo de 2-metilcitrato Il

PWY 5837-Biosintesis 2-carboxi-1,4 naftoquinol

PWY 5838-Biosintesis de menaquinol-8 |

PWY 5840-Biosintesis de menaquinol-7

PWY 5845-Biosintesis de manaquinol-9

PWY 5850-Biosintesis de manquinol-6 |

PWY 5860 Biosintesis de dimetilmenaquinol-6 |

PWY 5861 Biosintesis de dimetilmenaquinol-8 |

PWY 5862 Biosintesis de dimetilmenaquinol-9

PWY 5863 Biosintesis de filoquinol

PWY 5896 Biosintesis de manaquinol-10

PWY 5897 Biosintesis de manaquinol-11
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PWY 5898 Biosintesis menaquinol-12

PWY 5899 Biosintesis de manquinol 13

PWY 5910 Biosintesis de geranil geranil difosfato (via mevalonato)

PWY 5918 Biosintesis de hemo desde glutamato

PWY 6123 Biosintesis ionosina 5 fosfato |

PWY 6163 Biosintesis corismato desde 3-dehidroquinato

PWY 6590 Super-via de Clostridium acetobutylicum de fermentacion acidogénica.

PWY 6629 Biosintesis de L triptofano

PWY 6892 Biosintesis de tiazoles

PWY 7013 Degradacién de 1,2 diol propano

PWY 7209 Degradacién de ribonucleétidos de piramidina

PWY 7234 Biosintesis ionosina 5 fosfato Ill

PWY 7347. Biosintesis de sucrosa lll

PWY 7560 Via metileritritol fosfato Il

PWY 922 Via mevalonato |

PWYO0 1061 Biosintesis de L alanina

PWYO- 1338. Biosintesis de lipolisacaridos

PWYO0 1415 Via de biosintesis de hemo desde uroporfirindgeno llI

PWY0-42 Ciclo 2-metilcitrato |

PYRINUCSAL-PWY Via salvaje de NAD |

PYRIDNUCSYN PWY Biosintesis de NAD I(desde aspartato)

RIBOSYN2-PWY Biosintesis de flavinas |
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SUCSYN PWY Biosintesis de sucrosa

THISYN PWY Biosintesis de tiamina difosfato |

THRESYN PWY Biosintesis de L-treonina

COA-PWY-Biosintesis de la coenzima A

DENOVOPURINE2-PWY-Biosintesis de las purinas Il

FUC-RHAMCAT PWY Via de degradacion de fructosa y ramnosa

GLCMANNANA-PWY Via de degradacion acetilglucosamina, N acetilmanosamina y acetilneuraminato

GLUCUROCAT-PWY Degradacion de beta-D- glucuronide

P441 PWY Via de degradacidn acetilneuraminato

PWY 5121 Biosintesis de geranilgeranil difosfato

PWY 5304. Oxidacion de sulfuro

PWY 5384 Degradacién de sucrosa IV

PWY 5419 Degradacién catecol a 2 hidroxipentadienoato Il

PWY 5420 Degradacién catecol Il

PWY 5509. Biosintesis de adenosincobalamina desde adenosilcobinamida GDP |

PWY 5654 Degradacién 2 amino 3 carboximuconato semialdehido a hidroxipentadieona

PWY 5971. Biosintesis de pamitato

PWY 6123 Biosintesis losina 5 fosfato |

PWY 6386 Biosintesis de UDP N acetilmuramoil pentapeptido Il

PWY 7187 Biosintesis de deoxiribonucledtidos de piramidina Il

PWY 7208 Supervia de nucledtidos de piramidina

PWY 7560 Via de metileritritol fosfato Ill
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PWY 841 Biosintesis de nucledtidos de purina |

Vias metabdlicas Mayor Menor
CENTFERM-PWY CcT DM2
CHLOROPHYLL-SYN DM2 INT
COA-PWY CcT DM2
COBALSYN-PWY CcT DM2
DTDPRHAMSYN-PWY cT DM2
GLUCOSE1PMETAB-PWY DM2 CcT
GLUTORN-PWY cT DM2
HEME-BIOSYNTHESIS-II DM2 CT
HEMESYN2-PWY DM2 CcT
HISTSYN-PWY CT DM2
NONMEVIPP-PWY CcT DM2
P101-PWY DM2 INT
PANTO-PWY CT INT
PANTOSYN-PWY CcT INT
PWY-5097 DM2
PWY-5121 DM2
PWY-5304 CcT DM2
PWY-5419 CcT INT
PWY-5509 CcT DM2
PWY-5654 DM2 INT
PWY-5837 DM2 CcT
PWY-5863 DM2 CcT
PWY-5910 DM2 CcT
PWY-5918 DM2 CcT
PWY-5971 DM2 CcT
PWY-6163 CcT DM2
PWY-6892 CcT DM2
PWY-6993 INT CT/DM2
PWY-7013 DM2 CcT
PWY-7159 DM2 INT
PWY-7234 DM2 CcT
PWY-7347 DM2 CcT
PWY-7560 CcT DM2
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PWY-922 DM2 CT

PWYO0-1338 DM2 CT
PWY0-1415 DM2 CT
PYRIDNUCSYN-PWY CcT DM2
RIBOSYN2-PWY CT DM2
SUCSYN-PWY DM2 CcT
THRESYN-PWY CcT DM2

Tabla 34. El grado de actividad de las vias metabdlicas predichas segun la base de datos MetaCyc en las
muestras fecales de todos los intolerantes a metformina (INT) respecto a las muestras de diabéticos en
tratamiento con metformina (DM2) y controles din diabetes (CT). Se muestran las vias metabdlicas que
alcanzaron un grado de significancia estadistica p<0,005

En el estudio funcional de las muestras fecales de DM2 en comparacion al grupo CT es donde se observan
las mayores diferencias. Las rutas metabdlicas mas predominantes en la microbiota intestinal de DM2
estan relacionadas con la biosintesis de carbohidratos, acidos grasos, nucledtidos, polisacaridos,
cianocobalamina (vitamina B12), menaquinonas(vitamina K2), filoquinonas (vitamina K 1) y rutas
relacionadas con la sintesis de porfirinas. En cambio, en el estudio metabolémico de microbiota intestinal
del grupo CT observamos un incremento de las vias metabdlicas relacionadas con la biosintesis de
aminoacidos, aumento de la sintesis de vitaminas del grupo B: tiamina (vitamina B1), flavinas (vitamina
B2) y cianocobalamina (vitamina B12) e incremento de la sintesis de enzimas esenciales para numerosas
vias metabdlicas como son la coenzima A o NAD. Por otro lado, hay una mayor actividad de la via de
degradacion de alcoholes, sulfuros y carbohidratos. En el analisis funcional de la microbiota intestinal del
grupo INT observamos que hay una menor actividad en las rutas relacionadas con la biosintesis de

cianocobalamina y biosintesis de aminas o poliaminas.

= DMz NT

0.015

0.010

0.005

PC2 (17.5%)

0.000 F————————————g—— g F,

—0.005

—0.010

—0.010 —0.005 0.000 0.005 0.010 0.015
PC1 (38.2%)

Figura 77. Gréfico de componentes principales (PC) de las rutas metabdlicas predichas de base de datos
MetaCyc entre todos los intolerantes a metformina (INT), diabéticos en tratamiento con metformina
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(DM2) y controles sin diabetes (CT). Se muestran las vias metabdlicas que alcanzaron un grado de
significancia estadistica p<0,005

oMz INT 95% confidence intervals
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Figura 78. Las contribuciones predichas de los datos metagendmicos extraidos de MetaCyc para el analisis
funcional de microbiota intestinal de todas las muestras fecales de los intolerantes a metformina (INT)
respecto a diabéticos en tratamiento con metformina (DM2). Observamos 11 rutas metabdlicas
diferentes entre ambos grupos. Se muestran las vias metabdlicas que alcanzaron un grado de significancia
estadistica p<0,005

En el resultado del analisis funcional observamos como todas las rutas que marcan las diferencias entre
grupos estan relacionadas con el incremento de actividad de vias metabdlicas en DM2. Se observa una
mayor actividad de la biosintesis de los azlcares o sintesis de mevalonato (metabolito intermediario de
la biosintesis de colesterol). Ademas, hay una mayor actividad de las vias relacionadas con la degradacidn
de aminodcidos aromaticos, sintesis de clorofila y generacién de energia (incremento de la respiracion

aerdbica)
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Figura 79. Las contribuciones predichas de los datos metagendmicos extraidos de MetaCyc para el analisis
funcional de microbiota intestinal entre diabéticos en tratamiento con metformina (DM2) y controles sin
diabetes (CT). Observamos 60 rutas metabdlicas diferentes entre grupos. Se muestran las vias
metabdlicas que alcanzaron un grado de significancia estadistica p<0,005

Se observan 13 rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de las menaquinonas y las
demetilmenaquinonas con mayor actividad en microbiota intestinal del grupo DM2. Estos componentes
se caracterizan por su capacidad lipofilica y se encuentran en muchas especies bacterianas, ya que las
quinonas funcionan como componentes redox reversibles de la cadena de transferencia de electrones.
Otra de las vias predominantes en microbiota intestinal del grupo DM2 son las relacionadas con la sintesis
del grupo hemo; presentes tanto en los procesos metabdlicos de oxidacién como de transcripcién de
proteinas. Las rutas de sintesis de aminoacidos como alanina o triptéfano también se muestran
incrementadas, a igual, que dos rutas relacionadas con la sintesis de precursores de nucleétidos (ionosina
5P). No obstante, hay vias degradacion o asimilacion predominantes entre DM2 como es el catabolismo
de azlcares o SCFAs (degradacion de propionato). En microbiota intestinal del grupo CT observamos un
incremento de las vias relacionadas con la sintesis de aminoacidos (L-treonina, L-lisina o L-isoleucina),

biosintesis de tiazoles (precursor de vitamina B1), precursores de isoprenoides, biosintesis de flavinas,
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sintesis de azlcares, aumento de generacién de SFCAs, aumento de la produccién de NAD+ vy

predominancia de las vias de sintesis y degradacion de nucleétidos.
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Figura 80. Las contribuciones de las vias predichas extraidas de los datos metagendmicos de MetaCyc
para el analisis funcional de microbiota intestinal entre diabéticos tipo 2 en tratamiento con metformina
(DM2) y controles sin diabetes (CT). Observamos 25 rutas metabdlicas diferentes entre grupos. Se
muestran las vias metabdlicas que alcanzaron un grado de significancia estadistica p<0,005

En el resultado del andlisis funcional se observa un incremento de vias de degradacién o asimilacion de
aminas y azUcares como la sucrosa, ramnosa, glucoronidos o fructosa dentro de microbiota intestinal de
INT. Sin embargo, en microbiota intestinal del grupo CT hay mayor actividad de vias relacionadas con la
sintesis de nucledtidos, aminodcidos (treonina), biosintesis de flavina, produccién de SCFAs, coenzima A

y precursores de los isoprenoides.
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DISCUSION




1. Diferencias taxondmicas y funcionales en microbiota intestinal de tolerantes e
intolerantes gastrointestinales a metformina.

