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RESUMEN

La masa madre de cultivo (MMC) conocida comunmente como masa madre, es la
mezcla de harina y agua, que de forma espontanea es fermentada por bacterias y/o
levaduras de acido lactico, que se originan en la harina y el medio ambiente
circundante. El cultivo iniciador de masa fermentada toma un promedio de siete dias
e implica reponer los microbios con harina fresca y agua diariamente. Una vez que
el iniciador esta listo, se agrega una pequefia porcion a los ingredientes base de la
masa madre para iniciar el proceso de fermentacion. A diferencia del pan estandar,
que se produce a través de un proceso rapido de fermentacién solo con levadura,
se cree que el pan de MMC mejora la calidad del pan, incluida la textura, el sabor,
el contenido nutricional y la vida util, y reemplaza los aditivos. Ademas, durante la
fermentacién, se producen conversiones microbianas y enzimaticas de
carbohidratos de cereales, proteinas, lipidos y compuestos fendlicos,
proporcionando determinados sustratos que permiten el crecimiento de
determinados microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal.

Recientemente, se ha reportado que una microbiota intestinal saludable juega un
papel muy importante en la salud, y que un desequilibrio o disbiosis en la microbiota
normal puede contribuir a la patologia de determinadas enfermedades, aumentando
la inflamacion y contribuyendo a la disfuncion metabdlica, como puede ser el caso
de la diabetes tipo 2.

El objetivo final de la investigacidn que nos ocupa es evaluar los potenciales efectos
beneficiosos del pan con MMC en el perfil glucémico y en la composicion de la
microbiota intestinal en pacientes que tienen diabetes tipo 2.

En relacién a la metodologia que se propone en el proyecto de investigacion a llevar
a cabo, el disefio sera de corte cuantitativa mediante un estudio longitudinal y
prospectivo, analitico experimental de tipo ensayo clinico a simple ciego (dieta con
pan integral de MMC / dieta con pan integral no elaborado con MMC). Los sujetos
de estudio son dos poblaciones de 50 personas que sufran diabetes tipo 2
pertenecientes a la pedania de San José de la Vega del municipio de Murcia, que
cumplan los criterios de inclusion (diagnosticados de diabetes tipo2, con un indice
de masa corporal entre 18,5 y 40, que no estan medicados con insulina, analogos
de GLP-1 o inhibidores de DPP4, y que no hayan consumido suplementos con
prebioticos o tomado probioticos en los ultimos 2 meses), durante medio afio. Los
efectos beneficiosos para la salud de estos pacientes se intentaran demostrar
mediante perfiles glucémicos distribuidos en varias veces al dia a ambas
poblaciones, medidas con test validos, y mediante la composicién de la microbiota
intestinal a partir de las heces.

Palabras Claves: masa madre de cultivo, perfil glucémico, microbiota intestinal,
diabetes tipo 2.



ABSTRACT

The cultivated sourdough (MMC) commonly known as sourdough, is the mixture of flour and
water, which is spontaneously fermented by bacteria and / or lactic acid yeasts, which
originate in the flour and the surrounding environment. The sourdough starter culture takes
an average of seven days and involves replenishing the microbes with fresh flour and water
daily. Once the starter is ready, a small portion is added to the base ingredients of the
sourdough to start the fermentation process. Unlike standard bread, which is produced
through a rapid yeast-only fermentation process, MMC bread is believed to improve bread
quality, including texture, flavor, nutritional content, and shelf life, and replace additives.
Furthermore, during fermentation, microbial and enzymatic conversions of cereal
carbohydrates, proteins, lipids and phenolic compounds occur, providing certain substrates
that allow the growth of certain microorganisms that are part of the intestinal microbiota.

Recently, it has been reported that a healthy intestinal microbiota plays a very important role
in health, and that an imbalance or dysbiosis in the normal microbiota can contribute to the
pathology of certain diseases, increasing inflammation and contributing to metabolic
dysfunction, as it can be the case of type 2 diabetes.

The final objective of the investigation that concerns us is to evaluate the potential beneficial
effects of bread with MMC on the glycemic profile and on the composition of the intestinal
microbiota in patients with type 2 diabetes.

