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RESUMEN

La investigaciéon de los metabolitos asociados a la prediabetes por trazas
moleculares en el aliento exhalado, involucra el andlisis, con gran sensitividad, de los
componentes moleculares de éste. Esta metodologia se ha considerado recientemente
como una alternativa de diagndstico no invasivo para enfermedades como la
prediabetes, la Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) (Gallego 2016) y muchas otras
enfermedades (Pereira 2014). Ademds, el diagndstico de la prediabetes es un paso
fundamental para la deteccidon temprana y la prevencién de la DMT2. La DMT2 es una
de las principales causas de muerte y una enfermedad que ataca a una gran parte de
la poblacién mexicana.

Esta investigacion involucra el andlisis cualitativo, estadistico y cuantitativo de 25
compuestos definidos en el frabajo previo de Gallego (2016) como potenciales
biomarcadores de DMT2. Este estudio previo, sirvié para mostrar que la técnica permite
distinguir entre pacientes sanos y diabéticos, y por lo tanto tiene el contraste necesario
para emprender estudios mds refinados de diagndstico. El presente trabajo, motivo de
esta tesis, va un paso mds adelante y explora la posibilidad de diagnosticar a la pre-
diabetes, lo cual, es un reto importante, incluso para los métodos clinicos mas
convencionales.

En el presente trabagjo, se estudid el aliento exhalado de una muestra poblacional
compuesta por 38 individuos caracterizados por pruebas hematoldgicas en el Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Los individuos fueron separados en 6 grupos,
empleando criterios clinicos estandarizados basados en la NOM-015 y NOM-037 de la
SSA y los criterios de la ADA. El primer grupo fue catalogado como “sujetos
normoglicémicos” o grupo de confrol (TNG). El segundo y tercer grupo incluyeron a
sujetos con prediabetes, siendo catalogados como “sujetos intolerantes a la glucosa”
(ITG) y “sujetos con glucosa alterada en ayuno e infolerantes a la glucosa” (GAA+HITG).
El cuarto grupo fue catalogado como “sujetos con DMT2 recién diagnosticados”
(RDMT2). El quinto grupo fue catalogado como “sujetos con DMT2 de larga duracion”
(DMT2) y finalmente el sexto grupo fue catalogado como “sujetos con DMT2 en estado
critico” (CDMT2).

Los compuestos en el aliento exhalado de 38 individuos fueron identificados por
la técnica cromatogrdfica CG-EM-DIF.

Con el estudio de los compuestos de los 6 grupos, que comprende un gran
espectro de evolucidon de la DMT2, especialmente los grupos con sujetos en algun
estadio de la DMT2, se fortalecio la seleccidn de los potenciales biomarcadores para la
DMT2 estudiados por Gallego (2016).

De los compuestos estudiados se encontré que 14 metabolitos son potenciales
biomarcadores de la prediabetes. Algunos potenciales biomarcadores de la
prediabetes son la 2-butanona, el 1-hepteno y el p-xileno.
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Algunos de los 14 metabolitos son capaces de discriminar entre ambos grupos de
prediabetes estudiados. Dentro de los potenciales biomarcadores de la prediabetes
gue cumplen esta condicidn se encuentra la acetona y el 1-propanol para el tipo de
prediabetes GAA+ITG y el benzaldehido para el tipo de prediabetes ITG.



ABSTRACT

The investigation of metabolites associated with prediabetes by molecular traces in the
exhaled breath, considers the analysis, with great sensitivity, of the molecular
components of this one. This methodology has recently been considered as a non-
invasive diagnostic alternative for diseases such as prediabetes, Diabetes Mellitus type 2
(DMT2) (Gallego 2016) and many other diseases (Pereira 2014). In addition, the diagnosis
of prediabetes is a critical step in the early detection and prevention of T2DM. T2DM is
one of the main causes of death and a disease that attacks a large part of the Mexican
population.

This research involves the quadlitative, stafistical and quantitative analysis of 25
compounds defined in the previous work of Gallego (2016) as potential biomarkers of
T2DM. This previous study served to show, that the technique allows to distinguish
between healthy and diabetic patients, and therefore has the necessary contrast to
undertake more refined diagnostic studies. The present work, goes a step further and
explores the possibility of diagnosing pre-diabetes, which is a major challenge, even for
more conventional clinical methods.

In the present study, the exhaled breath of a population sample composed of 38
individuals characterized by hematological tests at the General Hospital of Mexico "Dr.
Eduardo Liceaga". Individuals were separated into é groups, using standardized clinical
criteria based on NOM-015 and NOM-037 of SSA of México and ADA criteria. The first
group was categorized as "normoglycemic subjects" or control group (TNG). The second
and third groups included subjects with prediabetes, being classified as "subjects
intolerant to glucose" (ITG) and "subjects with altered glucose in fasting and glucose
intolerant" (GAA + ITG). The fourth group was classified as "newly diagnosed DMT2
subjects" (RDMT2). The fifth group was classified as "subjects with long-term DMT2" (DMT2)
and finally the sixth group was classified as "subjects with DMT2 in critical condition”
(CDMT2).

Compounds in the exhaled breath of 38 individuals were identified by the CG-EM-DIF
chromatographic technique.

The study of the compounds of the 6 groups, comprising a large spectrum of DMT2
evolution, especially the groups with subjects at some stage of T2DM, strengthened the
selection of the potential biomarkers for DMT2 studied by Gallego (2016 ).

Of the compounds studied, it was found that 14 metabolites are potential biomarkers of
prediabetes. Some potential biomarkers of prediabetes are 2-butanone, 1-heptene and
p-xylene.

Some of the 14 metabolites were able to discriminate between both groups of
prediabetes studied. Among the potential biomarkers of prediabetes that meet this
condition are acetone and 1-propanol for the type of prediabetes GAA + ITG and
benzaldehyde for the type of prediabetes ITG.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

El andlisis de los metabolitos presentes en el aliento exnalado, actualmente, es un
tema de investigacion bastante activo especialmente en Europa, Asia y Estados Unidos.
El propdsito de este tipo de estudios es producir un método de diagndstico no invasivo
en general. En particular en anos recientes, se ha mostrado su efectividad en el
diagndstico de patologias hepdticas, metabdlicas y cdnceres, principalmente.
(Amman, 2013)

El andlisis del aliento exhalado se basa en el hecho de que, dentro del cuerpo
humano, existe una generacién continua de compuestos voldtiles. Estos compuestos,
también conocidos como metabolitos, son parciaimente emitidos a través del aliento
exhalado. Sin embargo estas exhalaciones se presentan en cantidades muy pequenas
relativas al contenido del aliento total, esto es, en partes por mil millén, en comparacion
con el CO2 y el vapor de agua. Estos compuestos voldtiles contienen informacion
concerniente a las condiciones metabdlicas y fisioldgicas del sujeto bajo estudio.
(Amman 2013; Cao 2006)

Se ha probado que el andlisis del adliento exhalado es un procedimiento
importante para la evaluacién y monitoreo del desarrollo de una enfermedad al analizar
las cantidades de trazas moleculares de una muestra gaseosa conocida y al poder ser
asociadas con una patologia en particular. (Amman 2013)

El método de andlisis por daliento puede proveer, adicionalmente, una
herramienta complementaria para diagndsticos médicos convencionales de una
enfermedad, ya que es posible analizar, simultdneamente, centenas de compuestos
relacionados al metabolismo humano. (Pereira 2014)

Recientemente esta metodologia ha sido aplicada para el diagndstico de
enfermedades que son dificiles de diagnosticar de manera temprana, como la Diabetes
Mellitus tipo 2, dado a que en etapas tempranas es asintomdatica.

En México, una de las principales causas de muertes es la Diabetes Mellitus tipo |I.
Cuando esta enfermedad es detectada y atendida en una etapa temprana mediante
una dieta balanceada y ejercicio, se puede prevenir sus complicaciones.

A pesar de la gran conveniencia del procedimiento, uno de los mayores retos es
el vincular, de manera inequivoca, los compuestos detectados y cuantificados, a las
vias metabdlicas que se producen como resultado de la condicién de salud o patologia
en la que se encuentra el paciente.

Para la implementacion exitosa de este método es necesario la estandarizacion
y definicién de lineas basales de normalidad en una poblacion.
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En estudios anteriores dentro del equipo de trabajo del presente proyecto, se
logré definir los pardmetros de control de una poblacién normoglicémica en la Tesis:
“Andlisis de Metabolitos Presentes en el Aliento, determinacién de la linea basal” por A.
Gallego. En estos pardmetros de control, ademds de obtener una distribuciéon basal, se
logré una identificacion tentativa de metabolitos asociados a la diabetes. (Gallego
2016)

El presente trabajo de tesis, se apoya en esta distribucidon basal y en los
metabolitos encontrados en sujetos diabéticos. La metodologia de Gallego (2016) serd
aplicada para estudiar, principalmente, a sujetos con prediabetes, que es una
condiciéon que tiene gran relevancia para el diagndstico de la diabetes de manera
temprana.  Ademds, se aplicard la metodologia al estudio de poblaciones
normoglicémicas, diabéticas de reciente diagndstico, diabéticas de larga duracién y
diabéticos criticos.

Se considerd como muestra de poblacidén normoglicémica a aquellos sujetos que
presentaran valores normales en las pruebas hematoldgicas aplicadas, de acuerdo ala
NOM-015 y la NOM-037 de la secretaria de salud de México y a los valores normales
establecidos por la Asociacién Americana de Diabetes (ADA 2016)

Se consideré como muestra de poblacion prediabética a aquellos sujetos que
presentaran una glucosa alterada en ayuno, infolerancia a los carbohidratos o la
presencia de ambos, de acuerdo a los valores de referencia de la NOM-015 de la
Secretaria de Salud PUblica de México.

Se consider6 como la muestra de poblaciéon diabética reciente a aquellos sujetos
que fueron diagnosticados con diabetes por medio de la curva de tolerancia a la
glucosa, de acuerdo a los valores umbrales de referencia de la NOM-015 de la
Secretaria de Salud PuUblica de México. Al presentar valores umbrales, estos sujetos
apenas empiezan a presentar los sinfomas de la enfermedad.

Se consider6 como la muestra de poblacion diabética de larga duraciéon a
aquellos sujetos que fueron diagnosticados con diabetes por medio de glucosa en
ayuno o mediante niveles de hemoglobina glucosilada, de acuerdo a los valores de
referencia de la NOM-015 de la Secretaria de Salud PuUblica de México. Estos sujetos,
nunca habian sido diagnosticados, pero ya presentaban la enfermedad por un tiempo
prolongado.

Para la poblacion de diabéticos criticos, se consideré a aquellos sujetos que
presentaran diabetes en un estado muy avanzado, es decir, que presentara y/o
superara los niveles reportados de glucosa capilar en la NOM-015.

La determinacion de las condiciones de las personas voluntarias que participaron

en este proyecto fue realizada por el equipo de trabajo encabezado por la Dr. Adriana
Monroy Guzmdan en el Hospital General de México.
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El andlisis de las muestras de aliento fue realizado en el Centro de Ciencias de la
Atmodsfera, UNAM utilizando cromatografia de gases acoplada a detectores de
espectrometria de masas e ionizacion de flama (CG/EM-DIF).

La identificacion y cuantificacion de los compuestos se realizdé tanto con la
inyeccion de estdndares gravimétricos, como con el software ChemStation de Agilent
Technologies.

El estudio de correlaciones multivariado se llevd a cabo utilizando el software R.

El estudio de las poblaciones diabética y diabética critica tiene como objetivo
reafirmar la identificacion de los compuestos alterados, estudiados anteriormente, asi
como mantener los limites, entre una poblacién normoglicémica y diabética.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo identificar los compuestos que
presenten una diferencia en concentraciones que sea significativa entre poblaciones
normoglicémicas y prediabéticas, con la finalidad de marcar las bases de identificacién
de la alteracién metabdlica conocida como prediabetes. Ademds de realizar un andlisis
estadistico que permitird presentar las correlaciones de los compuestos en ambas
poblaciones.

El desarrollo de este trabajo pretende confribuir al desarrollo de métodos que

permitan detectar de manera oportuna la prediabetes, padecimiento que cursa
asinfomdtico.
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CAPITULO 2: PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA Y OBJETIVOS

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El andlisis del aliento exhalado es un método de diagndstico no invasivo que se
ha convertido, sobre todo en Europa, en un procedimiento importante en la evaluacion
del estado de salud y el desarrollo de una enfermedad a través del andlisis de trazas
moleculares presentes en muestras en fase gaseosa. (Amman 2013; Ramirez 2015)

Lo beneficioso de este método es que no hace falta punzar o extraer fluidos del
paciente para realizar un diagndstico clinico. Ademds de lo anterior, simultdneamente,
proporciona de manera complementaria el andlisis de decenas de metabolitos
relacionados al metabolismo humano. (Amman 2013; Ramirez 2015)

La diabetes es una alteracion del metabolismo caracterizada por el aumento de
los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por un defecto de la
secrecion de la hormona insulina por el pdncreas. (Frenk 2011)

La diabetes es actualmente una de las primeras causas de muerte de |os
mexicanos. Prevenirla y diagnosticarla a tiempo es de alta relevancia.

En México la mortalidad por diabetes ha mostrado un incremento sostenido
durante las Ultimas décadas, a una tasa de 15.5 defunciones por 100,000 habitantes.
Esto ha implicado que esta patologia ha llegado a ocupar, desde 1997 el tercer lugar
de la mortalidad general y en ese lugar se mantuvo hasta 1999. En ese ano ocurrieron
443,950 defunciones y de estas, 45,632 se debieron a diabetes. Esto representd un 10.3%
de las defunciones, con variaciones por entidad federativa que van de 6.2% en el
estado de Chiapas a 13.6% en el estado de Coahuila. (Frenk 2011)

Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce
entre 5y 10 anos con respecto a la media nacional que es de 72.6 anos para hombres
y de 77.8 anos para mujeres. En México, la edad promedio de las personas que murieron
por diabetes en 2010 fue de 66.7 anos, lo que sugiere una reduccion en la esperanza de
vida. (Herndndez 2013)

El panorama resulta dificil de abordar, por lo que es necesario contar con
Programas de Accidon Estatales, congruentes con los nacionales e internacionales. (Frenk
2011)

Dentfro de la historia natural de la enfermedad se ha senalado un estado
metabdlico previo que no corresponde a la diabetes pero que tampoco se ubica
dentro de la normalidad, es decir, se frata de un estado intermedio que se ha redefinido
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como prediabetes. (ALAD 2009) A partir de este estadio, de no mediar acciones
preventivas, se evoluciona a la diabetes de manera explicita. Es por esto que es
fundamental identificar este estadio de la patologia e implementar acciones
preventivas.

En decenas de estudios se ha demostrado que al identificar e intervenir en el estilo
de vida de las personas con prediabetes, es posible evitar la progresion a la diabetes
hasta en un 58% de los casos. Esto pone de manifiesto que el intervenir a los pacientes
en estado de pre-diabetes es posible evitar un deterioro progresivo o desaceleracion
de la enfermedad. Es razonable anticipar que la deteccion y tratamiento de la
prediabetes sea una estrategia eficiente para lidiar con la epidemia de diabetes mellitus
y toda consecuencia médica, social y econdmica que esta conlleva. (ALAD 2009)

En estudios anteriores, en el mismo grupo de trabajo de esta tesis, se han
identificado compuestos que han logrado diferenciar a una poblacidn de sujetos sanos
con una poblacién de sujetos diabéticos. Lo anterior apoya la idea de que es posible
identificar la diabetes en un estadio previo, es decir en la etapa prediabética,
otorgando la gran posibilidad de detener la progresion y/o emergencia de la
enfermedad. (Gallego 2016)

La motivacion central de este proyecto de tesis consiste en contribuir con el
desarrollo de ftécnicas no invasivas y potencialmente socializables en su
implementacion, para diagnosticar la prediabetes.

2.2 HIPOTESIS

Es posible identificar potenciales biomarcadores de sujetos que presentan
prediabetes, por medio del andlisis de su aliento alveolar. Para readlizar esta
identificacion es necesario contrastar los compuestos presentes en sujetos de control
con sujetos con prediabetes. El andlisis del aliento de los sujetos muestreados tomard
como punto de partida a los compuestos identfificados como potenciales
biomarcadores de la diabetes mellitus tipo 2 en el frabajo previo de Gallego (2016).

Ademas, es posible identificar y cuantificar las correlaciones que existan entre la
concentracion de compuestos orgdnicos voldtiles de los 3 principales grupos de estudio
de este trabagjo: sujetos de conftrol, sujetos prediabéticos y sujetos diabéticos, otorgando
un gran espectro de informacion de la evolucion de la enfermedad.