En el presente estudio se han descrito las caracteristicas basales de microbiota intestinal de
pacientes con historia de intolerancia a metformina y sus cambios subyacentes, tras la introduccién de
metformina en dosis progresivas. Los resultados de nuestro trabajo ponen de manifiesto la existencia de
diferencias taxondmicas y funcionales en el microbioma intestinal de los intolerantes a metformina vy,
consecuentemente, estas diferencias podrian interferir o justificar la situacién de intolerancia
gastrointestinal. Sumatoriamente, en nuestro estudio observacional determinamos que
aproximadamente 1 de cada 4 pacientes con posible intolerancia a metformina registrada pueden tolerar
el farmaco, siempre y cuando se reintroduzca en dosis crecientes. Los pacientes con DM2 reclutados en
nuestro estudio con antecedentes de intolerancia gastrointestinal a metformina y reclasificados,
secundariamente, en tres grupos segun su grado de tolerancia a metformina no presentaban diferencias
en las caracteristicas clinico-antropométricas. Asimismo, la administracion de farmacos antidiabéticos
entre los grupos también se distribuia de forma homogénea. La ausencia de diferencias en tratamientos
antidiabéticos o variables clinico-antropométrica en los grupos clasificados como intolerantes precoces a
metformina, intolerantes a metformina a dosis progresivas o tolerantes mejoran la robustez de los
resultados extraidos en el andlisis taxondmico y funcional.

En el analisis basal de microbiota intestinal se observaron diferencias a nivel de Filos en la
comparacion de los dos subgrupos clasificados como intolerantes a metformina. Concretamente, el filo
Cyanobacteria, se muestra enriquecido entre los intolerantes precoces o tempranos a metformina. La
presencia de Cyanobacteria se ha relacionado como promotor de disbiosis intestinal en situaciones como
la erradicacién de Helicobacter pylori, aunque no hay bibliografia que relacione este filo con la presencia
de diabetes?®*. La proporcién de los Filos Bacteriodetes y Firmicutes no mostraron diferencias entre los
tres subgrupos clasificados segun grado de tolerancia a metformina. Los cambios en la ratio de los Filos
Bacteriodetes/Firmicutes son agentes ampliamente reconocidos como implicados en la disbiosis
intestinal. En lineas generales, las enfermedades metabdlicas reducen la proporcién de Bacteriodetes, a

160 aunque también hay grupos de

favor de un aumento de los Filos Firmicutes y Proteobacterias
investigacidon que no han llegado a observar diferencias entre sujetos diabéticos y sujetos con tolerancia
a la glucosa normal?®>. En el estudio de la alfa y beta diversidad microbiana de las muestras fecales
tampoco se encontraron diferencias entre los tres grupos de pacientes a nivel basal, lo cual nos ayuda
corroborar la homogeneidad de la disbiosis intestinal presente entre los pacientes reclutados como
probables intolerantes a metformina?®®.

Profundizando en los resultados taxondmicos de nuestro estudio se observa un incremento de
abundancia relativa en la familia Clostridaceae dentro del grupo de intolerantes precoces. La presencia
de este taxdén se ha localizado, previamente, en otras enfermedades inflamatorias, concretamente, se
observa una mayor abundancia relativa entre los pacientes con la enfermedad inflamatoria intestinal

asociada a artropatia o en pacientes con artritis reumatoide respecto a controles sanos?®’. Otra de las

diferencias significativas a nivel de Familia viene determinada por el taxdn Prevotellaceae. Las muestras
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fecales basales de los pacientes tolerantes a metformina tienen mayor abundancia relativa de
Prevotellaceae. Este taxon se caracteriza por la produccion de butirato que es fuente predilecta por los
colonocitos para la obtencion de energia. Por otro lado, en la valoraciéon de géneros bacterianos de
nuestro andlisis taxondmico hay que destacar la presencia del género Subdoligranulum. Este género
bacteriano se ha correlacionado positivamente con la presidn arterial sistélica o diastélica y conforma
parte de las bacterias productoras de SCFAs?®. Los dos subgrupos de intolerantes tuvieron una
abundancia relativa superior de este género durante el andlisis basal de microbiota intestinal respecto a
los pacientes tolerantes. Las diferencias observadas sobre Subdoligranulum no se mantuvieron al
secuenciar microbiota intestinal tras la administracién de metformina. Segin nuestros resultados, la
mayor abundancia de Subdoligranulum en los dos grupos de intolerantes a metformina lo relacionan
como un posible biomarcador de presencia de intolerancia gastrointestinal. Sin embargo, estudios
previos muestran un enriquecimiento del género Subdoligranulum en los sujetos con DM2 y tratamiento
con metformina?!® 2%, Las diferencias entre nuestros resultados y los trabajos previos podrian radicar en
la clasificacion de los grupos de intervencién para el analisis del microbioma. Los primeros trabajos se
centraron en describir la presencia de Subdoligranulum en sujetos DM2 con o sin metformina, respecto a
grupos controles sin diabetes. En contraposicidn, nuestro trabajo ha clasificado los grupos de estudio
segln presencia o ausencia de intolerancia gastrointestinal a metformina. Asi pues, con el presente
trabajo no podemos descartar que el valor medio, del género Subdoligranulum, en los intolerantes a
metformina pueda ser comparativamente inferior respecto a la poblacion sana. Por tanto, segln los
resultados extraidos, en este presente trabajo de investigacion, la presencia de Subdoligranulum podria
interferir en la tolerancia gastrointestinal a metformina.

En las muestras fecales basales del grupo de tolerantes a metformina destaca la presencia del
género Megamonas, y sus especies Megamonas Rupellensis y Megamonas Funiformes; con mayor
abundancia relativa respecto a los sujetos intolerantes a metformina. No obstante, durante la
intervencion no se observaron modificaciones significativas en porcentaje de cambio de su abundancia
relativa. Cabe destacar que la presencia del género Megamonas ha sido descrita en la caracterizacion del
perfil de microbiota intestinal de intolerantes a la lactosa. Concretamente, en un reciente estudio con
dos grupos definidos como intolerantes o tolerantes a la lactosa a los que se le administraba 250 ml de
leche por dia, durante cuatro semanas. En los resultados tras la intervencion se destacé una disminucion
de la abundancia relativa del género Megamonas entre los intolerantes a la lactosa 2’°. A nivel de estudios
realizados en modelos animales destaca un trabajo en terneros, donde el género Megamonas se muestra
de forma superior en la poblacién de terneros sanos versus terneros con diarrea ?’*. En las muestras
fecales finales del grupo con tolerancia a metformina se confirma que la abundancia relativa de
Megamonas funiformes continla siendo superior respecto a los no tolerantes. Asi pues, el género
Megamonas podria ser un biomarcador involucrado en preestablecer la presencia de tolerancia a
metformina antes de la introduccion del farmaco y, por tanto, una reduccién de este biomarcador podria
favorecer la presencia de diarrea en caso de iniciar metformina. Los intolerantes gastrointestinales

precoces a metformina son el grupo con menor presencia del género Phascolarctobacterium, aunque sin
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llegar a la significancia estadistica cuando se analizan las diferencias entre los tres grupos. Este género
bacteriano se caracteriza por ser un productor sustancial de acetato o propionato. Ademas,
Phascolarctobacterium podria aumentar su abundancia en microbiota intestinal tras la exposicion a
berberina o metformina, segln estudios realizados en ratones obesos. A nivel de nuestro estudio se
visualizaron diferencias significativas con Phascolarbacterium ssp., siendo predominante entre los
tolerantes, respecto a los dos subgrupos de intolerantes en situacién basal. Por otro lado, el taxdn
Phascolarctobacterium faecium fue superior en microbiota intestinal de tolerantes a metformina en el
punto final. Especificamente, P. faecium se ha correlacionado positivamente con un estado de animo

272 y su reduccidn con la alteracién del metabolismo glucémico?’3. P. faecium se

positivo en humanos
distribuye ampliamente a través del tracto gastrointestinal humano y sus niveles pueden variar a lo largo
de la vida humana, disminuyendo entre la poblacién anciana?’®. Se desconoce su papel en la colonizacién
de microbiota intestinal humana, pero algunos estudios lo relacionan con efectos beneficiosos sobre el
higado graso no alcohdlico en modelos de rata?’.