In relation to the methodology proposed in the research project to be carried out, the design
will be of a quantitative nature through a longitudinal and prospective, analytical,
experimental study of the simple blind clinical trial (diet with MMC wholemeal bread / diet
with wholemeal bread not made with MMC). The study subjects are two populations of 50
people suffering from type 2 diabetes belonging to the district of San José de la Vega of the
municipality of Murcia, who meet the inclusion criteria (diagnosed with type 2 diabetes, with
a body mass index between 18.5 and 40, who are not medicated with insulin, GLP-1
analogues or DPP4 inhibitors, and who have not taken prebiotic supplements or taken
probiotics in the last 2 months), for half a year The beneficial health effects of these patients
will be attempted by demonstrating glycemic profiles distributed several times a day to both
populations, measured with valid tests, and by the composition of the intestinal microbiota
from the faeces.

Key Words: culture sourdough, glycemic profile, intestinal microbiota, diabetes



1. INTRODUCCION

La diabetes esta adquiriendo caracteristicas de pandemia, es un mal que
cada dia tiene mayor fuerza y cuando se habla de alimentacion, surgen varias
alternativas para tratar de frenar este crecimiento. La incidencia de diabetes mellitus
tipo 2 aumenta constantemente y se prevé a nivel mundial supere los 500 millones
en el 2030 (1). La prevalencia mundial de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha
convertido en una preocupacién importante, con varias implicaciones para la salud
publica, la economia y el bienestar social. (2). El cuidado de la alimentacion tiene
gran influencia en este aspecto, por lo que el Especialista en Nutricion debe realizar

aportes ajustados a las necesidades.

En este sentido, varios estudios previos han investigado el impacto de los
alimentos en el perfil glucémico y la composicién en la microbiota instestinal,

considerando el cuadro clinico de pacientes con diabetes tipo 2.

Houghton et al (2018) sefialan que los avances en la secuencia molecular y
los métodos computacionales han proporcionado una comprension sin precedentes
de cédmo funciona la microbiota intestinal de forma simbidtica con el huésped,
contribuyendo a la nutricidn, el metabolismo, la respuesta inmune y la arquitectura
intestinal (1). El término "microflora" o "microbiota" hace referencia a la comunidad

de microorganismos vivos reunidos en un nicho ecolégico determinado. (3)

La microbiota intestinal influye en la recoleccion de energia, la sangre y
glucosa. Ademas, se ha demostrado que atacar la microbiota intestinal con
intervenciones de estilo de vida produce cambios significativos en composicion

bacteriana que esta alineada con mejoras en control de glucosa (1).

Esta investigacion esta dirigida a determinar los efectos del consumo de
MMC, con las caracteristicas que lo hacen diferente al pan blanco y su influencia en
la glucemia, como indices establecidos para una buena salud, asi como en la flora

0 microbiota intestinal.



Pan de Masa Madre de Cultivo

El pan de MMC es aparentemente una nueva propuesta en tendencia,
aunque su elaboracion data de 150 afos atras, de cuando no se utilizaba ningun
tipo de levadura comercial, es un compuesto de harina y agua que se fermenta de
forma natural, es un proceso lento, bajo en gluten, ademas de propiciar la
reproduccion de hongos, un cultivo simbiotico de las levaduras en alimentos, es
precisamente en las bacterias que se debe poner minuciosa atencion y su influencia
en la microbiota intestinal, asi como puede llegar a alterar los parametros

glucémicos, ya que éstos estan interrelacionados en sus funciones.

En la propia harina hay multitud de levaduras y bacterias que provocan la
fermentacién de las masas de manera espontanea. Esta forma de fermentacion, tan
antigua como los panes que con ella se elaboran, aporta un sabor y aroma

especiales a las masas y ayuda a controlar su acidez (4).

La MMC no tiene nada que ver con la harina, sino con el método de
fermentacién, pues es una levadura “viva”: un hongo unicelular que produce

enzimas, y que, a su vez, producen la fermentacion de los hidratos de carbono (5).