2.3 JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad crénica provocada por multiples factores. Esta
enfermedad se coloca en la segunda causa de muerte en México. En su etapa inicial
no produce sinfomas y cuando se detecta tardiamente y no se frata adecuadamente
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ocasiona complicaciones de salud graves tales como: ceguera, fallarenal, amputacion
de extremidades y muerte prematura. Ademds, que es una enfermedad que reduce la
esperanza de vida por hasta por 10 anos en la poblacion mexicana. (Herndndez 2013)

En México, los costos de atencidn por paciente van desde 700 hasta 3 200 ddlares
anuales, alcanzando los 778 MM USD, lo que se traduce en 5 a 14% del presupuesto en
salud destinado a la atencion de esta enfermedad y sus complicaciones. (Herndndez
2013; Barquera 2013)

Es un hecho que la diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad prevenible, si se
realiza un diagndstico en el estadio previo conocido como prediabetes. El desarrollar
métodos de diagndstico temprano que se puedan aplicar en el sector salud pueden
aminorar el impacto que tiene la diabetes sobre la calidad de vida de la poblacién
mexicana. (Herndndez 2013)

2.4 OBJETIVO GENERAL

En base a los resultados obtenidos del trabajo de Gallego (2016), donde se
presentan compuestas como potenciales biomarcadores para la Diabetes Mellitus tipo
2, se pretende vincular estos mismos metabolitos, y probablemente nuevos, en un grupo
de personas prediabéticas. Este andlisis se realiza con el propdsito de especificar la
condiciéon de prediabetes, al realizar un confraste entre los metabolitos de personas
normoglicémicas y los metabolitos presentes en personas prediabéticas. De esta forma
se logrard diagnosticar a la prediabetes de manera que se puedan realizar
intervenciones dirigidas a evitar al paciente el desarrollo de la diabetes.

Las actividades a realizar para cumplir este propdsito son:

e Laimplementacion de una técnica no invasiva para detectar a la prediabetes
por medio del andlisis de compuestos orgdnicos voldtiles presentes en el aliento
exhalado.

e La aplicaciéon de bases metodologicas, de métodos de recoleccion y de andlisis
de muestras. Estas actividades fueron desarrolladas anteriormente en el grupo de

trabajo.

e Realizar el andlisis, contrastaste y correlacion de datos cualitativos y cuantitativos
de los compuestos presentes en el aliento de los grupos de sujetos de estudio.
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2.5 OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar el protocolo de toma de muestras de aliento alveolar y evaluar la
repetibilidad de los métodos llevados a cabo anteriormente en el grupo.

Implementar y optimizar el sistema portdtii de toma de muestras de aliento
alveolar del trabajo anterior.

Redalizar la identificacién y cuantificacion directa e indirecta de compuestos
orgdnicos voldtiles presentes en pacientes normoglicémicos, prediabéticos y diabéticos,
mediante cromatografia de gases acoplado a detectores de ionizacion de flama y
espectrometro de masas.

Realizar un andlisis estadistico de los metabolitos de interés en las poblaciones de
estudio que permita establecer una correlacion entre metabolitos especificos y un
estadio particular de prediabetes. Lo anterior también permitird establecer intervalos de
confiabilidad entre las diferentes patologias de diabetes y prediabetes.

Realizar el andlisis de componentes principales de los compuestos de interés de
las poblaciones de estudio, y constatar que el grupo de prediabetes se encuentra
aislado del espectro, adquirido por Gallego (2016), enfre personas normoglicémicas y
diabéticas.
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CAPITULO 3: ANTECEDENTES

3.1 FUNDAMENTOS DEL METABOLISMO HUMANO

El metabolismo consiste en todas aquellas transformaciones quimicas que sufren
los nutrientes con fines de obtencidn de energia, manipulacion de la materia por parte
de las células y obtencién de elementos estructurales o reguladores de las funciones
biolégicas. El metabolismo humano es una actividad quimica altamente coordinada
que mantiene el estado vital. (Guyton 2011)

A las sustancias que se originan como resultado del metabolismo a partir de |la
digestion u otfros procesos quimicos corporales se les conoce como metabolitos.
Los centenares de reacciones quimicas que integran el metabolismo estédn articulados
en largas secuencias de reacciones consecutivas ligadas entre si por intermediarios
comunes, de manera que el producto de cada reaccidn resulta en el sustrato o reactivo
de lasiguiente. Estas secuencias de reacciones reciben el nombre de rutas metabdlicas.
La existencia de un intermediario comuUn entre dos reacciones consecutivas hace
posible la transferencia de energia quimica entre ellas. (Guyton 2011)

Las rutas metabdlicas a su vez estdn organizadas en un complejo entframado en
el que unas estan conectadas con ofras a fravés de encrucijadas metabdlicas, en Ias
cuales hay un metabolito comuin a dos o mds rutas. (Guyton 2011)

SR

CZETD
Figura 3.1 Rutas metabdlicas. Sin entrar en detalles, el propdsito de esta imagen es el de ilustrar

la complejidad tan grande de las rutas metabdlicas humanas. (KEGG Encyclopedia of Genes
and Genome 2017)
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En el metabolismo se incluyen dos fases principales de las cuales derivan las
principales vias metabdlicas: el catabolismo y el anabolismo.

El catabolismo es una de las fases donde las moléculas orgdnicas complejas y
relativamente grandes se degradan para dar lugar a moléculas de estructura mas
simple y menor famano con la finalidad de obtener energia. Este proceso degradativo,
supone una oxidaciony ademds es exergdnico ya que va acompanado de la liberacion
de la energia quimica inherente a la estructura de las moléculas orgdnicas que se
degradan. (Guyton 2011)

El anabolismo es la segunda fase y es un proceso endergdnico que emplea
energia quimica donde se redlizan procesos biosintéticos para formar diversas
biomoléculas, tales como los dcidos nucleicos, proteinas, polisacdridos v lipidos a partir
de moléculas precursoras de estructura mds sencilla y menor tamano. (Guyton 2011)

El cuerpo humano es una mdaquina que necesita disponer de “combustible” en
forma de energia quimica. Esta energia es utilizada para el frabajo fisico, para obtener
calor y mantener asi la temperatura corporal, para la construccidn de sus propias
estructuras, utilizando para ello numerosas reacciones biosintéticas, y para transportar
un elevado nimero de sustancias a fravés de las membranas celulares. (Guyton 2011)

Un combustible metabdlico puede definirse como un compuesto circulante que
es tomado por los tejidos para la produccidon de energia. Existen dos tipos de
combustibles para el organismo: exdgenos, derivados de la ingesta de alimentos, y
enddogenos, derivados directamente de los aimacenes tisulares (como el glucégeno y
los triglicéridos) o de la oxidaciéon incompleta de otros combustibles (como el lactato o
los cuerpos cetdnicos). (Guyton 2011)

Los principales érganos y tejidos implicados en el metabolismo son el higado, el
musculo, el cerebro, el tejido adiposo y los eritrocitos.

El higado fiene un papel fundamental ya que es el principal responsable del
mantenimiento del equilibrio metabdlico interinsular. Entre sus tareas se encuentra el
mantenimiento de la glucemia, sintetizan los principales derivados nitrogenados de 1os
aminodcidos, regular el aporte de los diferentes nutrientes a los demds tejidos de
acuerdo con la composicion de la dieta y las demdads circunstancias fisioldgicas, sintesis
utilizacion de las diferentes lipoproteinas sanguineas, sintesis de los compuestos
cetdnicos a partir de los acidos grasos y ademdas eliminar residuos producidos por el
cuerpo y sustancias toxicas que se ingieren. (Guyton 2011)

Ademds de aprovechar los productos metabdlicos, el cuerpo necesita excretar
los productos secundarios del metabolismo y demds sustancias toxicas. Las vias de
excrecion principales son el rindn, el pulmdn y el sistema hepatobiliar.

El rindn es el érgano mds importante para la excrecion de la mayoria de las
sustancias y el puimoén lo es para gases y compuestos voldtiles. Las sustancias excretadas
eliminadas en las heces son principalmente componentes ingeridos no absorbidos o
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metabolitos excretados en la bilis y no reabsorbidos en el tubo intestinal. Las vias de
menos cuantia en términos de excrecion son las gldndulas salivales, el estbmago, el
intestino, el colon, las gldndulas sudoriparas, la mama, las gldndulas lagrimales, el pelo y
la piel. (Guyton 2011)

3.2 FUNDAMENTOS DE LA RESPIRACION E INTERCAMBIO GASEOSO

La respiraciéon es la accidn de introducir aire fresco dentro de los bronquiolos,
ductos alveolares y afrios de los pulmones.

Las cuatro funciones principales de la respiracion son: 1) la ventilacion pulmonar,
que se refiere al flujo de enfrada y salida de aire entre la atmosfera y los alveolos
pulmonares; 2) la difusidn de oxigeno y de didxido de carbono entre los alvéolos vy la
sangre; 3) el transporte de oxigeno y de didxido de carbono en la sangre v los liquidos
corporales hacia las células de los tejidos corporales y desde las mismas, y 4) la
regulacion de la ventilacion. (Guyton 2011)

La funcidon de la ventilacidon pulmonar es renovar continuamente el aire de las
zonas de intercambio gaseoso de los pulmones, en las que el aire estd proximo a la
sangre pulmonar. Estas zonas incluyen los alveolos, los sacos alveolares, los conductos
alveolares y los bronquiolos respiratorios. (Guyton 2011)

Parte del aire que respira una persona nunca llega a las zonas de infercambio
gaseoso, sino que simplemente llena las vias aéreas en las que no se produce
infercambio gaseoso, como la nariz, la faringe y la tfrdquea. Este aire se denomina aire
del espacio muerto, porque no es Util para el intercambio gaseoso. (Guyton 2011)

Durante la espiracion se expulsa primero el aire del espacio muerto, antes de que
el aire procedente de los alveolos llegue a la atmosfera. Por tanto, el espacio muerto es
muy desventajoso para retirar los gases espiratorios de los pulmones. (Guyton 2011)

El volumen de aire normal del espacio muerto de un varén adulto joven es de
aproximadamente 150 ml. Este valor aumenta ligeramente con la edad. (Guyton 2011)

La capacidad pulmonar total es el volumen mdximo al que se pueden expandir
los pulmones con el mdximo esfuerzo posible (aproximadamente 5.800 ml); es igual a la
capacidad vital mas el volumen residual. (Guyton 2011)

Todos los volUmenes y capacidades pulmonares son aproximadamente un 20-
25% menores en mujeres que en varones, y son mayores en personas de constitucion
grande y atléticas que en personas de constitucion pequena y asténicas. (Guyton 2011)

Después de que los alveolos se ventilan con aire limpio, la siguiente fase del
proceso respiratorio es la difusion del oxigeno desde los alveolos hacia la sangre
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pulmonar vy la difusién del didoxido de carbono en la direccion opuesta, desde la sangre.
El proceso de difusion se aplica para todos los gases importantes en la fisiologia
respiratoria y se define como el movimiento aleatorio de moléculas en todas las
direcciones a través de la membrana respiratoria y 1os liquidos adyacentes. Esto también
se aplica a los gases que estdn disueltos en los liquidos y en los tejidos del cuerpo.
(Guyton 2011)

Para que se produzca la difusion debe haber una fuente de energia. Esta
procede del movimiento cinético de las propias particulas.

La presidon es producida por multiples impactos de particulas en movimiento
contra una superficie. Por tanto, la presion de un gas que actla sobre las superficies de
las vias respiratorias y de los alveolos es proporcional a la suma de las fuerzas de los
impactos de todas las moléculas de ese gas que chocan confra la superficie en
cualguier momento dado. Esto significa que la presién es directamente proporcional a
la concentracién de las moléculas del gas. (Guyton 2011)

La difusidn neta de un gas en una direccion es efecto de un gradiente de
concentracién. Siuna cdmara de gas o una solucién tiene una concentracion elevada
de un gas particular en un extremo de la cdmara y una concentracion baja en el ofro
extremo, se producird difusion neta del gas desde la zona de concentracion elevada
hacia la zona de concentraciéon baja. (Guyton 2011)

En fisiologia respiratoriac se manejan muestras de gases en mezclas,
principalmente de oxigeno, nitfrdbgeno y didxido de carbono. La velocidad de difusion
de cada uno de estos gases es directamente proporcional a la presidn que genera ese
gas solo, que se denomina presion parcial de ese gas. (Guyton 2011)

Los gases disueltos en agua o en los tejidos corporales tfambién ejercen una
presion, porque las moléculas de gas disuelto se mueven de manera aleatoria y fienen
energia cinética. Ademdads, cuando el gas disuelto en el liquido enfra en contacto con
una superficie, como la membrana de una célula, ejerce su propia presion parcial de la
misma manera que un gas en la fase gaseosa. Las presiones parciales de diferentes
gases disueltos se denominan de la misma manera que las presiones parciales en
estado gaseoso. (Guyton 2011)

La presion parcial de cada uno de los gases en la mezcla de gas respiratorio
alveolar tiende a hacer que las moléculas de ese gas se disuelvan en la sangre de los
capilares alveolares. Por el contrario, las moléculas del mismo gas que ya estdn disueltas
en la sangre estdn rebotando de manera aleatoria en el liquido de la sangre, y algunas
de estas moléculas que rebotan escapan de nuevo hacia los alveolos. (Guyton 2011)

La velocidad ala que escapan es directamente proporcional a su presion parcial
en la sangre. La direcciéon de la difusidon neta estd determinada por la diferencia entre
las dos presiones parciales. Si la presion parcial es mayor en la fase gaseosa de los
alveolos, como ocurre normalmente en el caso del oxigeno, entfonces méas moléculas
difundiran hacia la sangre que en la ofra direccién. Por otro lado, si la presion parcial del
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gas es mayor en el estado disuelto en la sangre, como ocurre normalmente en el caso
del diéxido de carbono, la difusién neta se dirigira hacia la fase gaseosa de |los alveolos.
(Guyton 2011)

La unidad respiratoria estd formada por un bronqguiolo respiratorio, los conductos
alveolares, los atrios y los alvéolos. Hay aproximadamente 300 millones de alveolos en
los dos pulmones, y cada alveolo tiene un didmetro medio de aproximadamente
0,2 mm. Las paredes alveolares son muy delgadas y entre los alveolos hay una red casi
solida de capilares interconectados. De hecho, debido a lo extenso del plexo capilar,
se ha descrito que el flujo de sangre en la pared alveolar es una Idmina de sangre que
fluye. Asi, es evidente que los gases alveolares estdn muy préximos a la sangre de los
capilares pulmonares. Ademds, el intercambio gaseoso entre el aire alveolary la sangre
pulmonar se produce a través de las membranas de todas las porciones terminales de
los pulmones, no solo en los propios alveolos. Todas estas membranas se conocen de
manera colectiva como la membrana respiratoria, también denominada membrana
pulmonar. (Guyton 2011)

El aire alveolar no tiene en modo alguno las mismas concentraciones de gases que el
aire atmosférico Hay varias razones para estas diferencias. Primero, el aire alveolar es
sustituido solo de manera parcial por aire atmosférico en cada respiracion. Segundo, el
oxigeno se absorbe constantemente hacia la sangre pulmonar desde el aire pulmonar.
Tercero, el didxido de carbono se estd difundiendo constantemente desde la sangre
pulmonar hacia los alveolos. Y cuarto, el aire atmosférico seco que enfra en las vias
respiratorias es humidificado incluso antes de que llegue a los alveolos. (Guyton 2011)

3.3 VOLUMENES DENTRO DEL CUERPO HUMANO Y EN CONDICIONES AMBIENTALES

La medicién de un volumen gaseoso se realiza a la presion y temperatura
registradas en el equipo, donde las moléculas gaseosas se encuentran a presion y
temperatura ambiente (PTA). Ademds, el gas expirado se encuentra saturado con vapor
de agua, que se le conoce como temperatura ambiente, presidon y saturacion. Las
condiciones ambientales varian a lo que los volUmenes necesitan ser convertido a
condiciones estandar, las cuales para propdsitos generales se obtiene del pulmon. En el
pulmon, el gas se encuentra a temperatura, presion y saturacion corporal. En el sistema
tradicional de unidades, la cantidad de gas es reporfada como un volumen bajo
condiciones estandar (T=0° C, P=101.3 kPa y saturacion 0 por la eliminacion del vapor
de agua). Un volumen en estas unidades se encuentra a temperatura y presion en seco.

(11)
La relaciéon del volumen de un gas con la presion es descrita por la ley de Boyle

que establece que a una temperatura constante un volumen gaseoso es inversamente
proporcinal a su presion. (Cotes 2006)
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La relacion de un volumen con la temperatura ambiente es el tema de la ley de
Charles que establece que a una presidn constante, el volumen de un gas es
proporcional a su temperatura absoluta. (Cotes 2006)

Estas dos ecuaciones son combinadas en la ecuacién general de gases que
representa que para una masa dada para dos condiciones fijas. (Cotes 2006)

P1 - = P2 —_ EC. ]
Esta ecuacion es usada para convertir volumenes a condiciones corporales (Ec.
2) o condiciones estandar (Ec. 3) de una medida hecha en condiciones ambientales.