Las especies de Sutterella se han asociado con frecuencia con enfermedades humanas, como el
autismo, el sindrome de Down y la enfermedad inflamatoria intestinal, pero el impacto de estas bacterias
en la salud aln no estd claro®'® 27>, En nuestro anélisis se observa una mayor abundancia relativa de
Sutterella Wadsworthensis en el grupo de tolerantes a metformina respecto a los intolerantes precoces.
Por el contrario, Bacteroides xylanisolvens, bacteria gram negativa, presenta una abundancia relativa
superior entre los intolerantes precoces de metformina, pero estas diferencias no se mantienen tras la
administracion de metformina. Por el contrario, Bacteroides xylanisolvens fue enriquecido en el andlisis
de las muestras fecales finales de los tolerantes a metformina versus intolerantes a metformina en dosis
progresivas. La administracion de metformina supuso un incremento de la abundancia relativa de tres
especies bacterianas en el grupo de tolerantes a metformina, respecto a los no tolerantes en dosis
progresivas: Megamonas Funiformes, B.xylanisolvens y Blautia Producta. Ademas, el comportamiento en
el diferencial de cambio de abundancia relativa fue diferente entre tolerantes versus no tolerantes, en
relacion a los taxones B.xylanisolvens y Blautia Producta. Por lo consiguiente, se consideraron que los
incrementos en abundancia relativa en estas dos especies fueron secundarios a la exposicidon de la
metformina en microbiota intestinal del huésped y, a su vez, se podrian considerar como probables
biomarcadores favorecedores de la tolerancia gastrointestinal. En un estudio realizado en ratones Blautia
Producta fue una especie clave en la restauracion de microbiota intestinal comensal de ratones que
habian sido colonizados por enterococos resistentes a vancomicina tras la administracion de tratamiento
antibidtico?’®. Ademas de lo anterior, Blautia spp también podrian contribuir a mantener la homeostasis
de la glucosa debido a su capacidad para equilibrar mediadores pro y antiinflamatorios de la respuesta
inmune?”’. Sin embargo, los beneficios secundarios de la presencia de Blautia spp en DM2 aln son
controvertidos y, contradictoriamente a nuestros datos, el género Blautia en conjunto con la presencia
de Tyzzerella, Holdemanella y Oscillabacter se correlacionaron con la presencia de diarrea tras la
administraciéon de metformina en sujetos con DM2 y etnia japonesa?’®,

En el caso de la especie B.xylanivsolvens, su presencia en el andlisis de la microbiota intestinal
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fue descrita superior dentro de la DM1 respecto a poblacidn sin diabetes. B.xylanivsolvens es una de las
especies involucradas en la descomposicion del xilano en el intestino humano, junto con Bacteroides
ovatus o Bacteroides fragilis. Ademas, presenta la capacidad de producir succinato, propionato o acetato
a partir de muchos azucares como son la glucosa, manitol, sacarosa, glicerol, fructosa o galactosa. Esta
capacidad podria favorecer una mejora de la obtencidon de sustratos energéticos en microbiota
intestinal?’”®. Otra bacteria gram negativa, Prevotella Stercorea, perteneciente al orden de los
Bacteriodales, exhibié diferencias entre grupos. Los pacientes tolerantes a metformina presentaron una
predominancia de P. Stercorea a nivel basal respecto a los intolerantes precoces a metformina.

A nivel de la secuenciacion de géneros bacterianos durante analisis basal se observaron
diferencias en los niveles de Veillonella y Serratia, dado que mostraron un enriquecimiento entre en los
intolerantes durante la progresion de dosis. Serratia ha sido asociado previamente a la obesidad
abdominal®® y la presencia Veillonella ha sido relacionada con una disminucién de la diversidad
microbiana en la poblacion infantil con DM1 respecto a controles sanos. Entre las funciones conocidas de
Veillonella se encuentra su capacidad de competir por el lactato como fuente de energia con las bacterias
productoras de butirato. El resultado es la produccién de propionato en la fermentacion lactica en vez de
butirato. Esto podria influir en la sintesis de mucina en los enterocitos y aumentaria la permeabilidad
intestinal a través de la alteracion de las uniones estrechas?®!. Por otro lado, es llamativo el hallazgo de
niveles superiores del género Clostridium entre los intolerantes precoces a metformina respecto a los
intolerantes a dosis progresivas, se trata de un biomarcador que se ha correlacionado de forma positiva
con la presencia de obesidad. En nuestro estudio los pacientes tolerantes a metformina versus los
intolerantes a metformina no presentan diferencias en la distribucién de peso ni IMC, aunque si exhibian
obesidad. A priori, la presencia del género Clostridium no deberia haberse mostrado con una distribucién
diferente entre grupos a nivel basal. Asi pues, hipotetizamos que la presencia de Clostridium entre los
intolerantes a metformina podria estar implicada en la aparicién de los efectos adversos digestivos de
metformina?®? 28, Estos hallazgos van en consonancia con la bibliografia previa, puesto que en microbiota
intestinal de los pacientes DM2 sin tratamiento con metformina se ha observado una predominancia de
bacterias oportunistas y elevacion de marcadores de inflamaciéon de bajo grado. La reduccién de la
diversidad bacteriana conduce al aumento de bacterias patdgenas e inflamacidn intestinal provocando la
activacion de la respuesta inmune innata con la activaciéon de los TLR, incremento de citocinas
proinflamatorias y endotoxemia intestinal?'® 247, Estas respuestas inmunes innatas o la propia liberacién
de sustancias toxicas como el H2S en el medio intestinal pueden contribuir a la aparicién del intestino
permeable con el acceso de componentes microbianos desde el lumen hacia al torrente sanguineo
favoreciendo la inflamacién sistémica’*?. La microbiota intestinal de pacientes DM2 sin tratamiento con
metformina se caracteriza por una mayor presencia de los géneros Eubacterium y Clostridiaceae SMB53
o niveles mas bajos de SCFA, debido a la reduccidn de la presencia de bacterias productoras de butirato
como Roseburia, Subdoligranulum y de Clostridales .>48 20
En el estudio longitudinal de las muestras fecales de los intolerantes a dosis progresivas no han

mostrado modificaciones en la diversidad ni taxonomia debido a la ausencia de exposicion de dosis
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terapéutica de metformina el suficiente tiempo como para modificar microbiota intestinal basal. En el
caso de los pacientes que si presentaron tolerancia a metformina durante el estudio longitudinal tampoco
han presentado cambios a nivel de la biodiversidad alfa o beta. Sin embargo, si se han observado cambios
taxondmicos, los pacientes tolerantes a metformina presentaron una reduccién de la abundancia relativa
de Ruminococcus gnavus. Multiples estudios asocian la presencia Ruminococcus gnavus como una
bacteria prevalente en la enfermedad de Crohn. Ademads, en su analisis funcional destaca la capacidad de
esta bacteria de sintetizar y secretar un polisacarido de glucoromanano complejo con una cadena
principal de ramnosa y cadenas laterales de glucosa. Este polisacarido ejerce la funcidn de induccidon de
secrecion de toxinas inflamatorias como el TNFa que son dependientes de la activacidon de TLR42%4, La
disminucion de la presencia de este taxdn durante la intervencidn podria significar que metformina puede
ejercer de forma indirecta un efecto antiinflamatorio protector a nivel intestinal.

En los resultados extraidos del analisis de microbiota intestinal de las muestras fecales finales
destaca la presencia del género Eubacterium. La microbiota intestinal de los pacientes no tolerantes a
metformina durante la titulacidon de dosis exhibieron un enriquecimiento superior de Eubacterium.
Anteriormente, se habia descrito un incremento del género Eubacterium en microbiota intestinal de
pacientes con DM2 de etnia africana respecto a controles sanos?®>. En la direccidn opuesta, se encuentran
los resultados observados en mujeres europeas con DM2, dénde hay deplecién de Eubacterium spp
respecto a poblacion sin alteracidon del metabolismo glucidico?!. En la literatura previa los cambios en el
perfil de microbiota de pacientes expuestos por primera vez a metformina se han relacionado con un

enriquecimiento de los taxones Escherichia spp o Intestibacter y reduccidn de Intestinibacter bartlettii**®

251 286_

Los distintos estudios que han analizado la repercusion de metformina en el microbioma
intestinal no son homogéneos en su metodologia, se difieren en tiempo y dosis de administracién de
metformina, momento de andlisis de microbiota intestinal, tiempo de evolucién de la diabetes, controles
utilizados, edad o etnias incluidas. En la literatura actual sélo hay un ensayo randomizado aleatorizado
cruzado en humanos dénde se introduce metformina observandose un incremento de hasta 84 taxones
tras cuatro meses de tratamiento. Estos taxones pertenecian mayormente a los filos Firmicutes y
Proteobacterias 2%,

En nuestro estudio de las rutas metabdlicas predichas por PICRUSt de las muestras fecales previa
a la introduccién a metformina observamos que los pacientes que seran tolerantes al farmaco presentan
incrementadas las vias de sintesis de aminoacidos (biosintesis de lisina o metionina). En cambio, en los
dos subgrupos de intolerantes a metformina las vias metabdlicas mas activas son las relacionadas con la
degradacion de azlcares o aminoacidos, de forma similar a lo que sucede en las dietas ricas en productos
de origen animal. Ademas, en el grupo de tolerantes a metformina se observa un incremento de las vias
de producciéon de nucledtidos, sintesis de riboflavinas y precursores de coenzima A en comparacion con
el subgrupo de no tolerantes a metformina durante la titulacion de dosis. En la literatura previa se habia
expuesto que la microbiota intestinal de pacientes DM2 sin metformina presenta un aumento de la

actividad de genes microbianos relacionados con el metabolismo oxidativo y de genes relacionados con
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la degradacidn de ribosa, glicina, triptéfano y piruvato?®” 248 256, |3 accién de la metformina sobre la
microbiota intestinal se ha relacionado con el aumento de diferentes vias relacionadas con el
metabolismo central de los carbohidratos (sistema de fosfotransferasa, metabolismo del piruvato,
butirato y propionato), asi como con el metabolismo de los aminodcidos?*®. Entre los no tolerantes a
metformina durante la progresion de dosis la via de degradacidn de arginina esta incrementada respecto
a los tolerantes en situacion basal. Al comparar entre si los dos subgrupos de intolerantes a metformina
observamos que los intolerantes precoces presentan tres vias relacionadas con la degradacién de
metionina incrementadas respecto a los no tolerantes. Asi pues, podriamos teorizar que los pacientes con
mayor posibilidad de intolerancia a metformina presentan el anabolismo proteico bacteriano disminuido.
Por otra parte, estd incrementada la via de poliisoprenoides a nivel basal en el grupo que tolerard
metformina respecto a los que no toleraran el farmaco en dosis progresivas y, concretamente, esta ruta
metabdlica puede estar involucrada con la produccién de LPS. Sin embargo, el incremento de LPS no
siempre se correlaciona con inflamacidn, en pacientes intervenidos de cirugia bariatrica se ha observado
un incremento de LPS sin aumento de la inflamacidn sistémica?®®,