En la preparacion de masa madre debe representar una proporcion igual o
superior al 5% del peso total de la harina de la masa final y sin incluir aditivos. La
MMC preparada para asegurar la fermentacién de la masa de pan debera tener,
antes de incorporarla, un pH inferior a 4,2 y una acidez total titulable superior a 6.
La masa de pan debera tener un pH inferior a 4,8 antes y después de la coccion.

(6)

Un trabajo realizado por Dossche Mills, Evaluacion y caracterizacion de la
influencia de las principales variables de la masa madre sobre las propiedades de
ésta, menciona la influencia del tipo de harina en las caracteristicas de la MMC y el
pan final. Independientemente del tipo de harina, en este proceso de elaboracion de
MMC las bacterias lacticas se imponen a las levaduras. Se tiene 10 veces mas
bacterias lacticas que levaduras; este hecho apunta a que los panes que se
elaboren con esta masa seran acidos. (7)



En esta investigacion se estudia la influencia de la temperatura en las

caracteristicas de la MMC y en el pan final, obteniendo lo siguiente: figura 1(7).

Cuantificacion de los acidos ORGANICOS (LACTICO Y ACETICO) producidos

La levadura se muerea 37°

Las bacterias lacticas creceniguala37°y a
28°C

A 28°C trabajan lacticas y
levaduras

A 37° solo trabajan las lacticas

Las levaduras y las bacterias
compiten por los azliicares y
las levaduras producen Etanol
y C02 y las bacterias acidos

A 37°C mucho mas acido

Menos acido

Como conclusién se obtuvo que una diferencia de temperatura de 9°C (de

28°C a 37°C) modifica significativamente el comportamiento de la poblacion

microbiana y de las caracteristicas de la MMC y del pan:

a) Las bacterias lacticas crecen mas rapido a 37°C que a 28°C y en 24 horas

estan en su maximo crecimiento.

b) Las levaduras crecen y mantienen los recuentos a 28°C pero a 37°C tras

alcanzar sus recuentos maximos, mueren.



c) Se acumulan mas acidos a la temperatura de 37°C que a la de 28°C.

d) La MMC final se desarrolla mucho menos a 37°C que a 28°C (las levaduras
no producen COZ2 porque estan muertas).

e) El pan obtenido a 28°C es sensorialmente mas apto (textura y apariencia

y menos acido).

f) El pan obtenido a 37°C presenta peores caracteristicas sensoriales.

Efectos de la Harina de Trigo

Los efectos del trigo en el organismo son estudiados para determinar sus
beneficios, incluso la enfermedad celiaca, la alergia al trigo, la sensibilidad al trigo
no celiaca, la malabsorcion de fructosa y el sindrome del intestino irritable (8). Asi
mismo, Kissigin (2015) en su articulo resalta que las tecnologias de germinacién y

fermentacidon pueden alterar efectivamente ciertos componentes inmunorreactivos
(8).

El trigo pertenece a la familia de las semillas y dispone de espigas terminales
que estan conformadas por tres 0 mas galopadas de granos, a partir de los cuales,
una vez triturados, dan como resultado a la harina. El grano del trigo es utilizado
para hacer también la harina integral, sémola, cerveza y una gran variedad de

productos alimenticios.

El trigo es muy rico en sales minerales, elementos cataliticos; calcio,
magnesio, sodio, potasio, cloro, azufre, silicio, zinc, magnesio, cobalto, cobre, yodo,
arseénico, vitaminas A, B, E, K, D, PP y fermentos, por ello representa una de las
bases de la nutricibn humana. Asimismo, combate el colesterol ya que contiene
acidos grasos esenciales que impiden la acumulacién del mismo en las paredes de
los vasos sanguineos, al incrementar el colesterol bueno o HDL y reducir el
colesterol malo o LDL (9). De esto deriva la necesidad de incorporarlo a la dieta

diaria para mantener una buena alimentacion.
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Ahora bien, el trigo posee gluten que es la sustancia pegajosa que queda
cuando se quita el almidén de la harina de trigo. Cuenta con 4 componentes
proteicos (gliadinas, gluteninas, albuminas y globulinas), de las cuales las gliadinas
(alfa, beta, gama y omega) y las gluteninas son las proteinas mas abundantes del
grano de trigo (10) y son las responsables de proporcionar las propiedades elasticas
de masa de pan que le permite subir. Gliadina, es responsable de los problemas

que enfrentan las personas con intolerancia al gluten.