27 7 Pg—P
3+37  PB=PH20(t) Ec.?2
273+t PB_PH20(37)

Verps = Varp *

273 " Pg—Pyo0(t)
273+t PB,standard

Ec.3

Vsrpp = Varp *

Donde V es el volumen del gas bajo las condiciones especificadas, t es la
temperatura ambiental y 37 es la temperatura del cuerpo en grados celcius, Ps es la
presion barométrica y Pu2o es la presidn del vapor acuoso a la temperatura indicada.
(Cotes 2006)

La relacidon entre la presion de un gas y la canfidad en una solucidon bajo
condiciones de equilibrio es descrita por la ley de Henry. Esta postula que la cantidad
de gas disuelto en un liquido es proporcional a la presion parcial del gas en contacto
con el liquido siempre que no haya una reaccion quimica. La cantidad varia con la
temperatura y debe ser especificada. (Guyton 2011; Cotes 2006)

La ley de Henry es usada para describir consecuencias de la exposicion a
cambios barométricos de presion. (Guyton 2011; Cotes 2006)

3.4 PATOLOGIAS DETECTABLES POR VOCs

Muchos de los compuestos orgdnicos voldtiles (COV) generados por el
metabolismo se encuentran en el aliento exhalado de los humanos. La composicion de
este aliento es influenciada por varios factores. El principal factor radica en que el aliento
exhalado refleja la composicion voldtil del torrente sanguineo. Demds factores se
relacionan con la composicion del aire inhalado, los alimentos con constituyentes
voldtiles, la dieta y su influencia en el metabolismo, la influencia de los procesos
metabdlicos normales y relacionados a la enfermedad, el microambiente en los
pulmones, intestinos y cavidad oral, y las diferencias genéticas y/o fenotipicas. (Amman
2013;Amann 2014; Lourenco 2014; Fenske 1999; Phillips 1999)
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A pesar de que el adliento es una mezcla muy compleja, existen diversas maneras
de extraer informacién especifica de una muestra de aliento exhalado.

El mayor provecho del diagnéstico basado en el andlisis de aliento radica en que
puede ofrecer una metodologia no invasiva, en tiempo real y que puede monitorear el
estado metabdlico del individuo.

En la actuadlidad se estima que existen mds de 3000 COVs representados en
menos de 100 partes por millén (ppm) en el volumen total de aliento exhalado de los
seres humanos. (Amman 2013;Amann 2014; Lourenco 2014; Fenske 1999; Phillips 1999)

Entre los COVs mds abundantes se encuentra la acetona, el isopreno y el
propanol, medidos en cantidades de apenas una fraccidn de ppm mientras que las
cetonas, aldehidos y el pentano se encuentran en concentraciones de partes por billdn
(ppb) o partes por trilldn (ppt). (Amman 2013;Amann 2014; Lourenco 2014; Fenske 1999;
Phillips 1999)

En la actualidad existen unos pocos exdmenes clinicos ratificados que emplean el
andlisis del aliento exhalado, entre ellos se encuentran: (Amman 2013)

e La prueba de didxido de carbono en la respiracion o capnografia

e La prueba de mondxido de carbono para ictericia neonatal

e Laprueba de hidréogeno para detectar deficiencia de disacaridasa, el fiempo de
fransito intestinal, sobre crecimiento bacteriano, estasis intestinal.

e La prueba de éxido nitrico para la terapia del asma.

e La prueba de aliento para la deteccion del rechazo del trasplante de corazon.

Ciertamente, la popularidad para emplear el andlisis diagndstico basado en el
andlisis de aliento se ha ido incrementando, al igual que las técnicas empleadas para
su andlisis.

3.5 PERSPECTIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES POR VOCS EN EL
FUTURO

Entre las enfermedades que se han estudiado se encuentra una extensa lista que
incluyen: Enfermedades oncoldgicas, enfermedades pulmonares, enfermedades
cardiovasculares, fallas digestivas, fallas renales cronicas, enfermedades hepdticas (que
incluyen ala diabetes), infecciones por helicobacter pilori y Schizophrenia. (Pereira 2014)

Dentro de las técnicas mdas populares para el andlisis del aliento se encuentran:

La cromatografia de gases, la espectroscopia por reaccion de transferencia de
protones, la seleccion de iones en tubo de flujo, la espectroscopia Iaser y sensores
quimicos. (Pereira 2014)
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Los métodos de clasificacion de compuestos y aproximaciones estadisticas mas
empleados en el andlisis del aliento humano son: el andlisis de componentes principales,
el andlisis de varianza, el andlisis de discriminantes lineales, el andlisis de datos
multivariados y el andilisis de reconocimiento de patrones entre otros. (Pereira 2014)

Enla Tabla 1 se presentan las enfermedades mds notorias y las técnicas aplicadas
en el andlisis de aliento.

Tabla 1. Caracterizacion de compuestos orgdnicos volatiles seleccionados del aliento

exhalado reportados en la literatura (Pereirc

2014)

*Patrones de VOCs

Enfermedad Compuestos (biomarcadores putativos) Metodologias empleadas
* 1-octano * |sopreno * MEFS/CG-EM
* Acetona * Metanol * RTP-EM/CG-EM
* Pentano * Heptano * Nanoarreglos quimicos
* Estireno * 2-butanone * TF-RCI-EM

Céncer de * 2-hidroxiacetaldehido *Formaldehido * RTP-EM

pulmén * 3-hidroxi 2-butanona  * Hexanal * DSF-MEFS/CG-EM

* 4-hidroxihexanal * Nonanal * CG-DIF
* Pentanal * Octanal * e-nose

* sensores colorimétricos
* nanoparticulas de oro
* sensor de gas SAW virtual

Mesotelioma

*Ciclopentano *Ciclohexano

* e-nose

Cancer de
cabeza y cuello

*Patrones de VOCs * DT-CG-EM
* Nonano * 5-metiltridecano * e-nose
* 3 metilundecano  * Undecano *TD-CG-EM
* 2 metilpropano * Dodecano * Dispositivo POC
* 2 metiloctano * Tridecano * CG-EM
* Tetradecano * Pentadecano
Cé * 1-yodo nonano * Hexanal

ancer de « "

mama Heptanal Oc.’ronol
* Nonanal * d- limoneno
* 4-metildodecano * 2,3,4-frimeftildecano
* 6-metilpentadecano  * 3,3-dimetil pentano
*5,2-metilpropilnonano  * 3-meftilnonadecano
*2,5,8,1-isopropilmetiamino  * Perfil de COVs
* Patron de reconocimiento de COVs
* Decanal *1,2-pentadieno * CG-EM

Céncer * Ciclohexono * me’ril;iclo‘hexcne * MEFS/CG-EM

colonrectal *4—me’rllo'c’rc‘ne' *1,3-dimetilbenceno
* COVs discriminantes
Céncer géstrico * COVs discriminantes : ée(r;s;\r/\es

* COVs discriminantes * e-nose
* Patron de reconocimiento de COVs * CG-EM
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Continuacion Tabla 1

* dcido acético

Cdncer de
higado

* 2,3-dihidrobenzofurano

* cloruro de metanosulfurilo  * etanol

* 1-octen-3-ol * hexanal
* 3,2-hidroxibutanona * octano
* estireno * decano

* Sensores
* CG-EM
* MEFS/CG-EM

* Patron de reconocimiento de COVs

Inflamacién de | * Patrdn de reconocimiento de COVs * e-nose
vias aéreas
* Decano *2,3,6 trimetildecano * e-nose
* Tetradecano *2,1,3-metilbutadieno * CG-EM
* 2,2-dimetilhexano * Nonano * CG-TDV-EM
Asma * Dodecano * 2,4 dimetiloctano
*2,2,4,6,6-pentametil- * 3,6-dimeftildecano
heptano * Patrones de COVs
* COVs discriminantes
Dificultad * octano * acetaldehido * CG-EM
respiratoria * 3-meftilheptano * acetona * CG-DIF/CG-EM
aguda * isopreno * n-pentano
Embolismo * Patrones de reconocimiento de COVs * e-nose
pulmonar
Tuberculosis * olcqnos y derivados  * ciclohexano * C.G—EM.
pulmonar * Derivados del benceno * Dispositivos POC
* Patrones de reconocimiento de COVs * TD-CG-SAW
* Etano * MDA * CG-DIF
* Hexanal * Heptanal * CL-EM/EM
EPCO/enfisema | * Espectro de masas * Perfil de COVs * RTP-EM
* Patron de reconocimiento de COVs * e-nose
* CMC/EMI
* pentano * dimetil sulfuro * CG-EM
Fibrosis cistica | * carbonil sulfuro * carbon disulfuro * CG-DIF
* etano
Insuficiencia * Acetona * Pgn’ropo ‘ * TSIF-EM
. * Isopreno * Trimetil amino * CG-EM
cardiaca "
CG
Malsorcién de | * Etanetiol * dimetilsulfuro * RTP-EM
carbohidratos
. . * 2-butanona * metanol * RTP-TDV-EM
Cirrosis hepatica | , . N
heptadienol monoterpenos
* acetona * Isopreno * TSIF-EM
Higado graso | Trimetilamina * Acetaldehido
* Pentano
- * 2-propanol * Acetaldehido * TSIF-EM
Hepatitis " X
alcoholica " Acefona N ET.OHO! .
Pentano frimetilamina
Academia * 3-heptanona * RTP-EM
propionica * CG-EM
* acetona *|sopropanol * MEFS/CG-EM
. * Tolueno * 2,3,4 tfrimetilhexano * TSIF-EM
Diabetes * m-xil *2,6,8 trimetildecano * Espectroscopia ldser
mellitus " m-xieno e N P P
Tridecano Undecano e-nose

* CG-EM
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Continuacion Tabla 1

Fallas renales *NO * 0zoNo
cronicas *TMA * Quimioluminiscencia
* Uraemia * DT-CG-EM
* Patréon de reconocimiento de COVs *EMI/CG-EM
* e-nose
Infeccion por | * 13CO2/12CO> * Espectroscopia Ring
helicobacter Down de cavidad (IRC)
pylori

Abreviaciones DT—Desorcién térmica; EPCO—Enfermedad Pulmonar cronico obstructiva; MVC—método de
validacion cruzada; e-nose—Nariz electrénica; CL-EM—Cromatografia liquida-Espectrometria de masas; TF-RCI-
EM—Transformada de Fourier- Resonancia ciclotrénica de iones-Espectrometria de masas; CG/EM—Cromatografia
de gases/Espectrometria de masas; RTP-TDV-EM—Reaccion por transferencia de protones-Tiempo de vuelo-
Espectrometria de masas; CMC-EMI—Columna multicapilar-Espectrometria de movilidad iénica; RTP-EM—
Reaccidn por transferencia de protones-Espectrometria de masas; TSIF-EM—Tubo de seleccién de iones con
flujo-Espectrometria de masas; MEFS—Microextraccion de fase sélida; EMI—Espectrometria de movilidad i6nica;
MEFS-DSF—Microextraccion de fase sélida con Derivacion sobre fibras; IRC—Infrarrojo cercano; COVs—
compuestos organicos volatiles.

3.6 DIABETES

La diabetes es una alteracion del metabolismo caracterizada por el aumento de
los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por un defecto de la
secrecion de la hormona la insulina que es producida en el pdncreas.

En una persona no diabética los niveles de glucosa en la sangre se mantienen
dentro de unos limites normales muy estrechos, sobrepasando muy rara vez los 100
mg/dl. Cuando una persona no diabética ingiere alimentos, los azicares que éstos
contfienen se absorben desde el intestino y pasan a la sangre, tendiendo a elevar los
niveles de glucosa en ésta. Tal tendencia a la elevacion es inmediatamente detectada
por las células productoras de insulina que responden con una secrecion rapida de esta
hormona. La insulina, permitird la entrada de glucosa a las células y disminuird su nivel
en la sangre. Una vez que la glucosa ha entrado en los tejidos, es metabolizada y
produce energia que es utilizada para mantener las funciones de los érganos y su
estructura. (Frenk 2011)

En una persona con diabetes, la produccion de la insulina estd tan disminuida
que se altera todo el mecanismo regulador: las elevaciones de la glucosa sanguinea no
son seguidas por un aumento suficiente de la insulina, la glucosa no puede penetrar en
las células y su cantfidad continta elevandose. Los sinftomas caracteristicos por al
aumento de la glucosa en la sangre, debido ala falta de insulina son: poliuria, polidipsia,
polifagia, adelgazamiento y astenia. (Frenk 2011)

Las complicaciones de la diabetes pueden llegar a ser problemas de salud
incapacitantes y potenciaimente mortales dado que los niveles de glucosa en sangre
consistentemente altos pueden llevar a enfermedades serias que afecten el corazédn y
los vasos sanguineos, 1os 0jos, rinones y los nervios. Las personas con diabetes tienen un
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mayor riesgo de desarrollar infecciones y son objeto de amputaciones de las
extremidades inferiores, principalmente. (FID 2015)

Los tipos de diabetes se describen brevemente a continuacion:

* Diabetes gestacional: Es la hiperglucemia que se detecta por primera vez en
cualguier momento durante el embarazo puede ser clasificada como
gestacional o en el embarazo. Las mujeres con niveles de glucosa ligeramente
elevados son clasificadas como que tienen diabetes gestacional, mientras que
las mujeres con niveles de glucosa en la sangre sustancialmente elevados son
clasificadas como que tienen diabetes mellitus en el embarazo. La diabetes
gestacional normalmente desaparece tras el parto. Sin embargo, las mujeres que
han sido diagnosticadas con ella corren un mayor riesgo de desarrollar diabetes
gestacional en otros embarazos, asi como diabetes tipo 2 mdas tarde en la vida.
Los bebés que nacen de madres con diabetes gestacional también corren un
mayor riesgo de desarrollar diabetes fipo 2 en su adolescencia y juventud. (FID
2015)

* Diabetes monogénica, Es el resultado de una mutacién genética.
Ejiemplos de diabetes monogénica incluyen diabetes de aparicién enla madurez
de los jovenes y diabetes mellitus neonatal. (FID 2015)

* La diabetes secundaria, que surge como una complicacion de otras
enfermedades, como frastornos hormonales o enfermedades del pdncreas. (FID
2015)

 Diabetes tipo 1: Es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema
de defensa del cuerpo ataca las células-beta productoras de insulina en el
pdncreas. Como resultado, el cuerpo ya no puede producir la insulina que
necesita. La enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad, pero la
apariciéon normalmente ocurre en ninos y jovenes adultos. Las personas con esta
forma de diabetes necesitan de insulina todos los dias para confrolar los niveles
de glucosa en la sangre y poder vivir. (FID 2015)

* Diabetes tipo 2: en ésta, el cuerpo es capaz de producir insulina, pero se vuelve
resistente a ella, de modo que la insulina es ineficaz. Con el tiempo, los niveles de
insulina pueden llegar a ser insuficientes Tanto la resistencia, como la deficiencia
de insulina pueden llevar a niveles de glucosa en sangre altos. (FID 2015)

Muchas personas con diabetes tipo 2 no son conscientes de su condicion durante
mucho tiempo porque los sinftomas suelen ser menos marcados que en la diabetes tipo
1y pueden tardar anos en ser reconocidos. Sin embargo, durante este tiempo el cuerpo
ya estd siendo danado por el exceso de glucosa en sangre. Como resultado, muchas
personas ya presentan complicaciones cuando se les diagnostica con diabetes tipo 2.

Existen varios factores de riesgo importantes, los mds importantes son el
sobrepeso, la inactividad fisica y la nutricion pobre. Ofros factores que juegan un papel
importante son la etnicidad, historial familiar de diabetes, historial pasado de diabetes
gestacional y edad avanzada. (FID 2015)
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En contraste conlas personas con diabetes tipo 1, muchas personas con diabetes

tipo 2 no requieren fratamiento diario de insulina para sobrevivir. El pilar del fratamiento
de la diabetes tipo 2 es la adopcion de una dieta sana, aumentar la actividad fisica y
mantener un peso corporal normal. (FID 2015)
El nUmero de personas con diabetes tipo 2 estd aumentando rdpidamente en el mundo.
Este aumento estd asociado con el envejecimiento de la poblaciéon, el desarrollo
econdémico, el aumento de la urbanizacién, las dietas menos saludables y la disminucion
de la actividad fisica. (FID 2015)

3.7 PREDIABETES

La asociacidén americana de diabetes define a la prediabetes como un estado que
precede al diagndstico de diabetes tipo 2. Esta condicién en comun, estd en aumento
epidemioldégico y se caracteriza por elevaciéon en la concentracién de glucosa en
sangre mas alld de los niveles normales sin alcanzar los valores diagndsticos de diabetes.
Tabla 2.