Cuando valoramos a nivel longitudinal el analisis funcional de microbiota observamos que sélo
los tolerantes presentan cambios, e hipotetizamos como hemos comentado, anteriormente, en el analisis
de la biodiversidad, que no ha habido tiempo suficiente de exposicién al farmaco para visualizar
modificaciones en las rutas metabdlicas predichas de los intolerantes a dosis progresivas. Los pacientes
tolerantes a metformina presentaron algunas modificaciones en la expresion de rutas relacionadas con
metabolismo de los aminodcidos. Concretamente, un incremento de la via de degradacidn de histidina y
disminucion de la biosintesis de L-lisina, L-treonina y L metionina tras la tolerancia a metformina. Ademas,
de un enriquecimiento de la producciéon de vitamina B6 (coenzima presente en procesos de biosintesis de
aminodcidos y peptidoglicanos), pero acompafiado de una reduccién de la produccion de peptidoglicanos
respecto a la situacion inicial. Los incrementos de la via de produccién de vitamina B6 ya se habian
visualizado previamente en poblacidn sana a la que se le administrada en corto periodo metformina?®.
Cabe destacar también que la Unica via diferenciadora en el anélisis funcional de microbiota intestinal
durante el punto final fue la mayor actividad de la biosintesis de vitamina B5 entre los pacientes tolerantes
a metformina. Asi pues, se precisardn mas estudios que consigan desarrollar mas ampliamente el papel
de metformina en la sintesis de vitaminas del grupo By su repercusién dentro del huésped.

Por otro lado, con el objetivo de un estudio mas profundo de las vias metabdlicas que se habian
diferenciado entre los grupos basalmente decidimos analizar su evolucién tras la administracion de
metformina. Curiosamente, tras la administracién de metformina la mayoria de estas vias mostraron una
tendencia inversa en su predominancia. Especialmente, aquellas rutas metabdlicas que al menos
mostraron una tendencia diferente basalmente entre los diferentes grupos de tolerantes a metformina e
intolerantes a metformina en dosis progresivas. Metformina podria ser responsable de cambios en los
sustratos en el lumen y, secundariamente, favorecer cambios en la abundancia relativa bacteriana.
Previamente, en una poblacion mexicana déonde se estudid microbiota intestinal de pacientes con

alteracién del metabolismo de glucidico en diferente grado y tratamiento se observaron mds actividad de
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las rutas metabdlicas metabolismo de energia, carbohidratos, aminoacidos y lipidos en los sujetos con
DM2 en tratamiento con metformina®’. En definitiva, se requieren nuevos estudios metagendmicos
adicionales para identificar cuales son los mecanismos por los que metformina puede promover la

actividad de ciertas rutas metabdlicas y qué supone estos cambios para la salud metabdlica del huésped.

2. Diferencias taxondmicas y funcionales en microbiota intestinal de intolerantes a
metformina versus controles con diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con
metformina y controles sin diabetes.

Una vez confirmada nuestra poblacién de verdaderos intolerantes a metformina nos dispusimos
a comparar las muestras fecales con una poblacidn con DM2 en tratamiento con metformina y un grupo
control sin diabetes. Los controles seleccionados fueron pareados por sexo y edad. El sexo femenino fue
mas mayor sobre el masculino en el reclutado de pacientes intolerantes a metformina vy, por ello, los dos
grupos controles se aparearon segun sexo y edad, evitdndose que las diferencias encontradas pudiesen
ser atribuibles a edad o sexo de nuestras poblaciones estudiadas. En el analisis de las variables clinica-
antropométricas el grupo control presentaron niveles tension arterial sistélica medios mas elevados en
consulta que los diabéticos con metformina o intolerantes. Se decidié recoger pacientes controles sin
diabetes que no presentaran diferencias en peso o IMC con el resto de los pacientes reclutados, es decir,
controles con obesidad sin diabetes dado que los pacientes con intolerancia a metformina tenian un IMC
medio de 32,4 kg/m2. El objetivo venia determinado por extraer diferencias en el analisis taxonémico o
funcional que no fueran dependientes del estado de obesidad/sobrepeso de los intolerantes a
metformina. El estudio de la diversidad microbiana es uno de los principales indicadores de salud
microbiana. En nuestro estudio la betadiversidad comparada entre los intolerantes a metformina con los
grupos controles de diabéticos con metformina y sin diabetes se ha mostrado claramente diferente.
Concretamente, al realizar el estudio por parejas los intolerantes a metformina continudan difiriendo de la
muestra de pacientes diabéticos con metformina. Sin embargo, no observamos diferencias cuando
comparamos la betadiversidad de las muestras fecales de los pacientes controles sin diabetes respecto a
todos los intolerantes a metformina. Asi pues, podriamos decir que los pacientes con metformina
muestran una expresién microbiota intestinal mas diferente respecto al resto?*. En la evaluacién de alfa
diversidad que se encarga del estudio de la riqueza de especies en las muestras estudiadas no se
observaron diferencias entre los tres grupos a estudio 2.

En la evaluacidn del andlisis taxondmico a nivel de Filos destaca la presencia incrementada del
Filo Verrucomicrobia entre los controles sin diabetes respecto a intolerantes a metformina y diabéticos
con metformina. Cuando se realiza el analisis por parejas observamos como la presencia de
Verrucomicrobia se mantiene superior en el grupo de controles respecto al resto de grupos. Sin embargo,
no se observan diferencias estadisticamente significativas entre diabéticos en tratamiento con
metformina e intolerantes a metformina; aunque la proporcién media de Verrucomicrobia es mayor entre

los diabéticos con metformina. Este filo se considera un agente protector de la barrera intestinal,

192

—
| —



favoreciendo un ambiente antiinflamatorio y mejorando la sensibilidad a la insulina. En modelos animales
alimentados con dieta rica en grasas o dieta normocaldrica metformina puede presentar la capacidad de
incrementar la abundancia relativa del filo Verrucomicrobia ?**. Afadido a lo anterior, el filo
Verrucomicrobia es también conocido por mejorar el metabolismo de la glucosa en modelos animales?®L.
El agotamiento de la Verrucomicrobia podria tener como resultado el crecimiento de Proteobacterias con
cardcter patégeno como Escherichia y Shigella®'? 283,

Por otro lado, en la actualidad no hay resultados uniformes en los cambios observados en la
proporcion de los Filos Firmicutes y Bacteriodetes tras la administracion de metformina como se ha
discutido anteriormente. Sin embargo, en poblacion mexicana tras un afio de administracién de
metformina se ha observado una disminucién de la abundancia relativa del Filo Firmicutes en un 50%. En
modelos animales, concretamente, ratones, se ha observado un cambio de las especies de Firmicutes en
las primeras etapas de la diabetes hacia un enriquecimiento de las especies de Bacteroidetes en las
ultimas etapas de la diabetes?®? 27, En nuestra poblacién podemos observar cémo los niveles medios de
Bacteriodetes entre los intolerantes a metformina son los mas inferiores si los comparamos con diabéticos
con metformina y controles sin diabetes. En el caso de Filo Firmicutes se observa una abundancia relativa
ligeramente superior entre los intolerantes a metformina en comparacién a los diabéticos con
metformina, pero sin diferencias estadisticamente significativas en el andlisis multivariante. Una de las
posibles causas de ausencia de diferencias en la abundancia relativa de los filos Bacteriodetes y Firmicutes
es probablemente secundaria a la reducida muestra de pacientes de nuestro estudio. No obstante, los
miembros pertenecientes al filo Bacteroidetes también se han asociado con enfermedades metabdlicas
en humanos, aunque con resultados poco homogéneos. Cuando profundizamos en la diversidad dentro
de los Bacteroidetes se revela una vasta diversidad en genomas y capacidades, lo que explica en parte,
como no todos los miembros pueden responder de igual forma a las mismas condiciones ambientales.

Al valorar la taxonomia del grupo de intolerantes a metformina observamos como hay una
mayor expresion de las familias Enterobacteriaceae y Porphyromonadaceae. Los taxones Escherichia spp
y Shigella spp son dos biomarcadores pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y relacionadas con
la intolerancia a metformina en pacientes sanos a los que se le administré el farmaco un corto periodo de

tiempo?°L,

Concretamente, las muestras fecales basales de aquellos que experimentaron mayor
sintomatologia digestiva describieron niveles superiores de Escherichia-Shigella spp. Previamente,
sabiamos que la administracion de metformina favorece el crecimiento de E. Coli, siendo una bacteria con
cualidades patdgenas, por lo que se ha hipotetizando la posibilidad de que estos taxones sean causantes
de la intolerancia gastrointestinal?*®. En nuestro estudio, estd incrementada la familia Enterobacteriaceae
a nivel de los intolerantes a metformina en la comparacion entre los tres grupos, sin embargo, cuando se
comparan las familias por parejas, los diabéticos con metformina también presentaron abundancia
relativa superior de Enterobacteriaceae respecto a los controles. Estos resultados contradicen lo
observado en microbiota intestinal de poblacidn Escandinavia, donde la familia Enterobacteriaceae fue

superior solamente entre los pacientes DM2 en tratamiento con metformina respecto a los pacientes sin

tratamiento?>°. En cambio, en la comparacidn de las familias bacterianas entre las parejas de intolerantes
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y diabéticos con metformina sélo observamos diferencias en la familia Porphyromonadaceae. Se
encuentran clasificados dentro del orden Bacteroidales y comprende los géneros Porphyromonas,
Barnesiella o Butyricimonas. En un estudio previo realizado en ratas donde se administré berberina se
observaron cambios a nivel del taxdn Porphyromonadaceae. Mas especificamente, berberina se ha
caracterizado por ser un farmaco con capacidad de inducir diarrea a igual que sucede con metformina2%3.
Caracteristicamente, en este estudio se observd incremento de la abundancia relativa de las familias
Porphyromonadaceae y Prevotellaceae, asi como los géneros Parabacteroides, Prevotellaceae_UCG-001
y Prevotellaceae_NK3B31. Cabe destacar que berberina presenta un potencial antidiabético y similitudes
con metformina actuando a través de la enzima AMPK, regulando metabolismo energético y la
sensibilidad de los tejidos a la insulina?®®. Por dltimo, a nivel de familia se observa un enriquecimiento de
taxones Rikenellaceae, Desulfuvibronaceae, Oxalobabacteriaceae en el grupo control respecto a los
intolerantes o diabéticos con metformina. Rikenellaceae es una productora habitual de butirato y se ha
visualizado aumentada en los individuos normopeso y reducida en las situaciones de sobrepeso u
obesidad, correlacionandose inversamente al IMC?°*, A nivel de géneros bacterianos destaca la presencia
del género Blautia a nivel de los intolerantes respecto a los diabéticos con metformina y controles. El
género Blautia se ha encontrado aumentado en tres estudios transversales de microbiota en pacientes
con DM2%%°, aunque de forma contraria también se ha observado deplecién del género Blautia en
microbiota intestinal de pacientes recientemente diagnosticados de diabetes y que ain no habian iniciado
tratamiento antidiabético.?!® La recuperacidn de los niveles del género Blautia puede ser secundario a la
administracion de tratamientos antidiabéticos. Aunque el papel del género Blautia en las enfermedades
metabdlicas es controvertido, por ejemplo, en poblaciéon infantil parece que la deplecién de este género
se correlaciona positivamente con la obesidad y la resistencia a la insulina. Sin embargo, hay que tener
presente las diferencias existentes entre las propias especies de Blautia, especificamente, Blautia
coccoides ejerce un papel proinflamatorio en el huésped incrementando la secrecién TNFa e IL-10. En
direccién opuesta, supuestamente, se encontraria Blautia Luti, que se considera agente protector de
sobrepeso u obesidad en edad infantil 2%°, sin embargo, en nuestros resultados B. luti es superior entre
los sujetos con diabetes, independientemente de la presencia de tratamiento con metformina. Asimismo,
el género Blautia también se ha asociado con la presencia de diarrea en el sindrome intestino irritable en

poblacién caucdsica?®®

, pero hasta el momento no hay evidencia de su relacién con otras enfermedades
gastrointestinales.

Profundizando en los resultados a nivel género se observa un enriquecimiento de otros taxones
como son Clostridium y Ruminococcus_1 a nivel de los intolerantes a metformina. Estos géneros
bacterianos se mantuvieron superiores tanto en el andlisis comparativo entre los tres grupos como en la
comparacioén por pares con pacientes diabéticos con metformina. El género Clostridium puede mermar
su abundancia relativa en microbiota intestinal tras la exposiciéon a metformina en individuos sanos, por
lo que nuestros resultados podrian en consonancia a los datos previos sobre este género?>!. En este mismo

estudio de individuos sanos a los que se le introdujo metformina se observé un enriquecimiento de la

especie, Bilophila wadsworthia, conocida por ser un miembro importante de bacterias sulfidogénicas en
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el intestino humano y se ha relacionado directamente con diferentes trastornos metabdlicos crénicos o
neoplasicos como el cancer de colon. El sulfuro de hidrégeno, producido por bacterias sulfidogénicas
autéctonas, desencadena vias proinflamatorias e hiperproliferacién, y es caracteristicamente
genotdxico?>! 2%7. En nuestros resultados se mostraron niveles superiores de Bilophila, pero no de su
especie Bilophila wassworthia, en microbiota intestinal de los pacientes intolerantes a metformina. En
nuestro trabajo el género bacteriano Bilophila estaba menos representando entre los diabéticos con
metformina, por lo que podriamos hipotetizar que su deplecidon en microbiota intestinal es secundaria al
tratamiento antidiabético con metformina. No obstante, hay otras causas que interfieren en la
abundancia de Bilophila, entre ellas, la adherencia a un patrén dietético rico en grasas, el cual favorece la
presencia de organismos tolerantes a la bilis como Bilophila. En la bibliografia actual se han descrito tanto
enriquecimiento como deplecion del género Bilophila en microbiota de pacientes con diabetes mellitus
en tratamiento con metformina, por lo que queda por esclarecer su papel en microbiota intestinal y
enfermedades metabdlicas?®.

El género Paraprevotella tuvo una mayor representacion entre los diabéticos con metformina
respecto a los intolerantes. Se trata de un taxdn previamente relacionado con disbiosis intestinal
enfermedades autoinmunes como el Behcet o la tiroiditis autoinmune?®. A nivel del grupo control
destaca la presencia incrementada del género Akkermansia respecto a microbiota intestinal de
intolerantes a metformina. Este taxdn es ampliamente conocido por su potencial beneficioso en el
huésped y se representa mermado en enfermedades metabdlicas como la obesidad, enfermedad
cardiovascular o diabetes. Se trata de un género relacionado con la degradacién de mucinay la protecciéon
de la barrera intestinal. Asimismo, tanto en estudios de ratones con dietas ricas en grasas como en
poblaciéon con DM2 su presencia se correlaciona negativamente con los niveles de glucosa plasmatico o
con Hb1Ac?® 253, En concreto, su especie mas representativa, Arkkemansia Muciniphila, estd
habitualmente presente en los DM2 en tratamiento crénico con metformina. Esta capacidad de
metformina de favorecer tanto la produccién de SCFAs como la presencia de A. Muciniphila se relaciona
con un potencial efecto antiinflamatorio de este farmaco entre los DM22*8, En nuestro estudio no se
observaron diferencias estadisticamente significativas a nivel de Arkkemansia o A. muciniphila entre las
muestras fecales de diabéticos con metformina y grupo control. Otro de los géneros bacterianos que
aparecen reducidos entre los intolerantes metformina con potencial beneficio para el huésped es
Alistipes. Hay evidencia cientifica previa que lo considera como un género bacteriano con efectos
protectores contra algunas enfermedades tales como la fibrosis hepatica, colitis, inmunoterapia contra el
cancery enfermedades cardiovasculares3®. Por Ultimo, otros taxones con mayor representacién entre los
controles sin diabetes fueron los géneros Barnesiella o Herbaspirillium. En el caso de Barnesiella sus
especies se han correlacionado negativamente con la colonizacidn de Enterococcus faecium resistente a
la vancomicina en intestinos de ratones, por lo que se puede considerar como un taxon potencialmente
beneficioso para el huesped®°. Sin embargo, Herbaspirillium es un género mds desconocido y con mayor
presencia a nivel medioambiental. Estamos ante un género perteneciente al Filo Proteobacteria y se

caracterizan principalmente, por tener propiedades fijadoras de nitréogeno.
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En los resultados arrojados a nivel de especies bacterianas observamos como en microbiota
intestinal de los controles sin diabetes presentan una mayor abundancia de Barnesiella intestinihominis.
Se trata de una especie bacteriana con un papel potencialmente beneficioso para el huésped.
B.intestinihominis en modelos murinos se ha asociado a la presencia de un porcentaje superior de masa
magra y mayor capacidad funcional entre los ratones ancianos. Por otra parte, se ha visualizado en
humanos que pacientes diagnosticados con cancer colorrectal presentaron una reduccién de abundancia
relativa de B.intestinihominis, acompafada, asimismo, con menor presencia de otras especies con
conocido potencial beneficioso como pueden ser F. prausnitzii,Alistipes finegoldii, Bacteroides eggerthii

y Eubacterium siraeum3%

En nuestro andlisis taxondmico a nivel de especies se observa una
predominancia de Ruminococcus sp en el grupo clasificado como intolerantes a metformina. Este
resultado se mantuvo superior tanto en la comparacion de especies de muestras fecales de diabéticos
con metformina como en el caso de los controles sin diabetes. Asi pues, puede considerarse como un
biomarcador caracteristicamente diferenciador de microbiota intestinal de intolerantes a metformina. El
género Ruminococcus y algunas de sus especies son conocidas por presentar capacidad proinflamatoria a
nivel gastrointestinal; asociandose su presencia a enfermedades como el colon irritable o
correlaciondandose de forma positiva en el desarrollo de DM2303,

A nivel del grupo de diabéticos con metformina destaca la superioridad en abundancia relativa
de la especie Paraprevotella Clara respecto al resto de grupos. El género Paraprevotella se caracteriza por
la produccion de acido succinico y acético como principales productos de fermentacién, pero aun se
desconocen las implicaciones que pueden conllevar sobre la salud humana. Bacteroides Coprocola
también fue superior en el grupo de pacientes con DM2 y tratamiento con metformina, pero las
diferencias sélo se mantuvieron en la comparacion con los pacientes intolerantes a metformina.
Curiosamente, parece ser que las especies de B. Coprocola contenidas dentro de microbiota intestinal de
poblacién con DM2 desarrollan diferencias a nivel de polimorfismos de un nucleétido respecto a
poblacidon sana. En total, se han identificado 65 genes diferentes en B. coprocola dentro de poblacion con
DM2 vy parte de esos cambios se atribuyeron a genes que codifican las glicosil -hidrolasas3®*. En las
muestras fecales de los intolerantes respecto a los diabéticos con metformina se observa un
enriquecimiento de las especies Ruminococcus sp, Streptococcus Salivarus y Butyricimonas sp. La
presencia de Streptococcus salivarus se ha asociado a un potencial beneficio en la mucosa oral,
plantedndose su beneficio como probidtico3®. Butyricimonas sp presenta en su estructura homologia con
péptidos desencadenantes en la respuesta autoinmune de la artritis reumatoide. Concretamente, el
péptido Filamina A presentado por HLA-DR tiene homologia con epitopos de proteinas de Prevotella sp.y
Butyricimonas sp3°. Consecuentemente, las especies Ruminococcus sp y Butyricimonas sp presentan un
potencial patogénico a nivel del huésped favoreciendo la disbiosis intestinal en los pacientes intolerantes
a metformina o incluso pudiendo colaborar en el desarrollo de enfermedades de indole autoinmune o
inflamatorias.