La prediabetes se puede identificar a través de una prueba oral de tolerancia a la
glucosa (Intolerancia a la Glucosa, ITG) o a través de la glucemia en ayunas (Glucosa
Alterada en Ayuno, GAA). (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

La mayoria de las personas con cualquiera de las dos condiciones desarrollard
diabetes manifiesta denfro de un periodo de 10 anos. (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

Tanto la GAA como la ITG estan infimamente relacionadas con el Sindrome
Metabdlico y no tan solo indican alto riesgo para el desarrollo de diabetes manifiesta.
También, y en forma similar al Sindrome Metabdlico, estas alteraciones indican riesgo de
enfermedad vascular ateroesclerdtica. (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

La Glucosa Alterada en Ayuno (GAA) es una condicidon en que los niveles de
glucosa en la sangre en ayuno son mayores a los normales, pero no lo suficiente para
diagnosticar diabetes mellitus tipo 2. (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

Esta ocurre cuando se libera demasiada glucosa en el torrente sanguineo del
higado durante la noche. El higado es el principal responsable del suministro adecuado
de glucosa en la sangre cuando se presenta un ayuno. Cuando se presenta la glucosa
alterada en ayuno, el higado no responde normalmente a la insuling, llamando a esta
condicién resistencia a la insulina hepdtica. Esto da por resultado demasiada glucosa
en la sangre al despertar. (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

La Intolerancia a la Glucosa (ITG) es una condicion donde los niveles de glucosa
en la sangre dos horas después de una carga con 75 g de glucosa son elevados a lo
normal, pero no lo suficiente para diagnosticar diabetes mellitus tipo 2. (ALAD 2009; FID
2015; NSW 2012)

29



Esta ocurre cuando la insulina producida no trabaja apropiadamente o no hay
la insulina suficiente para satisfacer la demanda o una combinacién de ambos. Esto
resulta en demasiada glucosa en la sangre durante el dia y después de la ingesta de
alimentos o al despertar o una combinacién de los tres. (ALAD 2009; FID 2015; NSW 2012)

Tabla 2. Recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud para los criterios para la

diabetes e hiperglucemia intermedia (2006) (FID 2015)

La diabetes debe ser diagnosticada cuando e Glucosa plasmdtica tras dos horas de
se cumplen uno o mds de los siguientes una carga oral de 75 g de glucosa
criterios: 7.8-11,1 mmol/l (140-200 mg/dl)
e Glucosa plasmdtica en ayunas = La Glucosa en Ayuno Alterada debe ser
7,0 mmol/l (126 mg/dl) diagnosticada si se cumple el siguiente
criterio
e Glucosa plasmdtica tras dos horas = e Glucosa plasmdtica en ayunas de
11,1 mmol/I (200 mg/dl) tras una 6,1-6,9 mmol/l (110-125mg/dl
carga oral de 75g de glucosa
La tolerancia a la Glucosa Alterada (TGA)
debe ser diagnosticada si se cumplen el
siguiente criterio

3.8 PROBLEMATICA DE LA DIABETES EN MEXICO Y EL MUNDO

La diabetes es una de las mayores emergencias de salud del siglo XXI. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, en el mundo, la glucosa en sangre
alta es el tercer factor de riesgo principal para la mortalidad prematura, después de la
presion arterial alta y el consumo de tabaco. Muchos gobiernos y profesionales de la
salud publica, contindan no siendo conscientes del impacto actual de la diabetes y sus
complicaciones. (FID 2015)

En muchos estudios, una proporcién sustancial de aquellos con diabetes no han
sido diagnosticados previamente. Muchas personas continian sin ser diagnosticadas,
porque con frecuencia hay pocos sinfomas en los primeros anos de la diabetes tipo 2 o
sinfomas que ocurren, pero no son reconocidos como ligados a la diabetes. (FID 2015)

En todos los paises hay personas que viven con diabetes. Sin una prevencion
efectiva y programas de conftrol, el impacto continuard aumentando en el mundo. (FID
2015)

Unos 415 millones de personas en el mundo, o el 8,8% de adultos enfre las edades
de 20-79 anos se estima que tienen diabetes. Si estas tendencias contindan, en 2040
unos 642 millones de personas, o uno enfre diez adultos, tendrd diabetes. (FID 2015)

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (FID,2015), China, India,
Estados Unidos, Brasil, Rusia y México, son los paises con mayor nUmero de diabéticos.
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Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce
enfre 5 y 10 anos. En México, la edad promedio de las personas que murieron por
diabetes en 2010 fue de 66.7 anos, lo que sugiere una reduccion de 10 anos. (Herndndez
2013)

El desafio para la sociedad y los sistemas de salud es enorme, debido al costo
econdmico vy la pérdida de calidad de vida para quienes padecen diabetes y sus
familias, asi como por los importantes recursos que requieren en el sistema publico de
salud para su atencion. (Herndndez 2013)

En México, las estimaciones existentes son muy variables con cdlculos de costos
de atencidén por paciente que van desde 700 hasta 3 200 ddlares anuales. Estas cifras
representan un gasto nacional de 779 MM USD anuales. (Herndndez 2013; Barquera
2013)

La prevalencia de Diabetes Mellitus tipo 2 tiende a seguir aumentando. En
informacion de la Secretaria de Salud de México se reporta que la prevalencia de
diabetes pasd de 8.2% en el ano 2000 a 10.7% en 2006. En datos del ano 2005 la
mortalidad en mujeres mexicanas fue de 66.6 y en hombres de 56.7 por 100,000
habitantes ubicdndose como causa niUmero uno de muerte en México. (FID 2015)

3.9 VENTAIAS DE LA DETECCION DE LA PREDIABETES

Para lograr reducir la carga social de la diabetes, ademdas de la detecciéon y
tratamiento de los individuos enfermos, se requiere de una profunda intervencion de
cardcter preventivo. Actualmente se dispone de las evidencias cientificas sobre los
factores de riesgo responsables del desarrollo de la diabetes. Las experiencias
infernacionales sobre los beneficios para la salud publica son prueba de la importancia
de la prevencion primaria. (FID 2015)

En los Ultimos diez anos, varios ensayos clinicos han sido publicados con respecto
al fratamiento de la prediabetes con la finalidad de investigar la efectividad de estos
tratamientos en retardar o abrogar la progresion de la prediabetes a diabetes
manifiesta. En forma general, los estudios arrojan datos optimistas y permiten establecer
que:

1) Los cambios en el estilo de vida son altamente efectivos en retardar la

progresion de la prediabetes a diabetes

2) Los agentes farmacoldégicos que aumentan la sensibilidad a la insulina

(metformina, glitazonas) o que impiden la absorcidn de carbohidratos

(Acarbosa) también confieren un efecto de retardo en la progresion de

prediabetes a diabetes. (FID 2015)

De acuerdo alas evidencias se establece que la modificacion en el estilo de vida
de los individuos representa la primera alternativa de seleccién para la prevenciéon de
la Diabetes Mellitus, resultando la piedra angular tanto para el tfratamiento como para
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la prevenciéon de la DMT2. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido
los factores del estilo de vida que tienen evidencia comprobada para prevenir |a
progresion hacia diabetes tipo 2, los cuales se presentan en la Tabla 3. (FID 2015)

Tabla 3. Evidencia sobre prevencion del progreso hacia la diabetes (FID

2015)
Evidencia Disminuyen el riesgo
e Pérdida de peso en personas con
Convincente sobrepeso
Aumento de actividad fisica
Fibra dietética
Acidos grasos n-3
Alimentos con bajo indice glucémico
Vitamina E
Cromo
Magnesio
Consumo moderado de alcohol

Probable

Posible

Insuficiente

3.10 CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA ORAL COMO METODO DE DIAGNOSTICO

En la actualidad existen métodos para detector tanto a la prediabetes como a
la diabetes La prueba mds conocida del tipo estimulo-respuesta es la Curva de
Tolerancia a la Glucosa Oral (CTGO). Esta es una prueba que mide la capacidad que
tiene el organismo para metabolizar la glucosa, de manera que, en los sujetos con
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, esta capacidad se encuentra
alterada, y en el caso particular de los sujetos con (DMT2), esta capacidad se encuentra
disminuida. (Trujillo 2007)

En la CTGO se obtiene una muestra de sangre en ayunas para determinar la
glucemia tras un ayuno de 8 a 10 hr. Si el valor de glucemia en ayunas es igual o mayor
a 126 mg/dl, se diagnostica Diabetes Mellitus y no se realiza la prueba pues este valor
es suficiente para el diagndstico. Si la glucemia en ayunas es menor de 126 mg/dl,
entonces se le administrar al paciente una carga de glucosa, (75 gramos de glucosa
disuelta en 250 miligramos de agua. Posteriormente, se toman muestras de sangre a
intervalos regulares de tiempo, de acuerdo con alguno de los muestreos
convencionales: una muestra cada 15, 30 o 60 minutos hasta las 2 horas. Sila glucemia
en la muestra de las dos horas es igual o superior a los 200 mg/dl, se diagnostica DMT2.
Finalmente, con los valores de concentracion de glucosa y tiempo obtenidos, se dibuja
una grdfica que generalmente se representa como una curva. Ver Figura 3.1. (Trujillo
2007)
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Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral
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Figura 3.1 Valores nominales en la Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral. TNG: Tolerante Normall
ala Glucosa, GAA: Glucosa Alterada en Ayuno, ITC: Infolerante a los carbohidratos, GAA+ITG:
Glucosa Alterada en Ayuno +infolerante a la glucosa, DMT2: con Diabetes Mellitus fipo 2.
Monroy (Datos sin publicar)

Oftros criterios para el diagndstico de la prediabetes y diabetes, es por medio de
la concentracion de la glucosa en sangre después de 8 a 10 h de ayuno, y mediante la
determinacion de hemoglobina glucosilada, los valores de estas medidas, de acuerdo
ala ADA, OMS y la NOM-015 de la SSA de México, se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Criterios diagnésticos de Diabetes Mellitus (Inzucchi 2012;NOM-015 2010; ADA 2016

Asociacion Americana de Organizacion NOM 015

Organismo Diabetes Mundial de la Salud SSA

Medicion
Plasmadtica Pre-

ING | ITG | GAA | Diabetes | .
en sangre diabetes

venosa
Glucosa en

ayuno <100 100- 1 5 104 110-125 > 126 100 - > 126
125 125
(mg/dl)

Glucosa a las 1 40- 140
2 hde CTOG | <140 > 200 140-199 > 200
199

(mg/dl)

Glucosa
casual <140 =200 =200 =200
(mg/dl)
Hemoglobina 57.
glucosilada | <5.7 ) >6.5 > 6.5
(%) 6.4

Diabetes | ITG | GAA | Diabetes

) =200
199
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3.11 ACTUALIDAD DE LAS INVESTIGACIONES EN DMT2

Aplicar el andlisis diagndstico basado en el andlisis de aliento es un objetivo
actual. Entre las diversas bondades de este diagndstico sobresale su metodologia no
invasiva, presentando grandes ventajas por sobre los métodos de diagndsticos
tradicionales.

MUltiples estudios se han dedicado a encontrar relaciones significativas de COVs
propios de la diabetes. Existen numerosas investigaciones donde el metabolito mds
estudiado resulta ser la acetona. La razén fisioldgica es que la acetona es parte de los
tres cuerpos cetdnicos producidos en el higado como una fuente de energia alternativa
cuando la glucosa no se encuentra disponible. Personas que presentan ayuno o realizan
ejercicio prolongado tenderdn a tener bajos niveles de glucosa sanguinea y por tanto
tendrdn niveles de cetona elevados en la sangre con un olor afrutado caracteristico en
el aliento. (Wang 2013)

Las personas que son diagnosticadas con diabetes no son capaces de usar la
glucosa, ya sea por la carencia de insulina o resistencia a ésta, por lo que se acumula
en el torrente sanguineo presentando hiperglicemia. Por tanto, los cuerpos cetdnicos se
incrementan en respuesta al decremento energético y el higado empieza a romper
grasas produciendo los cuerpos cetonicos. (Wang 2013)

Se presume que la mejor técnica para un andlisis preciso de la acetona en el
aliento es el SIFT-MS (Amman, 2013). En esta investigacion se encontré una correlacion
enfre la glucosa sanguinea y la acetona en personas sanas, con la finalidad de aplicarlo
a personas diabéticas. (Amman 2013,Walton 2014)

Oftras investigaciones han llegado a andalizar la acetona en 38 pacientes con
DMT2 utilizando la seleccidn de iones en tubo de flujo acoplado a espectrometro de
masas, que consiste en una técnica en tiempo real que ofrece una medicién rdpida,
reproducible y de fdacil realizacion de la concentracion de acetona en pacientes
ambulatorios con diabetes tipo 2. (Storer 2011)

Yan (2014) y colaboradores emplearon cromatografia de gases combinada con
una aproximacion metaboldmica para identificar distintas marcas metabdlicas de la
DMT2. En el estudio referido, se realizd un estudio a 39 sujetos sanos y 48 sujetos con DMT2.
Como potenciales biomarcadores se identificaron al Isopropanal, 2,3,4-tfrimetillhexano,
2,6,8-tfrimetildecano, tridecano, undecano, acetona, m-xileno y tolueno.

Dentro de las investigaciones mds actuales, y como parte del mismo equipo de
trabajo de esta tesis, se encuentra el estudio de 27 sujetos sanos y 8 sujetos diabéticos
seleccionados de la poblacion mexicana por Gallego (2016). En este estudio se empled
cromatografia de gases acoplada a espectrometfria de masas (CG-EM). Como
resulfado se logré determinar una linea basal de compuestos formada por 20
metabolitos de acuerdo alas diferencias significativas en los errores estdndar de ambas
poblaciones y dentro de un andlisis de componentes principales de los metabolitos en
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la poblacidn total, se mostré una clara correlacion de 9 biomarcadores con la patologia
diabética de acuerdo a la literatura.

Los metabolitos que logrd identificar, sin repeticion, tanto en la linea basal, como
en el andlisis estadistico se muestran en la Tabla 5. Los metabolitos de esta tabla forman
una parte fundamental en el desarrollo de esta tesis.

Tabla 5. Metabolitos de la linea basal y ACP en personas con DMT2 (Gallego 2014)

Peso por atomos de Metabolitos
carbono
_ Etanol | Butano
Muy Ligeros (C1-Cs) Acetona
Isopreno 1-Propanol
2-Butanona Butenona
Ligeros (Cs-C7) Ciclohexano 2-Pentanona
3 Metilhexano 1-Hepteno
3-Metil 2-Butenal
2-Etoxiethanol 1-Pentanol

2,3,5- Trimetilhexano
2,4,6-Trimetilheptano
2,2,6- Trimetiloctano

2-Hexanona
p Xileno

m Xileno (1,3
Dimetilbenzeno)

Pesados (C7-Ci2)

Benzaldehido

2,2,3,4-Tetframetilpentane

2,3,3 Trimetiloctane

2,6- Dimetildecane

Limoneno

Undecano

3.12 METODO DE ANALISIS DE ALIENTO EXHALADO

La cromatografia de gases es la técnica mdas comun para el andlisis de
biomarcadores en el aliento exhalado. Esta técnica consiste en la inyeccidon de una
muestra de aire dentro de una columna cromatografia donde se lleva a cabo un
proceso de separacion fisico-quimica. La eluciéon se produce por el flujo de una fase
movil de gas inerte a lo largo de la columna. Los compuestos quimicos con diversas
afinidades a la fase estacionaria se moverdn a diferentes velocidades. Las velocidades
producirdn la separacion de los compuestos. (Guiochon 1988)

De forma general las etapas del andlisis cromatogrdfico se puede ver con el
siguiente esquema (Guiochon 1988):

Eleccion de la columna y fase estacionaria
Ajuste de temperaturas

Ajuste del caudal del gas portador
Inyeccion de la muestra
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Vaporizacién de la muestra y arrastre hasta la columna

Fijacion de los componentes al inicio de la columna

Desplazamiento de los componentes de |la muestra a velocidades diferentes

Los solutos salen de la columna, pasan al detector y se obtiene el cromatograma

Los pardmetros que se eligen en el equipo de cromatografia de gases son:
1.- Tipo de gas portador
2.- Columna y dimensiones
2.1.- Fase estacionaria
3.- Tipo de detector
4.- temperaturas en:
4.1 Inyector
4.2 Columna
4.3 Detector

Los detectores que pueden ser empleados en el sistema son:

1.- El detector de ionizacién de flama (FID). Este es un detector de tipo destructivo
el cual forma una llama que quema e ioniza los compuestos separados en la columna,
es un detector insensible alos grupos funcionales como C=0, OH, NH que originan en la
llama pocos iones, tiene una gran sensibilidad de 103 g soluto/mL. (Guiochon 1988)

2.- El principio de un detector por espectrometria de masa (EM) consiste en que
la muestra es fragmentada a través de bombardeos de electrones o iones, los iones
formados se fragmentan, y estos fragmentos son separados magnéticamente por su
relacion carga-masa y finalimente son cuantificados por un proceso de adquisicion de
datos. (Guiochon 1988)

3.13 LOS METODOS ACTUALES PARA DETECCION DE COVs

La cromatografia de gases, sigue siendo hasta ahora el método favorito para el
andlisis del aliento exhalado debido a su gran resolucion y sensibilidad. Existen diversos
acoplamientos de detectores en CG, enfre ellos el acoplamiento con detectores de
espectrometria de masas (GC-EM), con deteccion de ionizacion de flama (CG-DIF) y
con espectrometria de movilidad idnica (GC-EMI). (Pereira 2014)

A pesar de la gran calidad de los resultados de la CG, resulta ser un método
costoso, poco tfransportable y no puede ser ocupado en tiempo real.