En los resultados arrojados sobre las especies bacterianas cuantificadas en intolerantes a

metformina y controles sin diabetes se determinaron un incremento de la abundancia relativa de Blautia
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Luti, Ruminococcus sp, Sutterella sp, Bacteroides salivarus y Eubacterium hadrum entre los intolerantes a
metformina. Las especies que se encontraron en menor predominancia respecto los controles fueron
Roseburia faecis, Akkermansia Muciniphila, Alipstes onderdonkii y Phascolartobacterium sp. En los
intolerantes a metformina destaca el nUmero mermado de especies bacterianas fundamentalmente
productoras de SCFAs. Especificamente, el género Roseburia se caracteriza por ser productora de butirato
Y, en concreto, su especie Roseburia faecis, se asociada a dietas enriquecidas en cereales de granos
completos. En el caso de las especies bacterianas pertenecientes al género Alistipes hay evidencia
cientifica que las relacionan con efectos protectores contra algunas enfermedades: fibrosis hepatica,
colitis, inmunoterapia contra el cdncer y enfermedades cardiovasculares. Por el contrario, otros trabajos
indican que el género Alistipes estaria implicado como agente patégeno en la presencia de cdncer
colorrectal o interrelacionado en enfermedades mentales como la depresion3% 397, En el andlisis por pares
de las especies bacterianas de diabéticos con metformina volvimos a observar un aumento de la
abundancia relativa de Blautia Luti, acompafiada de una reduccion de las especies Barnisiella
intestinihominis, Bacteroides coprophilus y Eubacterium siraeum, en comparaciéon con las muestras del
grupo control sin diabetes.

Los resultados extraidos de PICRUSt sobre las muestras fecales de pacientes intolerantes a
metformina, DM2 en tratamiento con metformina y controles determinaron que las rutas metabdlicas
predichas eran, caracteristicamente, mds opuestas entre los pacientes con DM2 en tratamiento con
metforminay los controles. Las vias metabdlicas predichas por MetaCyc situan a los pacientes intolerantes
a metformina en una situacion intermedia entre los tres grupos analizados. Mas especificamente,
observamos que hay un incremento de las rutas metabdlicas de biosintesis azucares dentro de los DM2
con metformina, concretamente, la sintesis de sucrosa. Por el lado contrario, los pacientes controles sin
diabetes en nuestro trabajo muestran a nivel del metabolismo hidrocarbonado un incremento de
actividad en las vias relacionadas con la degradacién de azucares. Estos hallazgos corroboran datos
descritos previamente a nivel de funcionalidad, donde se observa un incremento de la actividad del
metabolismo hidrocarbonado en pacientes con DM2 en tratamiento con metformina, por ejemplo, se ha
observado una mayor actividad del metabolismo central de los carbohidratos (sistema de
fosfotransferasa, piruvato, butirato y propionato)?*® 287 308 previamente, otros estudios funcionales
realizados en pacientes DM2, sin contemplar la presencia o ausencia de tratamiento con metformina,
habian mostrado un aumento de genes relacionados con el transporte de transmembrana de glucosa,
aumento del transporte y metabolismo de los aminodcidos ramificados e incremento de las rutas de
sulfato reduccién3%,

En los resultados de este presente trabajo sobre el metabolismo de los aminoacidos se ha
observado una mayor actividad de vias metabdlicas relacionadas con biosintesis de aminodcidos en los
grupos control y diabéticos tipo 2 en tratamiento con metformina. Anteriormente, en el estudio
multicéntrico de Forslud et al**® se habia descrito que los sujetos con DM2 en ausencia de tratamiento
con metformina presentaban una mayor actividad de genes relacionados con la degradacién de

triptéfano, respecto a pacientes sin diabetes; pero también acompafiada de una disminuciéon de actividad
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de los genes microbianos relacionados con la degradacidon de los aminodcidos treonina o arginina. Se
desconoce que implicaciones pueden generar en el huésped, aunque la presencia incrementada de
triptéfano en el lumen intestinal puede dar lugar a la formacién de indol y sus derivados gracias a la accién
de microbiota. El indol mejora la inflamacién intestinal y estimula la produccién de GLP1, ademas, los
derivados de indol, como el acido indol-3-propidnico poseen efectos beneficiosos sobre diabetes y
enfermedades metabdlicas protegiendo la permeabilidad intestinal y modulacién de la respuesta inmune
de la mucosa®!®. En nuestro analisis funcional de los intolerantes a metformina destaca la baja actividad
de rutas relacionadas con la sintesis de aminas o poliaminas; los cuales son compuestos derivados de los
aminodcidos y daran lugar a la produccién de hormonas o neurotransmisores que pueden interactuar a
nivel gastrointestinal. Sobre el metabolismo de los aminoacidos, el trabajo Wu et al observé que
metformina actuaba enriquecimiento las rutas relacionadas con el metabolismo de los aminoacidos a los
dos y cuatro meses de tratamiento?*®. Ademds, este aumento de actividad de las rutas metabdlicas de los
aminodcidos se mantiene incluso al comparar pacientes con DM2 en tratamiento de larga data con
metformina y pacientes en situacion de prediabetes?’. Consecuentemente, podriamos hipotetizar que el
tratamiento con metformina favorece la actividad de rutas metabdlicas de biosintesis de aminodcidos
simulando a la situacidn de poblacidn sin diabetes.

En el metabolismo lipidico hay un incremento de la sintesis de LPS entre los DM2 con metformina
en comparacion con los intolerantes a metformina y controles. El grupo de Forslud et considera que
metformina podria reducir la absorcion de LPS mediante el incremento de la presencia de butirato y
propionato?'®. No obstante, hay datos de otros trabajos donde se ha visualizado un aumento de las vias
de produccién de LPS en presencia de metformina tanto en pacientes sanos como diabéticos?!” 248 289,
Tradicionalmente, el LPS derivado de microbiota intestinal se ha considerado como uno de los principales
factores involucrados en el inicio y progresion de la inflamacién sistémica y enfermedades metabdlicas.
Sin embargo, en los ultimos afios se han publicado varios trabajos dénde se ha evaluado la accién de LPS
como silenciador de la respuesta inmune a través de la sefializacion de TLR4. Los miembros del orden de
los Bacteroidales son bacterias gram negativas dominantes en el microbioma intestinal humano y poseen
la capacidad de producir formas antagénicas de LPS, impulsando el silenciamiento inmune para el resto
de la comunidad microbiana3*°. En cambio, los LPS derivados de E.Coli contienen la capacidad de generar
una cascada inflamatoria mediadas por las citocinas dependientes de NFkB (IL-10, TNFa, IL-1pB e IL-6)%%2,
Por lo tanto, en lugar de sdlo evaluar la mera cantidad de periférica de LPS procedente del microbioma se
necesita hacer hincapié en la naturaleza y composicién de los diferentes subtipos de LPS; que parecen
determinar el nivel de activacion inmune desencadenada mediada por microbiota intestinal. En el analisis
de las vitaminas mas expresadas comparativamente entre los grupos destaca la presencia de aumento de
actividad de las rutas relacionadas con la produccion de vitamina K1 (filoquinona) o vitamina K2
(menaquinona) a nivel de DM2 con metformina. La vitamina K pertenece a la familia de las vitaminas
liposolubles y la conforman dos subtipos biolégicamente activos, que son la filoquinona, mas abundante
a nivel de los vegetales o la menaquinona presente en huevos, carnes y quesos. A su vez, la menaquinona

estd compuesta por catorce componentes, los mas comunes son la menaquinona 4 o menaquinona 7.
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Tanto la ubiquinona como la menaquinona son portadores de electrones liposolubles en las membranas
celulares y son esenciales para la respiracion celular. Las células eucariotas pueden sintetizar ubiquinona,
pero no menaquinona, mientras que los procariotas pueden sintetizar ambas. La importancia de
menaquinona a nivel metabdlico erradica en que se le atribuyen propiedades beneficiosas como son la
mejora de la insulinoresistencia o la posible reduccion de riesgo de aparicion de DM2 mediado por
propiedades antiinflamatorias o disminucién de la produccidon de TG3!. Por otro lado, la influencia de las
quinonas es determinante en el metabolismo microbiano para la produccién de energia o la utilizacion de
sustratos como el carbono, nitrégeno y de biosintesis de compuestos indispensables. Ademas, la vitamina
K es cofactor enzimatico de y-glutamil caroxilasa que es esencial para la conversion de glutamato a su
metabolito residual, y-carboxi glutamato®'?. Por lo tanto, la capacidad de microbiota intestinal para
sintetizar o reutilizar quinonas puede determinar su crecimiento y replicacién a nivel de la simbiosis con
el huésped. La accion de metformina parece favorecer un metabolismo energético mas eficiente en
microbiota intestinal comensal. Asimismo, los niveles de cianocobalamina en el analisis funcional de
microbiota fueron superiores entre los DM2 con metformina en contraste con los intolerantes; que
arrojaron menor actividad de esta ruta. Las cobalaminas son sintetizadas en su integridad por los
organismos procariotas, es decir, son sintetizadas por algunos microbios intestinales. El mayor sustrato
biodisponible de las cobalaminas en los humanos se obtiene por la dieta y pueden contribuir en la
configuracion de la estructura y/o funcion de las comunidades microbianas intestinales humanas. En
situacion de colonizacion por Helicobacter Pylori se ha observado que los cambios subyacentes en
microbiota intestinal conllevaron a una reduccién de las rutas relacionadas con la sintesis de
cianocobalamina®®3. Esta situacidn hace dilucidar que en presencia de disbiosis intestinal se favorece la
reduccién de cianocobalamina en microbiota intestinal. En nuestro trabajo los intolerantes a metformina
fueron los que determinaron niveles mas inferiores de rutas relacionadas con biosintesis de
cianocobalamina. Por otro lado, destaca entre DM2 con metformina la mayor actividad de rutas
relacionadas con la biosintesis del grupo hemo o metabolismo de las porfirinas. La evidencia cientifica
previa considera que el tratamiento con metformina presenta la capacidad de regular genes relacionados
con la sintesis de metaloproteinas o transporte de metales en la microbiota intestinal del huésped?®.