Actualmente ya estdn disponibles opciones de andlisis en tiempo real como la
reaccion de fransferencia de protones (RTP) y sus variantes que incluyen la
espectrometria de masas (RTP-EM), la reaccion de fransferencia de protones-tiempo de
vuelo y la espectrometria de masa (RTP-TV-EM), la espectrometria de movilidad idnica
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acoplada a columnas multicapilares (EMI/CM), la seleccion de iones en tubo de flujo
con espectrometria de masas (SITF-EM). (Pereira 2014)

De manera reciente se han desarrollado una amplia gama de acercamientos y
sensores de espectroscopia Idser, comUnmente conocidos como narices electréonicas
(e-nose), que se aplican al andlisis del aliento exhalado con resultados prometedores.
Estas opciones en tiempo real reducen varios pasos experimentales innecesarios
relacionados con el muestreo, el amacenamiento y la preconcentracién de las
muestras. (Pereira 2014)

Como parte de estos desarrollos existen dispositivos denominados como punto
de atencién (POC por sus siglas en inglés de “point of care”), potencialmente baratos y
de aplicacion en tiempo real. Estos dispositivos son capaces de ofrecer alta sensibilidad
y selectividad como la EM. Una de las ventajas mds notables de estos dispositivos POC
es que pueden ser utilizados en grandes estudios epidemioldgicos. Sin embargo, se
limitan a la caracterizacién de un niUmero muy limitado de COV y su capacidad para
identificar simultdneamente la amplia variacion guimica de COVs en el dliento
exhalado debe ser mejorada. (Pereira 2014)

Alternativamente, muchas narices electrénicas (e-nose en inglés) dependen del
reconocimiento de patrones y caracterizan cudalitativamente diferentes clases de COVs
en comparacion con los dispositivos que dan una cuantificaciéon absoluta. (3)

Tanto para una caracterizacién cuantitativa como cualitativa, los COV deben ser
identificados por metodologias integrales como la CG-EM. Desafortunadamente, estas
metodologias integrales son muy costosas, requiriendo operadores altamente
especializados y expertos. (Pereira 2014)

La bUsqueda de una tecnologia fiable para el andlisis del aliento todavia estd en
progreso, ya que no existe una metodologia Unica disponible para alcanzar la resolucion
de la CG-EMy en un enfoque en fiempo real usando un dispositivo de punto de atencion
asequible (POC) (Pereira 2014)
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CAPITULO 4: METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACION DE PACIENTES

Para este frabajo se contemplé una poblacidén de 42 pacientes con dos
repeticiones, cada uno, para el estudio de compuestos orgdnicos presentes en el
aliento.

Para lograr la caracterizacién fisioldgica de estos sujetos se selecciond a los
participantes de una base de datos, del Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga”, que cuenta con alrededor de 1400 participantes.

Actualmente esta base de datos sigue creciendo y su implementacion se lleva a
cabo bajo el protocolo “identificacién de factores que predisponen a la diabetes
mellitus tipo 2 en sujetos normoglicémicos con historia familiar de diabetes y su relaciéon
con obesidad” con numero de oficio CE/011/417 ante el comité de ética del mismo
hospital.

En este protocolo, a cargo de la Dra. Adriana Monroy Guzmdn, se realiza una
serie de pruebas hematoldgicas, revision de antecedentes familiares y mediciones de
pardmetros fisiologicos. Los resultados de este protocolo recaen en una base de datos
gue contfiene informacion del estado de salud de diversos sujetos. Dentro de las pruebas
hematoldgicas se incluyen: la hemoglobina glucosilada, la curva de tolerancia a la
glucosa, los factores inmunoldgicos, la biometria hemdtica, la ureq, la creatinina, el
dcido Urico, el colesteral, los triglicéridos, las lipoproteinas, la bilirubina, la albumina y
multiples proteinas. Los valores de referencia se presentan en la Tabla é.

Tabla 6. Valores de referencia para la clasificacion de dislipidemias
Por encima de lo

Par&dmetro Sano normal Anormal
2240
COLESTEROL (mg/dL) 50-199 . 200-239 . Hipercolesterolemia
Hipercolesterolemia L.
cronica
. =200
TRIGLICERIDOS 50-149 . ]59'].99 . Hipertriglicemia
(mg/dl) Hipertriglicemia cronica
18-24.9 25-29.9 =230
2
IMC {kg/m?) Recomendado Sobrepeso Obesidad

Para catalogar a los sujetos de los grupos de interés para este proyecto, de la
base de datos, se considerd lo siguiente:

e Un grupo de control o sujetos sanos compuesto por 6 sujetos. donde se
buscd que los sujetos sometidos al protocolo de Ia Dra. Monroy tuvieran
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tanto ausencia de diabetes como de otras enfermedades. Ademds, que
cada sujeto presentara valores nominales de las siguientes pruebas
hematoldgicas: Curva de tolerancia a la glucosa oral, prueba de
hemoglobina glucosilada y prueba de glucosa en ayuno.
Adicionalmente se considerd: el indice de masa corporal, los niveles de
colesterol y de triglicéridos con valores normales. Estos valores se
encuentran reportados por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA
2016), la NOM-037 y la NOM-015 de la SSA. Tabla 4, Tabla 6.

Un grupo de prediabéticos compuesto por 18 participantes donde se
buscd que los sujetos sometidos al protocolo de la Dra. Monroy
presentaran los valores establecidos por la NOM-015 de |la Secretaria de
Salud PUblica y los valores reportados por la Asociacidn Americana de
Diabetes (ADA 2016) para aquellas personas con glucosa alterada en
ayunas y con infolerancia a los carbohidratos. Esto se cuantifica llevando
a cabo pruebas hematolégicas que incluyen la obtencidn de la curva de
tolerancia a la glucosa, prueba de hemoglobina glucosilada y prueba de
glucosa en ayuno. Tabla 4.

Un grupo de diabéticos compuesto por 12 participantes, donde se buscd
que 6 de los sujetos sometidos al protocolo de la Dra. Monroy presenten los
valores umbrales establecidos por la NOM-015 de |la Secretaria de Salud
PuUblica para sujetos con diabetes reciente. Para los ofros é pacientes con
diabetes de larga duracion se buscd que rebasaran los valores umbrales
de esta misma norma. La cuantificacion de esos valores se llevd a cabo
por medio de pruebas hematoldgicas: obtencidn de la curva de
tolerancia a la glucosa, prueba de hemoglobina glucosilada y prueba de
glucosa en ayuno. Tabla 4.

Un grupo de diabéticos en estado critico compuesto por 6 participantes
que presentaron glicemia descontrolada y en estado de urgencia
médica. A estos pacientes se les midid la glicemia capilar en
Departamento de Urgencias del HGM.

4.2 MUESTREO DEL ALIENTO ALVEOLAR

Las muestras de aliento fueron fomadas en el Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga” en el departamento de neumologia, bajo pardmetros controlados
de temperatura, presion barométrica y humedad relativa. Estos pardmetros se
obtuvieron del Pletismoégrafo del consultorio VmaxE, 2009, Vyasis HealthCare, Yorba

Linda, CA.
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A los sujetos muestreados se les pidid un ayuno de 8 horas, no haber realizado
ejercicio fisico previo, presentarse sin lavado bucal con algun quimico, sin perfumes,
lociones, cremas faciales ni maquillgje.

Dado que el aliento humano consiste de una mezcla de aire de los alveolos y aire
del espacio muerto, para que el andlisis de aliento sea efectivo es deseable maximizar
la cantidad de aire alveolar dado a la riqueza de metabolitos en él.

Para el presente trabajo, se colectd, con una bolsa Tedlar (SKC Inc., Eighty Four,
PA, USA) una primera muestra de 300 ml compuesta de la mezcla de aire del espacio
muerto y aire de los alveolos. Esta primera muestra fue descartada con motivo de
desalojar el aire del espacio muerto. Elresto de la exhalacién, la cual consistié en aliento
alveolar, fue colectado en una segunda bolsa y la cual se utilizd para el andlisis de
metabolitos en el andlisis cromatografico.

Para remover la humedad de la muestra de aliento, se acopld, alas bolsas Tedlar,
un tubo de Nafidn que elimina el agua por medio de permeacidén. (Perma Pure 2017)

Después del procedimiento de muestreo del aliento, se midié el volumen del
aliento alveolar en las bolsas Tedlar con el método de Arquimedes. Posteriormente se
preconcenfraron las muestras en cartuchos de adsorbentes. Para este fin, se conectd
una bomba de vacio a los cartuchos adsorbentes, donde el contenido de la bolsa
Tedlar fue adsorbido por el cartucho. Para ello, se utilizé un flujo de 120 ml / min.

Los cartuchos empleados consistieron en tubos de acero de 14.5 cm de longitud
y didmetro de 0.5 cm, empacados con materiales adsorbentes de carbdn grafitizado
con el siguiente orden: 0.18g de Carbopack C, 0.125g de Carbopack B y 0.12g de
Carbosieve Slll.

Los cartuchos, cargados con las muestras, fueron transferidos al Centro de
Ciencias Atmosféricas, UNAM, MX. Los cartuchos fueron refrigerados a 4 °C vy
almacenados en un bote de acero lleno de carbdn activado para su futuro andlisis en
CG- EM-DIF. El periodo de almacenaje fue de hasta 3 semanas.

Posterior a la coleccién de Ias muestras de aliento y desalojo de las muestras en
los cartuchos, todas las bolsas fueron sanitizadas para remover contaminantes residuales
y marcadas para la identificacion de cada muestra

La limpieza de las bolsas se realizd enjuagando dos veces con aire zero y una vez
con nitfrébgeno gaseoso 5.0 (Praxair Technology Inc., MX). En cada enjuague las bolsas
fueron calentadas por 20 minutos a 80° C y vaciadas con una bomba de vacio. Este
método fue desarrollado por Gallego (2016)

Para verificar la limpieza de las bolsas de muestreo, después del lavado, se vertio
nitrdgeno seco a una de estas bolsas y se analizd esta muestra en el cromatografo de
gases antes de su uso para el proceso de segunda recoleccion de muestras.
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Se tomd a los pacientes una segunda muestra de aliento a la semana de la
primera. Los pacientes a quienes no se repitié esta prueba fue a los catalogados como
diabéticos criticos, debido a su estado de emergencia médica. El periodo de toma de
muestras de aliento fue de 3 meses.

4.3 ANALISIS POR CG-EM-DIF

El andlisis CG-EM-FID se realizd en un cromatdgrafo de la marca Agilent
Technologies mod. 7890A GC System. Este cromatdgrafo de gases se acopld con
espectrometria de masas (MS) Agilent 5975C y un detector por ionizacién de flama (DIF).

En la Tabla 7 se muestran las condiciones para la adquisicion de los
cromatogramas del CG-EM-DIF.

Se utilizd el sistema de procesamiento de datos, ChemStation, Agilent, revision
E.02.00,2008, propio del equipo, el cual contaba con la libreria NIST, revision D.05.02,
2005, para la identificacion de analitos.

En este sistema se analizaron las senales del espectrometro de masas (EM) y del
detector de ionizacion de flama para todos los compuestos de la Tabla 5.

De manera cuadlitativa, para la identificacion de los analitos en el equipo, se
consideraron los tiempos de retencién, encontrados por Gallego (2016) y el espectro de
masas de los compuestos de interés. Se considera como tiempo de retencion al fiempo
que tarda en ser detectado un compuesto de interés después de la inyeccion de una
muestra en el CG, donde el tiempo de retencién es caracteristico de cada compuesto.

Para la identificacion absoluta de los compuestos, se inyectaron los estdndares
de la tabla 8, con la finalidad de obtener los tiempos de retencidén del equipo.

Posterior a la inyeccion de los carfuchos con muestras de aliento en el CG-EM-

DIF, cada cartucho fue nuevamente termodesorbido a 350° C, con un flujo de nitrogeno
gaseoso por 3 horas, con la finalidad de limpiarlo y reutilizarlo para futuros muestreos.
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Tabla 7. Pardmetros cromatograficos del andlisis

TERMODESORCION DEL CARTUCHO COLUMNAS CROMATOGRAFICA
100% DIMETIL
Temperatura 330 °C Columna capilar EM POLISILOXANO (60m,
0.25mm, 1 um), no polar
. HP-PLOT/Q
Tiempo 8 min Columna capilar AID (30 m, 0.32 mm, 20 um)
Gas portador y flujo He 1 ml/min
Programa de -20 °C (1.6 min)/5 cCmin-!
CRIOENFOQUE EN EL PTV femperatura /260 °C (5 min)
Tramoa de Inyector PTV

amp empacado con ESPECTRO DE MASAS

crioenfoque
Carbotrap C

femperatura 20°C Modo de adquisicion SCAN/SIM
Tem?'fgl]’ruro 350°C Modo de ionizacién Impacto Electronico

Tiempo 1.6 min Energia de ionizacién 70 eV

Barido de masas Escaneo completo de
Flujo 1 mi/min . Y 35-200 uma, 4.3
velocidad del escaneo
escaneados/seg

Temperatura fuente

DETECTOR POR IONIZACION DE ionica / Temperatura 230°C/270°C

FLAMA (DIF) linea de transferencia
aire: 450 ml/min
Flujos hidrégeno: 40 mli/min | Temperatura cuadrupolo 150 °C
nitrégeno: 20 ml/min

4.4 ANALISIS CUALITATIVO

Para el andlisis cualitativo, se tomd el drea bajo la curva (ABC) de cada
compuesto de cada muestra y se realizd una grdfica de barras de los 6 grupos de
estudio para observar las diferencias entre ellos. Para las muestras con segunda
repeticion, se realizé un promedio de la senal para cada compuesto.

Se tomo el error estdndar para cada compuesto por grupo de estudio para
demostrar que el contraste entre compuestos por grupo era significativo. Ec. 4

Donde S esla desviacion estdndar del compuesto y N es el nUmero de sujetos del
grupo muestreado.
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO
4.5.1 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El objetivo de un andlisis de componentes principales (ACP) es reducir un gran
numero de variables dependientes, a un conjunto menor e independiente para explicar
el fendmeno de interés. Ademdas, el aplicar ACP se logra clasificar y/o agrupar a los
sujetos estudiados, basdndose en caracteristicas medidas.

Este tipo de andlisis aumenta el poder de interpretacién otorgando un sentido de
orden alos datos y al mismo tiempo minimiza la pérdida de informacion.

Para lograr la reduccion de variables, el ACP crea nuevas variables no
correlacionadas que sucesivamente maximizan la varianza.

Al encontrar estas nuevas variables, las componentes principales se reducen a
resolver un problema de eigenvalores o eigenvectores, y donde las nuevas variables
estdn definidas por el conjunto de datos utilizado. (Jolliffe 2002)

Se aplicd ACP a la serie de datos cromatogrdficos obtenidos en el capitulo 4.4
para los grupos de interés: sanos y prediabéticos, sanos y diabéticos, y el conjunto de los
6 grupos de estudio.

Asimismo, para realizar el estudio de ACP, se utilizd el software R version 3.2.4 2016,
de The R foundation for stafistical computing y la libreria FactoMineR. (Le 2008)

4.5.2 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Para realizar el andlisis descriptivo e identificar si existian casos atipicos y/o
extremos en cada uno de los é grupos estudiados, se realizaron diagramas de cajas y
bigotes para cada uno de los compuestos estudiados.

Este tipo de diagramas son una herramienta grdfica conveniente en el andlisis
descriptivo para mostrar un grupo de datos numéricos a través de sus medianas,
promedios, cuartiles y observaciones minimas y madximas. Se puede mostrar la
distribucion de datos, examinar la simetria e indicar posibles valores atipicos. (College of
Saint Benedict and Saint John’s University 2017; Li 2012)
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Figura 4.1 Composicidn de una grdfica de cajas y bigotes.

4.5.3 ANOVA

El andlisis de varianza (ANOVA) es un procedimiento estadistico utilizado para
probar el grado en el que dos o mds grupos varian o difieren en un experimento. Una
gran varianza (o diferencia) por lo general indica que hubo un hallazgo significativo de
la investigacién. (Universidad de Barcelona 2017)

El andlisis de la varianza permite contrastar la hipdtesis nula de que las medias de
N poblaciones (N >2) son iguales, frente a la hipdtesis alternativa de que por lo menos
una de las poblaciones difiere de las demds en cuanto a su valor esperado. Este
contraste es fundamental en el andlisis de resultados experimentales, en los que interesa
comparar los resultados de n factores con respecto a la variable dependiente o de
interés. (Universidad de Barcelona 2017)

Al aplicar ANOVA de una via se calcula un estadistico denominado F. Si las
medias entre los grupos varian mucho y la media dentro de un grupo varia poco, es
decir, si los grupos son heterogéneos entre ellos y similares internamente, el valor de F
serd mads alto, y, por tanto, las variables estardn relacionadas. Por tanto, en cuanto mds
difieren las medias de la variable dependiente enfre los grupos de la variable
independiente, mds alto serd el valor de F.

El andlisis ANOVA de una via fue aplicado a los é diferentes grupos de estudio
con la finalidad de probar si el contraste entre estos grupos era significativo para algin
compuesto de interés.

4.6 ANALISIS CUANTITATIVO
4.6.1 CURVAS DE CALIBRACION

La composicidon cuantitativa de una mezcla puede ser obtenida a partir de una
relacién lineal o cuadrdtica de una concentracidon conocida del compuesto de interés
y el drea del pico del compuesto de interés. (TO-01 1984)
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Para este procedimiento se requiere obtener curvas de calibracién que relacione
concentraciones conocidas del compuesto y el drea de la senal del CG-EM-FID. Para
este fin se emplearon mezclas gaseosas de estdndares gravimétricos, a partir de los
compuestos en forma gaseosa o liquida.

Se realizé el procedimiento de dilucién estdtica descrito en los métodos TO-01
(1984) y TO-17 (1999) de la Agencia de Proteccidn Ambiental de Estados Unidos de
América (EPA) para los compuestos en estado liquido con la finalidad de obtener una
mezcla gaseosa. En este método se considera la correccidn por temperatura y presion
para que los resultados se presente en condiciones estdndar. (TO-15 1999)

Los estandares utilizados se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Estandares gravimétricos empleados para realizar las curvas de calibracion

Compuesto Estado Marca y no. de serie
Etanol Liquido J.T. Baker 9014-03, 4L
Butano Gaseoso | Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde, a 1 ppm
Acetona Liguido J.T. Baker, 9006-03, 4L
Isopreno Gaseoso Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde a 1 ppm
Fluka, BCBN7519V, 1T mL
2-Butanona Liquido Sigma Aldrich 02469 5ml, BCBP9263V
Ciclohexano Gaseoso | Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde a 1 ppm
2-Pentanone Liquido Sigma Aldrich 46211-5ml, SZBFO79XV
2-Ethoxietanol Liquido Sigma Aldrich 79109-1ml, BCBQ4793V
1-Pentanol Liquido Sigma Aldrich 77597-1ml, BCBP3806V
2-Hexanona Liquido Sigma Aldrich 02473-5ml, BCBR3966V
p Xileno Gaseoso | Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde a 1 ppm
m Xileno Gaseoso | Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde a 1 ppm
Benzaldehido Liquido CHEM, 0-239, 232-105°
Limoneno Liquido Sigma Aldrich, L-2129-100 mL, 128H3405
Undecano Gaseoso | Spectra Voc Standards U.S. EPA PAMS, Linde a 1 ppm

Tanto la mezcla gaseosa en el bulbo de dilucion estatica y los gases en la bala
gaseosa (Spectra Voc Standards) fueron inyectadas en el CG-EM-DIF con 3 a 4
diferentes concentraciones siguiendo el método TO-01 de la EPA. En este método, se
realiza un gjuste lineal siguiendo la Ec. 5 ,donde Yn es la senal del compuesto de interés,
x es la cantidad del compuesto de interés en nanogramos por el volumen muestreado,
Ay B sonlos coeficientes de la ecuacion o factores de respuesta. (TO-17 1999)

Yy = A+ Bx Ec. 5
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4.6.2 CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS EN LAS MUESTRAS DE ALIENTO

Para cuantificar los compuestos de la Tabla 8, se aplicd la Ec. é para cuantificar
al compuesto de interés.

X, = Ec. 6

Donde Xc es la cantidad del compuesto de interés en nanogramos por volumen
muestreado, Yc es la senal del compuesto de interés, A y B son los coeficientes
calculados enla Ec. 6. (TO-01 1984; TO-17 1999)

La concentracién de un compuesto en CG generalmente se expresa en partes
por billon volumétricas. La conversidon se realiza utilizando la Ec. 7, bajo las condiciones
de presiodn, P, y temperatura, T, deseadas. (Rana 2017)

=]

T

Nlppb,) = ¢ [42] « Ec.7

S

Donde C es la concentracion del compuesto de interés, M es la masa molecular
del compuesto de inferés y R es la constante de los gases ideales.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACION DE PACIENTES

Para este estudio se obtuvieron 38 muestras de aliento de diferentes sujetos, los
cuales describieron a 6 grupos de estudio:

A) Normoglicémicos o con Tolerancia Normal a la Glucosa (TNG)

B) Intolerantes ala Glucosa (ITG)

C) Glucosa Alterada en Ayuno + Intolerantes a la Glucosa (GAA+ITG)
D) Recién diagnosticados con Diabetes Mellitus tipo 2 (RDMT2)

E) Diabetes Mellitus de larga duracién (DMT2)

F) Diabetes Mellitus en estado critico (CDMT2)

Se lograron obtener 23 repeticiones a la semana de la primera toma de muestra de
aliento.

Para los sujetos con diabetes en estado critico no se tomd ninguna repeticion por
su estado de emergencia médica.

En totfal se obtuvieron 61 muestras de aliento para los é grupos de estudio.

Inicialmente se habia considerado estudiar 7 grupos, el cual incluia a sujetos
prediabéticos con Glucosa Alterada en Ayuno (GAA), pero durante el periodo de
muestreo no se presentd ningun paciente que reuniera los valores establecidos para ser
considerado.

En la Tabla 9 se muestra un resumen de los pardmetros de interés de los 6 grupos
muestreados.

Tabla 9. PARAMETROS DE INTERES DE LA POBLACION MUESTREADA

GRUPO NG 1G GAA+ITG | RDMT2 DMT2 CDMT2
SEXO 3H 5M 1H 8M 2H 4M OH 4M 2H 3M 3H 3M
EDAD 36+ 11 4817 4817 55+9 54 +13 54+ 12

IMC 25%4 2843 36+4 3248 30+7 NA
GLUCOSA
PROMEDIO 10814 166%16 168+30 19712 336169 288+88
TRIGLICERIDOS 95+31 147+67 23780 143+36 | 2014124 NA
COLESTEROL 179+27 210432 194+44 201+63 233483 NA
P4,P8,P10
CODIGO DE ~on1 | P1.P2,P5P6, | P3,P22,P23 P11,P13,P
IDENTIFICACION ﬁggﬁgé P12,P14,P16, | P25, P26, F;;FF’,;; 15,P18,P1 I;%lil;%ﬁ;i%%
DE PACIENTES P’31 ' P24,P28 P32 ' 9 o

En las figuras 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6 y 5.7 se muestran visuaimente los resultados
de las pruebas fisiologicas y hematoldgicas de los pacientes muestreados.
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En la Figura 5.1 se muestra la glucosa promedio en sangre y la glucosa casual de
todos los sujetos muestreados. De fondo a la grafica se pueden observar los valores de
referencia para la glucosa casual. El primer nivel, es el valor normal de la glucosa casual,
el segundo nivel son los valores por encima de lo normal y el tercer nivel son los valores
anormales donde se presenta hiperglicemia cronica. La prueba de glucosa casual fue
la Unica que se pudo tomar a los pacientes en estado de diabetes critico, debido a su
condiciéon de emergencia médica.

Los valores de glucosa promedio fueron obtenidos para los sujetos en los grupos:
ING, ITG, GAA+ITG, RDMT2 y DMT2. Cabe destacar que, en la actualidad, no hay un
valor de referencia para determinar la normalidad en la glucosa promedio.

En esta misma figura se ve una clara tendencia al aumento del valor de la
glucosa promedio y glucosa casual del grupo en un estado normoglicémico alos grupos
donde ya se presenta una diabetes diagnosticada.

Para un caso confirmado de diabetes, se emplea un valor de glucosa casual en
sangre mayor que 200 mg/dL.
GLUCOSA PROMEDIO Y GLUCOSA CASUAL EN SANGRE
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Figura 5.1 Glucosa promedio y glucosa casual en sangre. En la grafica se presentan los valores
promedio y el error esténdar para cada grupo muestreado en este trabajo (TNG, ITG, ITG+GAA,
RDMT2, DMT2, CDMT2).

En la Figura 5.25.2 se muestra la Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral de 5 grupos

de estudio. En esta figura es posible distinguir por colores a los grupos. En verde el grupo
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TNG, en amairillo el grupo ITG, en gris el grupo GAA+ITG, en naranja el grupo RDMT2, en
azul el grupo DMT2.

Se puede observar como es la respuesta de cada grupo a la ingesta de glucosa
cada 30 min por un lapso de 2 h. Ademds, representa un resumen visual para las pruebas
de glucosa en ayuno y glucosa postprandial en conjunto.

Los valores nominales para un sujeto TNG es que, en ayunas, el individuo presente
un valor menor que 100 mg/dL de glucosa en sangre, posteriormente suben los niveles
de glucosa en sangre, pero a las 2 h de la ingesta, los valores de glucosa deben ser
menores a 140 mg/dL. Los valores que se encuentran por encima de |los valores la curva
de un sujeto con TNG, y dependiendo el valor puede diagnosticar prediabetes o
diabetes segun los valores de referencia de la Tabla 4.

CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA ORAL

450

TNG
400 TG
—— GAATG
——RDMTZ

e DMT 2

GLUCOSA (mg/dl)

[ 20 40 &0 BO 100 120
TIEMPO POSTERICR A LA INGESTA DE GLUCOSA (min)

Figura 5.2 Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral. En la grdfica se presenta el promedio de los
valores de la CTGO vy el error est@ndar para 5 de los grupos muestreado. En verde el grupo TNG,
en amairillo el grupo ITG, en gris el grupo GAA+ITG, en naranja el grupo RDMT2, en azul el grupo

DMT2.

La Figura 5.3 muestra la glucosa en ayuno de 5 de los grupos muestreados. De
fondo a la grdfica se pueden observar los valores de referencia para la glucosa en
ayuno. El primer nivel, es el valor normal de la glucosa en ayuno, el segundo nivel son los
valores por encima de lo normal y el tercer nivel son los valores anormales donde se
presenta hiperglicemia crénica.

Se puede observar que el grupo NGT muestran valores normales para esta
prueba, al igual que el grupo ITG (condicion que se diagnostica con glucosa
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El grupo GAA+ITG muestra un valor por encima de lo normal,

postprandial).

caracteristico de su fipo de condicion prediabética. El grupo con un diagndstico
reciente de diabetes (RDMT2), presenta valores ligeramente por encima de los normales

de esta prueba. Todos los pacientes con DMT2 presentaron |os valores establecidos para

ser considerados como tal de acuerdo ala NOM-015 de la SSA y la Tabla 4.

GLUCOSA EN AYUNO
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Figura 5.3 Glucosa en ayuno. En el grdfico se presenta el valor promedio y el error estndar de

la glucosa en ayuno para cada uno de los 5 grupos de estudio (TNG, ITG, ITG+GAA, RDMT2,

DMT2).

La Figura 5.4 muestra los valores de la Hemoglobina Glucosilada de 5 de los

grupos de estudio. De fondo a la grdfica se pueden observar los valores de referencia

para la hemoglobina glucosilada. El primer nivel, es el valor normal de la hemoglobina

glucosilada, el segundo nivel son los valores por encima de lo normal y el tercer nivel son

los valores anormales donde se presenta hiperglicemia crénica.

Se puede observar que el grupo TNG muestra valores normales, los grupos

prediabéticos y diabéticos recientes muestran valores por encima de lo normal. El grupo

con diabetes de larga duraciéon muestra valores anormales que entran en el criterio de
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) para el diagnostico de diabetes. Tabla 4
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HEMOGLOBINA GLUCOSILADA

HbALC(%)

Figura 5.4 Hemoglobina glucosilada. En el grdfico se presenta el valor promedio y el error
estdndar de la hemoglobina glucosilada para cada uno de los 5 grupos de estudio (TNG, ITG,
ITG+GAA, RDMT2, DMT2).

Las Figuras 5.5, 5.6 y 5.7 muestran los valores de otros pardmetros fisiologicos para
tomar criterios de como discriminar entre sujetos sanos y/o normoglicémicos. También
se muestran los valores, para los otros grupos de estudio. Esto muestra que, para los
sujetos identificados con prediabetes y diabetes, éstos presentan otras condiciones de
enfermedad, principalmente dislipidemias, ademds de la condicidn metabdlica
estudiada en este trabagjo.

La Figura 5.5 muestra los valores del indice de masa corporal de 5 de los grupos
de estudio. De fondo ala grdfica se pueden observar los valores de referencia para este
indice. El primer nivel, es el valor recomendado del IMC, el segundo nivel son los valores
que establecen sobrepeso y el tercer nivel son los valores que establecen obesidad.

En la Figura 5.5 se observé que la poblacion muestreada padecia mayormente

de sobrepeso y obesidad. Incluso en el grupo de confrol (TNG), una fraccién de ellos
presentaba sobrepeso.
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INDICE DE MASA CORPORAL

IMC
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Figura 5.5. indice de masa corporal (IMC). En el gréfico se presenta el valor promedio y el error
estdndar del indice de masa corporal para cada uno de los 5 grupos de estudio (TNG, ITG,
ITG+GAA, RDMT2, DMT2).

La Figura 5.6 muestra los valores de triglicéridos de 5 de los grupos de estudio. De
fondo ala grdfica se pueden observar los valores de referencia para esta dislipidemia.
El primer nivel, es el valor normal, el sequndo nivel son los valores por encima de o normall
y el tercer nivel establece hipertrigliceridemia crénica.

Se observa que el grupo TNG tiene valores normales, mientras que los grupos ITG
y RDMT2 se encuentran muy cercanos al limite superior de la normalidad. Los grupos
GAA+ITG y DMT2 presentan valores de hipertrigliceridemia crénica.

52



TRIGLICERIDOS

TRIGLICERIDOS (MG/DL)

Figura 5.6 Triglicéridos. En el grdfico se presenta el valor promedio y el error estndar de los
triglicéridos para cada uno de los 5 grupos de este estudio (TNG, ITG, ITG+GAA, RDMT2, DMT2).

La Figura 5.7 muestra los valores de colesterol en sangre de 5 de los grupos de
estudio. De fondo a la grdfica se pueden observar los valores de referencia para esta
dislipidemia. El primer nivel, es el valor normal, el segundo nivel son los valores por encima
de lo normal y el tercer nivel establece hipercolesterolemia crénica.

En esta figura es posible observar que el grupo TNG tiene valores normales,

mientras que los grupos ITG, GAA+ITG, RDMT2 y DMT2 presentan valores por encima de
lo normal ara esta dislipidemia.
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COLESTEROL

COLESTEROL (mg/dL)

Figura 5.7 Colesterol. En el grdfico se presenta el valor promedio y el error estandar del
colesterol para cada uno de los 5 grupos de este estudio (TNG, ITG, TG+GAA, RDMT2, DMT2).

El realizar la mayoria de pruebas que involucra niveles de glucosa en sangre
permitid la correcta diferenciacion y diagndstico de pacientes normoglicémicos,
prediabéticos y diabéticos. Este fue considerado el paso principal para poder hacer
correctamente la toma de muestras de aliento.

La identificacion de otros pardmetros en los sujetos de estudio, como el IMC,
colesterol y triglicéridos, permitié saber si los sujetos muestreados, en el caso del grupo
TNG, eran sujetos completamente sanos (sin ninguna otra enfermedad como obesidad
o alguna dislipidemia) o si el grupo de estudio era normoglicémico. Se observd que no
todos los sujetos en el grupo TNG eran sanos. Mds adelante en el andlisis de ACP se
observa que los pacientes P10 y P20, que son pacientes normoglicémicos y no sanos,
son ubicados en un cuadrante diferente respecto ala ubicacion promedio de los sujetos
de control.

Para los ofros grupos de estudio, se observéd que algunos pacientes muestreados
ademds de prediabetes o diabetes, presentaban alguna condicidn relacionada con
dislipidemias y/o obesidad. Pero la presencia de las dislipidemias no afectd el andlisis de
este trabagjo.
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5.2 MUESTREO DEL ALIENTO ALVEOLAR

En el proceso de toma de muestras de aliento alveolar, se logré aplicar
correctamente el protocolo hecho en el estudio previo de Gallego (2016).

Se logré muestrear a 38 pacientes. En el consultorio de neumologia del Hospital
General de México se tomaron las muestras de 32 pacientes, a quienes se les realizaron
todas las pruebas hematoldgicas. En el departamento de Urgencias se tomd una Unica
muestra a 6 pacientes en estado critico.

De los 32 pacientes, solamente a 23, se les realizo una repeticion de toma de
muestra una semana después de tomar la primera muestra, debido a la dificultad de
lograr que los pacientes regresaran a dar muestras.