En el analisis de PICRUSt por parejas se obtuvieron una mayor predominancia de vias de
degradacion entre los intolerantes a metformina respecto a los DM2 con metformina. Concretamente,
estan incrementadas las vias de degradacion de aminoacidos aromaticos entre los intolerantes a
metformina. A su vez, desarrollaron menor actividad de las vias de sintesis de azucares y mevalonato; mas
predominantes en los DM2 con metformina. Esta predominancia de vias de degradacidn y asimilacidon se
mantuvo en el andlisis comparativo con el grupo control, donde continuamos observamos una mayor
degradacion de azlcares como sucrosa, ramnosa, glucoronidos o fructosa. Asimismo, se presenta un
detrimento de las vias de biosintesis de los sustratos energéticos como nucledtidos, aminoacidos
(treonina) o SCFAs. Las implicaciones en el huésped en el incremento de las rutas de degradacién o
asimilacion en pacientes intolerantes a metformina precisaran de nuevos trabajos para determinar su rol

dentro del huésped.
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En lineas generales se presupone que el desarrollo de microbiota intestinal que presente alta
actividad del catabolismo proteico conllevara a connotaciones negativas, puesto que habra mayor
contenido de productos de desecho como fenoles, sulfuros o amonio. En otros estudios anteriores se ha
observado que la situacion de diabetes proporciona una disminucion de rutas metabdlicas a nivel de
microbiota intestinal. En un estudio previo llevado a cabo en pacientes con enfermedad cardiovascular
establecida, al comparar la presencia o ausencia de DM2 se observé que habia una mayor deplecién de
genes encargados del metabolismo de carbohidratos, lipidos, aminodcidos y energia en los sujetos con
DM23, En el andlisis funcional por pares los pacientes DM2 con metformina presentan un detrimento de
algunas de las rutas de biosintesis en relacién con el grupo control. Asimismo, se observan una mayor
degradacidn de azucares o SCFAs entre los pacientes DM2 con metformina respecto a los controles sin
diabetes. Sin embargo, a nivel de las rutas metabdlicas de los aminoacidos en ambos grupos se observa
un enriquecimiento de rutas de biosintesis. En el caso de los DM2 con metformina hay enriquecimiento
de la sintesis de triptéfano o alanina, estos resultados se pueden relacionar con observado en el estudio
de Forslud et al**°. Como se ha descrito previamente, hubo un descenso de las rutas de degradacién de
triptéfano en sujetos con DM2 sin tratamiento con metformina, que parece revertirse con la exposicion
de metformina segun nuestros resultados.

Las vias de produccidn de SCFAs, caracteristicamente, se encuentran con mayor presencia a nivel
del grupo control, en contraposicion con los pacientes intolerantes a metformina, exhiben la menor
actividad de rutas metabdlicas productoras de SCFAs. Estos datos van en consonancia con la evidencia
cientifica que propone a metformina como agente modulador de la ecologia bacteriana, fomentando la
presencia de bacterias productoras SCFAs, como Shewanella, Lactobacillus, Arkkemansia, Prevotella,
Blautia, Bidobacterium, Megasphera o Butyrivibrio®®®. La presencia de niveles superiores circulantes de
SCFAs se asocia a numerosos beneficios para el huésped que van desde la proteccion contra cancer
colorrectal hasta la regulacion del metabolismo energético mediante mecanismos reguladores del apetito
o homeostasis de la glucosa. Generalmente, el filo Firmicutes y, especialmente, Faecalibacterium,
Roseburia, y Bifidobacterium, producen butirato; mientras que Bacteroidetes producen acetato vy
propionato. Los SCFA modulan el metabolismo de los lipidos y la glucosa del huésped a través de
receptores ligados a proteinas G (GPR41 y GPR43). Particularmente, el propionato es sustrato para la
gluconeogénesis y reduce la lipogénesis inhibiendo la sintesis de acidos grasos?®* 31>, Otro de sus
potenciales beneficios es que su reduccion a nivel coldnica se ha asociado a presencia de diarrea. El
mecanismo fisioldgico por el que SCFAs protege de la diarrea es mediante la estimulacion de la absorcion
de agua a nivel coldnico a través del intercambio apical del sistema Na-H, SCFA-HCO3 y CI-SCFA?%3,

En dltima instancia, destaca una mayor actividad de vias metabdlicas relacionadas con la
biosintesis de NAD+ y de la coenzima A (CoA) en microbiota de controles respecto a los diabéticos con
metformina o intolerantes. En concreto, NAD+ es uno de los cofactores mas importantes en las reacciones
redox celulares de los organismos y, ademas, se encuentra involucrada en mecanismos de control
epigenético que modulan el metabolismo y el envejecimiento. La CoA es un cofactor enzimdtico que

regula diferentes reacciones enzimaticas implicadas en el metabolismo intermedio de la oxidacion de los
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acidos grasos, carbohidratos y aminodcidos, asi pues, se favorece un metabolismo microbiano mas
eficiente entre los controles. Las vias de oxidacién de sulfuro y alcoholes estan mas representadas entre
los controles sobre los intolerantes o diabéticos en tratamiento con metformina. La oxidacion de alcoholes
es un proceso de detoxificacion que supone la conversién de SCFAs, aunque es menos eficiente para el
huésped porque produce aldehidos como productos de degradacion. En las rutas metabdlicas predichas
entre pacientes diabéticos en tratamiento con metformina se habian reportado datos de aumento de la
capacidad de la reduccidn de sulfato o incremento de hidrégeno coldnico, que no se ha podido corroborar
en nuestra poblacién a estudio. Las bacterias reductoras de sulfato son capaces de reducir el sulfato a
sulfuro de hidrégeno gaseoso, pero necesitan utilizar equivalentes reductores como el lactato, piruvato,
etanol, formiato, SCFAs y los aminoéacidos 142 21°. Los beneficios o perjuicios de la produccién de hidrégeno
de sulfuro es un tema controvertido. El exceso de produccién de H2S se ha relacionado con aparicién de
enfermedades inflamatorias intestinales en el huésped, sin embargo, puede ser beneficioso su presencia
para las bacterias al aumentar la resistencia a los antibidticos y protegerlos de las especies reactivas de

oxigeno.
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Limitaciones del estudio

'



Hemos detectado las siguientes limitaciones:

1.

Poblacién muestral de reducido tamario, si bien no hay trabajos previos realizados en
sujetos con intolerancia a metformina.

No se realizé registro dietético durante la intervencién

Nuestra poblaciéon presentaba otras enfermedades metabdlicas como sobrepeso u

obesidad.

No se correlacionaron variables clinicos analiticas con los resultados taxonémicos o
funcionales.

No se realizaron correlaciones con variables clinica-analiticas con los resultados
taxondmicos o funcionales

Estudio no aleatorizado

La poblacién de intervencién pertenece a una Unica drea sanitaria.
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CONCLUSIONES
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En caso de intolerancia gastrointestinal a metformina la administracién del farmaco en dosis

crecientes mitigara los sintomas en 1 de 4 pacientes.

La intolerancia gastrointestinal a metformina puede estar favorecida por biomarcadores
presentes en microbiota intestinal del huésped, concretamente, Subdoligranulum, fue
marcadamente superior en los sujetos intolerantes. En cambio, Megamonas funiforme fue un

biomarcador predominante en los sujetos que no exhiben intolerancia gastrointestinal.

Los sujetos con intolerancia a metformina presentan un microbioma constituido por bacterias de
mayor potencial patégeno e incremento de vias metabdlicas relacionadas con las vias de

asimilacion/ degradacion de azucares y aminoacidos.

Blautia spp puede estar implicado en la tolerancia a metformina, pero aun queda por aclarar su

asociacidén con las enfermedades metabdlicas como la diabetes o la obesidad.

La abundancia relativa de Ruminococus gnavus, patégeno relacionado con la presencia de

enfermedades inflamatorias se reduce en presencia de tolerancia gastrointestinal a metformina.

Basalmente, los sujetos intolerantes a metformina presentan mayor actividad de vias
metabdlicas de degradacion y los sujetos tolerantes a metformina presentan mayor actividad de
vias metabdlicas de sintesis. Después de la administracién de metformina se observan cambios
en direccion opuesta en las vias metabdlicas respecto al punto basal, ademas de incremento de

la biosintesis de vitamina B entre los sujetos tolerantes a metformina.