El volumen medido de las muestras en las bolsas Tedlar siempre fue de 1.000 +
0.005L, por el método de Arqguimedes.

Las condiciones ambientales promedio medidas en el consultorio donde se

tomaron las muestras de aliento fueron 584 + 2 mmHg para la presién y 21 + 1 °C para la
temperatura.

5.3 ANALISIS POR CG-EM-DIF

Con el andlisis por CG-EM-DIF de las muestras de dliento, se obtuvieron los
cromatogramas de cada uno de los pacientes.

Para cada paciente se obtuvo un cromatograma en DIF, que mostraba la senal
de los compuestos muy ligeros de su aliento, y un cromatograma en EM, que mostraba
la senal de los compuestos ligeros a pesados de su aliento. Figura 5.8.

Con estos cromatogramas se realizé una correlacion visual, entre sujetos con
distintas condiciones. Estas correlaciones se observan enlas Figura 5.9 y Figura 5.10.
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Figura 5.8 Cromatogramas obtenidos para las muestras de aliento A) en Espectrometria de
Masas, B) con Detector de ionizacién de flama.

La Figura 5.9 muestra las diferencias entre un sujeto normoglicémico (negro) y dos

sujetos prediabéticos (azul y rojo). Se puede observar como difieren en escala los picos
de los pacientes prediabéticos de los normoglicémicos.
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Figura 5.9 Correlacién visual de cromatogramas de sujetos con NG, ITG, GAA+HITG. A) senal del
EM, B) senal del DIF.

La Figura 5.10 muestra las diferencias entre sujetos normoglicémicos y diabéticos.
Se observaron mayores diferencias en abundancia comparadas a las abundancias de
la Figura 5.9. Con esta visualizacion se apoya al marco tedrico basado en los resulfados
de Gallego (2016), ya que al inspeccionar los picos con el Software ChemStation se
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comprobd que los compuestos que presentan mayor diferencia corresponden a los de
la Tabla 5.

JRT=IET
shundance
000000 o —TNG
] A — DMT2
800000 | — CDMT2
Bonna0 |
400000 |
200000 |
0l ; + - : 7 ; . : - T . . . : T T
Mime--> 30 40 4100 4210
L Window #3 ] 9
(shundance
i —1NG !
] — DMT12 I
400000 | B — CDMT2
300000
200000
o :&\
i T T T T T T T T T T T T i T T T T T T T
ITime--= 341N 40110 41 M 47 N

Figura 5.10 Correlacion visual subjetiva de cromatogramas de sujetos con TNG, DMT2, CDMT2.
A) senal del EM, B) senal del DIF.

5.4 ANALISIS CUALITATIVO

Para realizar el andlisis cualitativo, se considerd seguir los 25 compuestos (salvo la
butenona) mostrados en la Tabla 5.

De la correlacioén visual de cromatogramas se pudo observar dos compuestos en
la senal DIF, los cuales se presumid podrian ser indicadores de diabetes y prediabetes. A
estos compuestos se les nombrd “X" e "Y" debido a que no pueden ser identificados si
no se cuenta con un estadndar gaseoso en el DIF.

Los coeficientes de variacion de presencia de metabolitos intraindividual e
interindividual de los grupos muestreados se presentan en la Tabla 10. . Este coeficiente
nos permite observar la variacion bioldégica de los compuestos de los grupos
muestreados.
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Tabla 10. COEFICIENTES DE VARIACION DE PRESENCIA DE METABOLITOS
DE LOS GRUPOS MUESTREADOS

Grupo CV Intraindividual (%) | CV Interindividual (%)
NG 5819 64 +23
TG 4819 7431
GAAHITG 45+3 71129
RDMT2 4145 51416
DMT2 59+16 46426
CDMT2 NA 68136

El andlisis diferencial de los compuestos respecto a la poblacién normoglicémica
y las poblaciones prediabéticas se muestra en la Figura 5.11donde los compuestos se
distribuyen ordenadamente de acuerdo al nUmero de moléculas de carbono de muy
ligeros (izquierda) a pesados (derecha). Se puede observar que existe una diferencia
significativa para algunos compuestos en los diferentes grupos de estudio. Teniendo
compuestos que se distinguen en la condicion de ITG y/o GAA+ITG.
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Figura 5.11 Contraste de compuestos entre pacientes con TNG y prediabéticos
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En la Figura 5.12 se muestra el andlisis diferencial de las poblaciones diabéticas,
respecto ala poblacién normoglicémica. Se observé que las poblaciones donde existen
mdas compuestos con una diferencia significativa son los DMT2 y CDMT2.
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Figura 5.12 Contraste de compuestos entre pacientes con TNG vy diabéticos.

A partir de este andlisis diferencial mostrado en la Figura 5.12, se determind que
los compuestos con una diferencia significativa para el estudio de la prediabetes son los
mostrados enla Tabla 11. De igual modo se muestran los compuestos contrastados entre
la poblacién normoglicémica y diabética.

Se enconfraron 14 metabolitos significativos para la condicion de prediabetes.
De éstos, 7 metabolitos tienen potencial para describir la condiciéon ITG, y 10 metabolitos
tienen el potencial de describir la condicion GAA+ITG. Los metabolitos que coinciden
para las dos condiciones son: 1-Hepteno, 2-Butanona y p-Xileno.
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Tabla 11. Comp

estos con una diferencia signi

icativa por grup

o estudiado.

COMPUESTO TG GAA+ITG RDMT2 DMT2 CDMT2
1 Y % v % % v
2 Etanol x x % % v
3 Butano % % % v v
4 X X X x x v
5 Acetona % v v % v
6 Isopreno X v X v x
7 1-Propanol x v x x v
8 2-Butanona v v X v x
9 3-Metil 2-Butenal X v v x x
10 Cilohexano X v X X v
11 2-Pentanona v x X v %
12 3 Metil Hexano 74 %4 X X v
13 1-Hepteno v v X v v
14 2-Etoxietanol X v x X v
15 1-Pentanol 74 %4 X X v
16 2-Hexanona X X X v v
17 2,3,5- Trimetilhexano v X X v X
18 p-Xileno v v v v v
19 2,4,6-Trimetilheptano X X X v x
20 m-Xileno X X v X v
21 2,2,6- Trimetiloctano X X X v P%
22 Benzaldehido v X X X X
23 2,2,3,4-Tetrametilpentano X X X v X
24 2,3,3 Trimetiloctano X X X v x
25 2,6- Dimetildecano X X X v x
26 Limoneno v x v v v
27 Undecano X X X v x

o))
(W]




La Tabla 11 ademds muestra que los 27 metabolitos estudiados como
biomarcadores de diabetes mellitus tipo 2, estdn asociados al menos a uno de los fres
grupos de sujetos diabéticos estudiados. Son 5 los metabolitos con una diferencia
significativa que pueden describir potencialmente al grupo RDMT2, para el grupo de
DMT2 son 15 metabolitos y para los CDMT2 son 15 metabolitos. Los metabolitos en comun
para los tres grupos estudiados son el p-Xileno y el Limoneno.

Tras este andlisis cualitativo, se expone que el metabolito que estd presente en
todos los grupos de estudio y que presenta una diferencia significativa para ser un
biomarcador potencial tanto para la prediabetes como la diabetes tipo 2 es el p-Xileno.
Los siguientes metabolitos que presentaron mayor frecuencia en los grupos estudiados
son el 1-Hepteno y el Limoneno.

Respecto ala acetonaq, la cual es un metabolito muy estudiado como potencial
biomarcador para diagnosticar la DMT2, se observd un comportamiento no lineal, de tall
forma que la concentracion de este compuesto disminuye para la condicidn de
prediabetes GAA+ITG, respecto al grupo de control. Sin embargo, para estados donde
la enfermedad ya estd presente se notd un incremento acelerado en que en etapas
temprana de la enfermedad la acetona, en nuestro estudio, aparecia en rangos
similares alos normales y un poco mds elevados también. Lo cual nos permite determinar
que este compuesto se comporta de una manera particular en las etapas tempranas
de prediabetes y de una manera diferentes a principios de la enfermedad.

Sobre los biomarcadores potenciales descritos anteriormente, existe una serie de
investigaciones que los vinculan con alteraciones metabdlicas o enfermedades
hepdticas.

Friedman (1994) y colaboradores compararon el aire alveolar de sujetos de
control contra pacientes con enfermedades hepdticas. En este estudié se encontrd al
limoneno con concentraciones inusualmente altos, especialmente para personas con
enfermedad hepdtica no colestatica.

De igual manera Fernandez del Rio (2015) y colaboradores estudiaron el aliento
de personas con cirrosis hepdtica, y posterior a un frasplante de higado. En este estudio
se observd que los sujetos con la enfermedad tenian niveles elevados de Limoneno, y
posterior al trasplante de higado, estos niveles disminuyeron considerablemente, siendo
el limoneno el metabolito con mejor capacidad diagndstica.

Respecto al 1-hepteno, existen investigaciones donde se vincula con
enfermedades metabdlicas. (GUnther1996)

Eng (2015) y colaboradores estudio el aliento de una poblacion de ninos con
enfermedades hepdticas cronicas, respecto a un grupo de control. En este estudio se
encontrd que los niveles de 1-deceno, 1-hepteno, 1-octano y 3-metilhexano eran
significativamente mayores a los niveles del grupo de control.
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Existen compuestos, que, como fuente primaria, es la inhalacién de estos mismos
en el ambiente. Algunos de estos COVs, como los xilenos y toluenos, son absorbidos en
el sistema circulatorio y han sido reportados en muestras sanguineas de personas no
ocupacionalmente expuestas. Al ser absorbidos dentro del cuerpo humano, un gran
porcentaje de estos compuestos son metabolizados por enzimas. El p-Xileno, por
ejemplo, es sintetizado por enzimas hepdticas. Los cambios metabdlicos pueden
modificar esta sintesis y elevar o disminuir las concentraciones de estos compuestos
externos. (Chau 2012) (KEGG 2008) (Wishart 2013)

En el trabajo de Gallego (2016), quien tiene la investigacion consultada mds
amplia en metabolitos encontrados en sujetos con DMT2, se encuentran todos los
metabolitos descritos anteriormente. Esta investigacion estd fundamentada por
investigaciones previas que se encontraron en la literatura, donde se analizan algunos
metabolitos por separado para esta misma patologia, sin embargo, en la investigacion
de Gallego(2016) y en esta investigacidon hemos detectado otfros metabolitos no
mencionados en la literatura que podrian ser potenciales biomarcadores de la
prediabetes y diabeftes.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO
5.5.1 ANOVA

Los andlisis de varianza de los compuestos entfre los 6 grupos estudiados mads
representativos se muestran en la Tabla 12.

En esta tabla se observan 10 compuestos con un valor significativo de F. Esto
significa que, si existe alguna relaciéon entre los grupos estudiados por cierto compuesto
de interés, y este compuesto tiene un valor F significativo, es decir, mayor al valor critico
de F, esta relacion tiene significancia.

En esta tabla se observa que tanto el 2-butanona y el 1-hepteno tienen un valor
F significativo. Estos dos compuestos anteriormente en el 5.4 y en el 5.5.3 , mostraron
tener una posible relacion con los sujetos prediabéticos

De igual forma todos los compuestos presentados en la Tabla 12, han mostrado
ser potentes biomarcadores principalmente para la DMT2.
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Tabla 12. ANOVA

Compuesto F Valor critico para F
X 3.46 2.52
1-propanol 3.43 2.52
2-butanona 3.43 2.52
1-heptano 2.74 2.52
2-hexanona 2.87 2.52
2,4,6-tfrimetil heptano 2.80 2.52
2,2,6-tfrimetil octano 3.27 2.52
2,2,3,4-teframetil 373 0 50

pentano

2,3,3 frimefil octano 3.48 2.52
2,6- dimetil decano 3.19 2.52

5.5.2 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

En la Figura 5.13 se muestran graficos de cajas y bigotes de algunos compuestos
de especial interés descriptivo para la poblacion prediabética.

Algunos valores atipicos fueron expresados para el p-xileno, el limoneno, el 2,4,6
trimefilneptano y la 2-hexanona. Se presentan fraslapes en la mayoria de las graficas
enfre los valores maximos y minimos.

Se observa que para la 2 butanona, la mediana del grupo ITG y el promedio estd
por encima tanto de la mediana como del promedio del grupo TNG. La mediana y el
promedio del grupo GAA+ITG se encuentra muy por debajo de la mediana del grupo
TNG. Se infiere que la diferencia estadistica es relevante.

Para el 1-hepteno se observa que para el grupo ITG, el promedio y la media son
muy cercanos y son valores alejados del promedio y la media del grupo TNG. Para el
grupo GAAHITG la media y promedio coinciden y sus valores estan por debajo del
promedio y media del grupo TNG. Se infiere que la diferencia estadistica es relevante.

Para el p-xileno, las medianas y promedios de los dos grupos prediabéticos se
encuentran por debajo significativamente del promedio y media del grupo TNG.

Para el limoneno y la 2-hexanona se observa una mayor diferencia de los
promedio y medianas para los grupos diabéticos contrastados con el grupo TNG.
Marcando mayor relevancia para esta enfermedad que para la prediabetes.

El 2,4,6 timetilheptano, muestra diferencia entre los promedios y medianas de los
grupos prediabéticos respecto al grupo TNG y de igual forma para los grupos diabéticos.
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Cabe destacar que este compuesto no muestra diferencias significativas en el andlisis
cualitativo del capitulo 5.4 .

s At 1L |
'::m: 1
X
S = i - X
0
[INGT CIIGT ] IFGHGT | ROMT2 (] DMT2 [T COMT2 CINGT TIIGT [ IFGHGT | RDMT2 [JOMT2 [ COMT2

CINGT [J1GT I #GHGT | ROMT2 [JDMT2 [ COMT2 CINGT [Tt [1IFGHGT | ROMT2 [JDMT2 [ COMT2

CINGT CI06T [1IFGHGT | ROMT2 [ OMT2 [ (OMT2 CINGT (D967 [ IFGHGT  ROMT2 [JoMT2 [ COMT2

Figura 5.13 Grdficos de cajas y bigotes de algunos compuestos de interés
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5.5.3 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
Se aplicd el andlisis de componentes principales a los siguientes datos:

A) Sujetos ING, GAAHITG e ITG
B) Sujetos ING, DMT2 y CDMT2
C) Los 6 grupos de estudio

En la Tabla 13 se muestran los componentes principales para cada ACP, asi como la
fraccién descrita y contribuciones de varianza. Es posible observar que las primeras dos
componentes, CP1 y CP2, describen en A) el 50%, en B) el 55% y en C) el 50% de la
varianza.

Tabla 13. Componentes Principales

DATOS A B C
CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3
Compuesto | Undecan 24,6 Limonen 2- 1 2,6 Undecan | 2234 2,33
o frimefil ¢} Hexanon hepten dimetil o teframe | frimetil
heptan a o decan fi octan
o o lpentan o
o
Varianza 8.889 4.580 2.558 11.546 3.315 2.494 9.734 3.681 2.265
Fraccion de 32.921 16.961 9.476 42.762 12.280 | 9.238 36.054 13.633 | 8.390
varianza
(%)
Varianza 32.921 49.883 59.358 42.762 55.042 | 64.280 36.054 49.685 | 58.07
acumulada 5
(%)

En las Figura 5.14Figura 5.15 Figura 5.16 , se muestran los planos de las
correlaciones de los casos A, By C analizados.
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Figura 5.14 Plano de factor variable, Caso A: TNG, GAA+ITG, ITG. Con nombre los 10
componentes principales con mayor peso.
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Figura 5.15 Plano de factor variable, Caso B: TNG, DMT2, CDMT2. Con nombre los 10
componentes principales con mayor peso.
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Figura 5.16 Plano de factor variable, Caso C: TNG, GAA+ITG, ITG, RDMT2, DMT2, CDMT2. Con
nombre los 10 componentes principales con mayor peso.

Los vectores de las Figura 5.14, Figura 5.15 y Figura 5.16 representan la direccion
de mejor ajuste para cada uno de los compuestos.

La correlacion del vector se mide aproximadamente con el coseno del dngulo
formado por el vector de interés y el eje. Existird una gran correlacién con angulos
agudos, una correlaciéon inversa con dngulos colineales y no se presentard correlacion
con dngulos rectos.

Los compuestos que simplifican el espacio muestral definidos como
componentes principales entre sujetos sanos y prediabéticos son el undecano y el 2,4,6
trimetiiheptano. Ambos compuestos muestran no ser significativos como potenciales
biomarcadores en la prediabetes enla Tabla 11.

El undecano hasido anteriormente estudiado como potencial biomarcador para
la diabetes mellitus. (Pereira 2014) El 2,4,6 frimefilheptano es parte de la linea basal de
personas diabéticas definida en el frabajo de Gallego (2016)

Los compuestos que simplifican el espacio muestral definidos como
componentes principales entfre sujetos sanos y diabéticos son la 2-hexanona y el 1-
hepeno.