La diabetes mellitus tipo 2 induce una situacién de disbiosis intestinal que el tratamiento con
metformina puede mitigar tanto mejorando la ecologia bacteriana como induciendo cambios en
la actividad de los genes microbianos: incremento de las vias productoras de menaquinonas,

metabolismo de los aminoacidos o la produccién de SCFAs.
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Comité de Etica de la Investigacion Provincial de Malaga
sevvicio Andasiuz do Salud
CONSESERIA B SALLD

Diea. Diva. Gloria Lugue Fernandez, Secretaria del CEI Provincial de Malaga
CERTICA;

Que en la sesion de CEJ de fecha: 22/02/2018 ha evaluado la propucsta de D/Dfa.: Araceli Mufioz Garach, referido a ta
Modificacién del Proyecto de Investigacion: "Cambios en la microbiota en pacientes con diabetes tipo " ¢ intolerancia a metformina
tras reintroduccion de la misnia”,

Este Comité lo considera ética y metodoldgicamenie correcto.

La composicion del CEL en esa sesion es la siguiente:

Dra. Marta Camacho Caro (UGC Ginecologia)

Dra. Paloma Campo Mozo (UGC Alegia)

Dr. Jose C. Ferndndez Garcia (UGC Endocrinologia y Nutricion)
Dra, M* Victoria de la Torre Prados (UGC UMD

Dr. Andrés Fontaiba Navas (UGC Salud Mental)

D. Alfonso Garcia Guerrero (UGC CS Colonia de Santa Inés)
Dr. José L. Guerrero Orriach (UGC Anestesia y Reanimacion)
Dr. Ricardo Guijarro Merino (UGC M. Interna)

Dr. Antonio 1.opez Téllez (Médico de Familia)

Dra. Gleria Laque Ferndndez (Investigacion)

Dra. M" Mercedes Marquez Castilla (Médico Familia)

Dra. Cristobalina Mayorga Mayorga (Laboratorio)

Dr. Francisco J. Mérida de la Torre (Laboratorio)

Dr.  Antonie Pérez Rielo (UGC UCDH

2. Ramon Porras Sanchez (RRHH-Abogado)

Dra. M" Angeles Rosado Souvirén (UGC Farmacia)

Diia, Virginia Salinas Pérez (UGCT Oncologia-Enfermera)

Dr. Benile Soriano Fernandez (Médico Familia)

Lo que firmo en Malaga, a 16 de Marzo de 2018
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ANEXO 2

HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
CLINICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre y apellidos:

NHC:

Edad: Sexo:
Teléfono de contacto:

TiTULO DEL ESTUDIO: CAMBIOS EN LA MICROBIOTA EN PACIENTES CON DIABETES
TIPO 2 E INTOLERANCIA A METFORMINA TRAS REINTRODUCCION DE LA MISMA.

Investigadores principales: Dra. Araceli Mufioz Garach. FEA Endocrinologia y Nutriciéon y Dra

Cristina Maria Diaz Perdigones. MIR Endocrinologia y Nutricion
Teléfono: 951 032 648 / 951 032 658.
UGC de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Malaga.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria y usted puede anular su decision y retirar
el consentimiento en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin que por ello se
altere su relacion con el médico ni se produzca perjuicio en su tratamiento o en la atencién que
usted pueda necesitar. También debe saber que puede ser excluida del estudio si (el promotor)
o los investigadores del estudio lo consideran oportuno. Su participacién en el estudio no

supondra ningun gasto ni beneficio econémico para usted.
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

En los ultimos afos son muy numerosos los trabajos que han relacionado la microbiota
intestinal con el desarrollo de enfermedades de alta prevalencia como son la diabetes tipo 2 y la
obesidad. La obesidad por si misma se asocia con cambios en la composicion de la microbiota

intestinal con tendencia al sobrecrecimiento de microorganismos con una mayor eficiencia en la
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obtencién de la energia de la dieta. Son varios los mecanismos que relacionan la microbiota con
la aparicion de insulinoresistencia y diabetes, entre ellos destacan los cambios en la
permeabilidad intestinal, endotoxemia, interrelacion con acidos biliares, cambios en la proporcién

de tejido adiposo marrén y efectos asociados al uso de farmacos como la metformina.

El objetivo de este estudio es estudiar la microbiota en pacientes con diabetes tipo 2 e
intolerancia a metformina, en sujetos con diferente grado de obesidad con y sin sindrome

metabdlico.

Son pocos los trabajos que han relacionado los cambios en la microbiota asociados al tratamiento
con metformina, la mediacién mas utilizada para la diabetes tipo 2. Sus resultados sugieren una
mediacién por parte de la metformina sobre la microbiota intestinal de forma parcial por sus
efectos terapéuticos y en parte por sus efectos adversos. Aun se requiere mayor validacion para

establecer la causalidad y aclarar que mecanismos median en este proceso.

Para ello, analizaremos la flora intestinal en muestra de heces y determinaremos los niveles
plamaticos de glucosa, insulina y otras variables bioquimicas antes y a los 90 dias de la
reintroduccion del tratamiento con metformina. De forma paralela a la toma de muestras se
procedera a la recogida de datos antropométricos y clinicos, que se asociaran a sus muestras

bioldgicas.

Excepcionalmente, y siempre que asi lo autorice, se podria volver a contactar con usted
para solicitar informacién adicional. Usted no sera informado de los proyectos de investigacion
en los que se utilicen sus muestras, ni los investigadores informaran de los resultados de las
pruebas genéticas a usted o a su médico, a menos que los resultados de las pruebas con su
material bioldgico o derivado pudieran ayudarle a usted o a su médico a hacer algo para su salud

o la salud de su familia.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Sus datos seran tratados con la mas absoluta confidencialidad segun lo dispuesto en las
leyes nacionales (LO15/1999, LGC5/2002 y por la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
biomédica) y europeas (95/46/CE). Dado que durante la realizacion de los proyectos de
investigacién se generard informacidon genética sensible, estas leyes quieren ayudar a los
investigadores a evitar accesos involuntarios a esta informacién que podrian exponer a los
pacientes y a sus familias a efectos adversos econémicos, legales, psicolégicos, y/o sociales. De
acuerdo a la LO15/1999, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de los datos, asi como puede solicitar la destruccion de las muestras, para lo cual
debera dirigirse a investigador responsable del estudio, Dra. Araceli Mufioz Garach (FEA
Endocrilnologia y Nutricion. Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. Teléfono: 951
032 648 / 951 032 658).
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Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo y soélo el
investigador principal podra relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica.

Si se publican los resultados del estudio, sus datos personales no seran publicados y su
identidad permanecera anénima.
INFORMACION SOBRE MUESTRAS BIOLOGICAS

Se conservara una muestra de su sangre hasta que finalice el estudio. Se guardara
congelada en la Unidad de Investigacion del Hospital Virgen de la Victoria, donde sera
custodiada por los investigadores participantes en el estudio. El tubo que contiene esta sangre
no lleva su nombre ni ninguna otra marca que la identifique. Unicamente un cédigo que sélo el
investigador principal del estudio, la Dra. Mufioz y la Dra Diaz conoce que pertenece a usted.

Si usted no desea participar mas en el estudio y usted lo quiere asi, todas sus muestras
identificables, que hayan sido obtenidas exclusivamente para este estudio seran destruidas para
evitar la realizacion de un nuevo analisis.

Antes de firmar, lea detenidamente el documento, haga todas las preguntas que
considere oportunas, y si lo desea, consultelo con todas las personas que considere necesario.
En caso de duda debe dirigirse a la Dra. Mufioz Garach o la Dra Diaz.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

TiTULO DEL ESTUDIO: CAMBIOS EN LA MICROBIOTA EN PACIENTES CON DIABETES
TIPO 2 E INTOLERANCIA A METFORMINA TRAS REINTRODUCCION DE LA MISMA.

Participante:

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

Dra. Araceli Mufioz Garach. FEA de Endocrinologia y Nutricion.
Dra Cristina Maria Diaz Perdigones MIR Endocrinologia y Nutricion
Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio a través de la firma de este

consentimiento informado del que recibo una copia.

Malaga, a de de 2018

FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR
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Comunicaciones en congresos hacionales

Diaz —Perdigones, CM; Mufioz-Garach, Araceli; Cornejo-Pareja, Isabel Maria; Moreno-Indias, Isabel;
Damas-Fuentes, Miguel; Tinahones-Maduefio, Francisco José

En busca del origen de la intolerancia a metformina a través del estudio de la microbiota intestinal de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2

XVI Congreso Sociedad Espafiola de Diabetes, Sevilla, 2019

Diaz- Perdigones, CM; Mufioz-Garach, Araceli; Moreno-Indias, Isabel; Mancha-Doblas, Isabel, Cornejo-
Pareja, Isabel Maria y Tinahones-Maduefio, Fco José

Metformina un viejo farmaco aun por descubrir: intolerancia gastrointestinla y microbiota
612 Congreso Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricién, Bilbao, 2019

Diaz-Perdigones, CM; Moreno-Indias, Isabel; Mufioz-Garach, Araceli; Alvarez-Bermudez, Maria Dolores,
Mancha-Doblas, Isabel y Tinahones-Maduefio, Fco José.

Microbiota intestinal y su posible interaccion en la intolerancia a metformina

622 Congreso Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricidn, Sevilla, 2020

Comunicaciones en congresos internacionales

Microbiota changes in type 2 diabetes patients intolerant to metformin after drug reintroduction

Mufioz-Garach, Araceli; Diaz-Perdigones, CM, Moreno-Indias, IM; Molina-Vegas,Maria, Cornejo-Pareja,
Isabel y Tinahones-Maduefio, Fco José

Congress European Endocrinology, 2019

Publicaciones en revistas

Diaz-Perdigones, C. M., Mufioz-Garach, A., Alvarez-Bermudez, M. D., Moreno-Indias, I. & Tinahones, F. J.
Gut microbiota of patients with type 2 diabetes and gastrointestinal intolerance to metformin differs in
composition and functionality from tolerant patients. Biomed. Pharmacother. 145, (2022).

Mufioz-Garach, A., Diaz-Perdigones, C. & Tinahones, F. J. Gut microbiota and type 2 diabetes mellitus.
Endocrinol. y Nutr. 63, (2016).
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