La 2-hexanona es parte de la linea basal de personas diabéticas definida en el
trabajo de Gallego (2016). El 1-hepteno, como se menciona en el capitulo 5.4 ha sido
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estudiado como biomarcador potencial de enfermedades metabdlicas, hepdticas y en
la diabetes. (Eng 2015)

Los compuestos que simplifican el espacio muestral definidos como
componentes principales entre los 6 grupos de estudio son el undecano y el 2,2,3,4
tetrametil pentano. Ambos compuestos muestran no tener diferencias significativas en
la Tabla 11, para ser considerados como potenciales biomarcadores de todo el
espectro entre sujetos normoglicémicos hasta llegar a un estado critico de diabetes.

En las Figura 5.17 Figura 5.18, y Figura 5.19 se muestran los planos de factores de
individuos.

Enla Figura 5.17 se observa que los sujetos con ITG son colocados en el cuadrante
superior derecho en su mayoria. Los sujetos con GAA+ITG se localizan en el cuadrante
inferior izquierdo, al igual que los sujetos con TNG. Se puede observar como este Ultimo
grupo se encuentra muy cercano al eje x = 0, colocdndolo en su mayoria muy cercano
al origen. En este plano es posible observar el espectro que crea el estudio de pacientes
normoglicémicos y prediabéticos y que en general separa a estos 3 grupos de estudio.
Ademds, que con este andlisis se demuestra facilmente que las dos condiciones de
prediabetes estdn vinculadas a diferentes metabolitos encontrados en el aliento por su
localizaciéon en diferentes cuadrantes.

En la Figura 5.18 se observa al 100% de los sujetos con CDMT2 en el cuadrante
inferior izquierdo. El 80% de los sujetos con DMT2 se localizan en el cuadrante inferior
derecho. Los sujetos con TNG en su mayoria los localiza en el cuadrante superior
izquierdo. En este plano se observa claramente la diferenciacion por grupos de
pacientes normoglicémicos y diabéticos.

En la Figura 5.19 se observa el espectro creado por los é grupos de estudio. Se observa
a los sujetos con CDMT2 en su mayoria en el cuadrante inferior izquierdo, 10s sujetos con
DMT2 en el cuadrante inferior derecho, los sujetos con RDMT2 sobre el eje x =0, los sujetos
con ITG en el eje superior derecho, los pacientes con GAA+ITG en el cuadrante inferior
izquierdo y los sujetos con TNG practicamente en el origen del plano, como era de
esperarse.
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Figura 5.17 Plano de factores de individuos, Caso A: ING, GAA+ITG, ITG.
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Figura 5.19 Plano de factores de individuos, Caso C: TNG, GAA+ITG, ITG, RDMT2, DMT2, CDMT2.

5.6 ANALISIS CUANTITATIVO
5.6.1 CURVAS DE CALIBRACION

Como resultado de realizar la dilucion estatica descrita en los métodos TO-01 y
TO-17 de la EPA se obtuvo un bulbo gaseoso.

Las concentraciones en el bulbo de diluciéon estdtica y en la bala gaseosa de los
compuestos en estandares gravimétricos gaseosos se presentan en la Tabla 14. Estas
concentraciones se ocuparon para hacer las curvas de calibracién, al inyectar ciertos
volumenes del compuesto, en forma gaseosa, en el CG-EM-DIF del CCA, UNAM.

En la Figura 5.20 se muestra una de las curvas de calibracion obtenidas.
70



\ Tabla 14. Concentraciones de los compuestos

Compuesto Concentracion
gaseosa (vug/ml)
Etanol 3.7+£0.2
Butano 0.00203+0.00001
Acetona 74102
Isopreno 6.3+0.2
2-butanona 751202
2-pentanona 7.5+0.2
2-etoxietanol 38.9+0.2
1-pentanol 7.6+0.2
2-hexanona 751202
Benzaldehido 9.7+0.2
Limoneno 11.7£0.2
Ciclohexano 0.00289 + 0.00001
m/p-xileno 0.001769 + 0.000009
m-xileno 0.00347 £ 0.00002
Undecano 0.00480 + 0.00002
Butano
s
z Y = (1.39809+0.12)x108X + 1107379527
-=§ 2 Rf =0.93 //.
s /
- 1.5 = e
] il
1
* / *
05 7
0
0 0.005 001 0.015 0.02

Cantidad del estandard (ug)

Figura 5.20. Curva de calibracion del butano.

5.6.2 CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS EN LAS MUESTRAS DE ALIENTO

Con el aqjuste de las curvas de cadlibracion, se pudieron obtener las
concentraciones de los compuestos en el aliento en los diferentes grupos de estudio.
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La Tabla 15 muestra el promedio de la concentracidon en partes por billén volumétricas
(PPBv) de estos compuestos en los diferentes grupos estudiados en este trabagjo.

entracion d itos en el dliento
Metabolito/Grupo NGT ITG GAA+ITG RDMT2 DMT2 CDMT2
Etanol 542+0.5 | 540+0.3 | 53.0+0.8 55+ 1 53.9+0.4 52.0+0.4
Butano 90+ 19 114+ 30 128 + 52 85+ 27 54+12 20t 6
Acetona 265+ 41 | 256+16 | 158419 | 188+23 | 391+136 2]25]2531
Isopreno 122+ 17 13919 9519 125+ 41 243+ 72 118+ 25
2-Butanona 71+£2 78+ 4 658+ 0.5 71+£2 81+4 68 +3
Ciclohexano 207 16+5 6+3 145 22+5 541
2-Pentanona 278+0.4 30+ 1 27.7+0.4 28.2+0.8 32+ 1 27.1£0.8
2-Etoxi Etanol 183+ 2 188 + 4 189 +8 184+ 1 184+ 2 179 £0.2
1-Pentanol 39+1 38.2+0.5 | 38.6+0.9 38.9+0.8 | 40.0+0.8 | 37.1+0.3
2-Hexanona 274105 | 27.9+0.7 | 27.2+0.7 28.1+0.8 | 30.4+0.7 26.1£0.2
p Xileno 9+3 40+0.6 3.9+£09 2.8+0.5 4.6+0.5 2.2+0.7
m Xileno 11+4 40+0.6 4+ 2.8+0.5 4.6+0.6 2.3+ 0.8
Benzaldehido 76+ 4 87+ 4 72+ 1 80+ 6 83+3 74+ 3
Limoneno 313 48 + 14 30+3 24.6 £ 0.5 53+13 252
Undecano 4.1+£0.6 3.5+£0.6 3.4+£09 3.1+0.4 6.4+0.7 3.3+0.5

En la Tabla 15 se muestran las concentraciones de 15 compuestos que se
presentan en el aliento.

Esencialmente todos son biomarcadores potenciales de la DMT2. Aunque
también se observan las concentraciones de los compuestos de los pacientes con
prediabetes, siendo algunos los que cuentan con alguna diferencia significativa para
apuntar a esta condicion metabdlica. También se observan las concentraciones para
el grupo con tolerancia normal a la glucosa (NGT), los cuales han sido estudiados como
linea basal entre sujetos sanos y diabéticos por Gallego (2016).

Con la identificacion y cuantificacion de los compuestos orgdnicos voldtiles en el
aliento, es posible acercarnos a la investigacion de métodos mds prdcticos, para el
diagndstico de la enfermedad, como la utilizacion de sensores de deteccidon especifica
de estado sdlido, narices electronicas y dispositivos POC.

Actualmente existen diversas investigaciones en las cuales se han creado
sensores de alta sensibilidad de compuestos.

Li (2016) y colaboradores han desarrollado un sensor de gran sensibilidad (11.06
ug/ml) de 2-butano gaseoso, elaborado con hojas de g-C3N4 y nanoparticulas de éxido
de cobre anadidas.

Wei (2012) y colaboradores han desarrollado un sensor a base de nitruro de indio
con resolucion por debajo de partes por billén (ppm) para la deteccion de acetona en
el aliento en sujetos diabéticos.
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Lee (2015) desarrolld un sensor sensible a terpenos como el limoneno con
resistencias tipo puente y tecnologia CMOS. Este sensor es capaz de detectar
concentraciones de pocas ppbyv de limoneno.

Chatterjee (2013) y colaboradores desarrollaron una nariz electrénica (e-nose) a
partir de sensores de resistencia cudntica y nanocompuestos de polimeros conductores.
Ellos se basaron en un conjunto de metabolitos identificados como biomarcadores del
cdncer de pulmon. Este dispositivo es capaz de detectar una serie de compuestos, entre
ellos etanol, acetona, propanol, 2-butanona, ciclohexano, isopreno y xileno en
concentraciones hasta por debajo de concentraciones del orden de ppm.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Respecto ala caracterizaciéon y clasificacion de pacientes, se concluye que toda
investigacion clinica, que involucra a seres humanos, conlleva una gran complejidad.
Un ejemplo que se observd claramente en este trabajo, fue que, dado que se investigd
a fondo la condicién médica de los pacientes; no todos los pacientes clasificados en el
grupo de confrol podrian definirse con un cuadro sano, se clasificaron como
normoglicémicos dado que sus condiciones diagnosticadas fueron consideradas
irelevantes para nuestro estudio. De igual manera los sujetos que presentaban cuadros
de prediabetes y diabetes también presentalban condiciones diversas no asociadas con
la diabetes directamente, pero si asociadas a factores genéticos, ambientales,
socioculturales, nutricionales, geogrdficos, entre otros, que originan ambas condiciones
de manera independiente.

Respecto al andlisis de correlacién visual de los cromatogramas se concluye que
fue posible observar diferencias significativas, tanto en cromatogramas con senal DIF y
con senal EM entre los 6 grupos de estudio. Ademds, que es posible el andlisis cualitativo
por forma de pico de los compuestos de interés en el equipo de CG-EM-DIF empleado.
Esto es que, para un cierto compuesto su pico, en los diferentes grupos de estudio con
una condicion prediabética o diabética, se puede apreciar como un pico con curvas
suaves y amplias si tiene niveles bajos de abundancia y picos en forma de impulso para
niveles altos de abundancia del compuesto en el aliento comparados con el pico del
compuesto para sujetos del grupo TNG.

Referente al andlisis cualitativo de las muestras de aliento, se observd que al
hacer el confraste entre el grupo TNG vy los grupos prediabéticos, algunos de los
metabolitos estudiados en este tfrabajo representan potenciales biomarcadores para la
prediabetes.

Estos potenciales biomarcadores se puede clasificar en tres casos. El primer caso
es que el metabolito estudiado en ambos grupos de prediabetes contrastado con el
grupo TNG cuente con una diferencia significativa y que el error estandar no se fraslape
entre los tres grupos. Este caso se consideraria un biomarcador potencial primario, ya
que para los dos tipos de prediabetes se estaria detectando la condicién metabdlica
de prediabetes. Los potenciales biomarcadores primarios encontrados en este frabajo
son la 2-butanona, el 1-hepteno y el p-xileno.

El segundo caso es que el metabolito estudiado solo tenga una diferencia
significativa para uno solo de los grupos prediabéticos respecto al contraste con el
grupo TNG y que el error estandar de este grupo prediabético no se traslape con el del
grupo TING. Y mas importante, que tenga una diferencia apreciable entre medias y error
estadndar del ofro grupo prediabético. En este caso el metabolito se consideraria como
biomarcador secundario, con el cual se podria diferenciar entre nuestros dos grupos que
caracterizan a la condicion prediabética. Algunos compuestos enconfrados como
potenciales biomarcadores secundarios son la acetona, el 1-propanal, el benzaldehido
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y el compuesto Y. El imoneno, a pesar de cubrir con los requisitos de este caso, tiene un
historial extenso en la literatura de ser correlacionado con enfermedades hepdticas, 1o
cual, de ser considerado como Unico biomarcador, dificultaria un diagndstico acertado
de ambas enfermedades. Esto expone que un biomarcador puede tener un amplio
espectro para detectar enfermedades, por lo que seria conveniente considerar para un
diagndstico de enfermedad un conjunto de metabolitos alterados.

El tercer caso se define por dos condiciones, una es que las medias entre los tres
grupos tengan valores muy similares sin importar el error estdndar, la segunda condicion
es que el error estdndar de alguno de los 3 grupos sea tan grande que englobe la media
y el error estdndar de los ofros dos grupos. Ninguno de los compuestos que caen bajo
estas condiciones serdn considerados como potenciales biomarcadores de diagndstico
para la prediabetes.

Una vez ya analizados los compuestos, para clasificarlos en alguno de los casos
anteriormente mencionados, si se ordenan los compuestos en base al niUmero de
moléculas de carbono, de menor a mayor, se observa que los compuestos muy ligeros
y ligeros se asocian mayormente a una diferencia entre el grupo TNG y el grupo
prediabético GAA+ ITG, y los compuestos pesados se asocian mayormente a una
diferencia entre el grupo TNG y el grupo ITG.

Se concluye que algunos biomarcadores tienen comportamiento lineal, facil de
analizar con diferencias apreciables entre cada etapa entre un paciente sano y un
paciente con diabetes diagnosticada, sin embargo, otros compuestos parecen no tener
este comportamiento lineal, lo cual hace que su uso como un biomarcador primario sea
dificil, ya que, al no seguir una tendencia lineal de crecimiento o decrecimiento, dos
estados diferentes de salud pueden darnos una misma medida en este biomarcador.

Como ejemplo de esto, en caso de elegir a la acetona como un biomarcador
de seguimiento desde etapas sanas, hasta la etapa critica de la enfermedad, se
observaria al principio una caida en los valores de concentracion, y de aqui al
presentarse la enfermedad, los niveles empezarian a aumentar. Seria necesario
considerar ofros biomarcadores potenciales, para determinar el estado del paciente, si
no hay un registro completo de su evolucion.

El andlisis de los resultados de Figura 5.12 y Tabla 11, concernientes al andlisis de
pacientes en diferentes estadios de DMT2 comprueban y respaldan los resultados
obtenidos en el frabajo previo de Gallego (2016).

Los componentes principales, del andlisis de componente principales, de los tres
grupos estudiados en el 5.5.3 mostraron una buena descripcion de la varianza.

Aunque todos los compuestos han presentado ser potenciales biomarcadores
para la diabetes, los componentes principales, para los grupos TNG y prediabéticos,
coincidieron con compuestos poco significativos en el estudio cualitativo de los
compuestos. Este mismo resultado se repitid para el ACP de los 6 grupos estudiados. Se
concluye que para estos dos casos estos componentes mostraron la mayor estabilidad
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y similitud en el ACP, a diferencia del ACP para los grupos TNG y diabéticos, donde los
componentes principales coinciden con compuestos con variaciones significativas del
grupo TNG. Por tanto, los componentes principales de mayor relevancia para sujetos
prediabticos resultan no ser una gran opcidon como potenciales biomarcadores de la
prediabetes.

Ademds, el ACP nos presentd una buena diferenciacién entre grupos con el
andlisis visual de los mapas de factores individuales de los grupos estudiados,
especialmente para sujetos con CDMT2 y DMT2.

El andlisis estadistico descriptivo respalda la postulacién de los biomarcadores
primarios para la prediabetes. En este andlisis se observd que tentativamente el 2,4,6
timetilneptano puede ser considerado como un compuesto de interés para la
prediabetes, pero el andlisis cualitativo y el error estdndar considerado en la mediciéon
no lo respaldan.

Con el andlisis de varianza del 1-heptano y la 2-butanona se respalda la
propuesta de que estos compuestos sean considerados como potenciales
biomarcadores primarios y el 1-propanol como potencial biomarcador secundario.

Con el andlisis cuantitativo de algunos de los potenciales biomarcadores para la
diabetes encontrados por Gallego (2016), se obtuvo la concentfracion de 2 de los
potenciales biomarcadores primarios para la prediabetes, la 2-butanona y p-xileno. Las
concentraciones que fueron calculadas para potenciales biomarcadores secundario
de la prediabetes fueron para la acetona, el isopreno, el Ciclohexano, el benzaldehido
y el limoneno.

Se recomienda como método mdas confiable de diagndstico de la prediabetes
por medio del aliento exhalado, la utilizacion de grupos de compuestos, como una
combinacion de los potenciales biomarcadores en este trabagjo definidos como
primarios y secundarios. Con la finalidad de asegurar la identificacion de la condicion
de salud especifica en la que se encuentra el paciente.

Al concluir esta fase de la investigacion, la cual abordd la problemdatica del
diagndstico temprano de la diabetes en la poblacién mexicana de una manera no
invasiva, al enfocarnos en identificar potenciales biomarcadores para la prediabetes y
diabetes en el aliento humano, el siguiente paso natural de este proyecto es la
investigacion de detectores o sensores que puedan identificar los compuestos gaseosos
de hasta algunas centenas de ppbyv, y posteriormente la construccion de dispositivos
mas eficientes y asequibles que puedan incluir los detectores del grupo de compuestos
elegidos para el diagndstico de la enfermedad.
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