En tal sentido, existe una nueva mezcla de lactobacilos de masa madre
seleccionados y proteasas fungicas para eliminar la toxicidad de la harina de trigo
durante la fermentacion a largo plazo, a fin de disminuir o evitar la celiaquia, que es
cuando la proteina gliadina se digiere en el intestino delgado. Es una enfermedad
digestiva y genética que causa lesiones en el intestino delgado y provoca que se
altere la absorcion de las vitaminas, minerales y demas nutrientes que contienen los

alimentos (10).

En estos el sistema de defensa autoinmune del cuerpo confunde esta porcion
de proteina con un patdgeno y ataca a las células del intestino que lo han absorbido.
Esto da como resultado dafios graves en el revestimiento del pequefio intestino,
volviendo al paciente sensible al gluten. Algunas personas presentan diarrea,
hinchazon, fatiga y sindrome del intestino irritable, que se desencadena por el gluten
en su dieta (9).

En el caso de la MMC la fermentacién es lenta, esto radica en el hecho de
que las levaduras y las bacterias tienen tiempo para predigerir la gliadina en la masa
de pan, cortandola en trozos que son tan pequefios que no irritan el intestino

delgado.

Rizzello, C. et al. (11), sefialan que la enfermedad celiaca (EC) es un
trastorno inflamatorio del intestino delgado que afecta a individuos genéticamente
predispuestos cuando ingieren gluten de cualquier especie de Triticum y proteinas
similares de cebada y centeno y sus variedades cruzadas. Una vez aplicado el
proceso de estudio donde se utilizé MMC para la fabricacion del pan y pan

elaborado de forma industrial, se obtuvo como resultado que la harina MMC es
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idonea para garantizar la calidad del pan dada la degradacion completa del gluten.
La harina secada por aspersion de S2E12 se us6 como ingrediente en el pan hecho
por fermentacion convencional a corto plazo con levadura de panaderia y agentes
estructurantes. El volumen de pan especifico de este pan era ligeramente mas bajo
que el del pan de levadura de panaderia, y el pan tenia el sabor tipico del pan de
trigo de masa fermentada como se juzga mediante una prueba de panel interno.
Dados los resultados alentadores de este estudio, la investigacion incluye un
desafio a largo plazo para pacientes con EC que esta en progreso.

Por ultimo, los parametros de textura del pan estan determinados por la
acidificacion microbiana y la velocidad de descomposicion del sustrato, es
importante caracterizar los microorganismos responsables de esas actividades. La
ecologia microbiana de la fermentacion de este tipo de masa esta determinada por
factores ecologicos (12).

Diferencias entre el pan blanco y el pan elaborado con MMC, a fin de
comprender su aporte nutricional en los pacientes diabéticos:

Tabla 1. Informacion nutricional Pan Blanco y Pan elaborado con MMC

(13-14)
Informacién Nutricional / Porcién 100 g.
Pan Masa Madre Pan Blanco
Energia 1000 K. 277 Kj
239 Kcal

Grasa 1,59. 19.
Grasa Saturada 0,3 g.
Grasa Monoinsuturada 0,6 g.
Grasa Pliinsaturada 0,4 g.
Carbohidratos 45 g. 58
Azucar 3,849.
Fibra 4g. 2,2g.
Proteina 9,4 g. 7,849.
Sal 2,75g. Agua 31
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Microbiota intestinal en determinadas patologias y diabetes

Muchos estudios se han llevado a cabo para determinar la influencia de los
alimentos en los niveles de glicemia en el organismo humano, en el caso de esta
investigacion se relacionan tres factores importantes como son el consumo de pan
elaborado con masa madre de cultivo (MMC) y como incide en el indice glucémico
y la microbiota intestinal para el caso de un diabético tipo 2, siendo esta condicion

la mas comun.

Se ha demostrado que la microbiota intestinal de los obesos y de los
pacientes con diabetes tipo 2 esta alterada, siendo en estos casos mas eficiente en
la extraccidn de energia a partir de los alimentos, cuando es comparada con aquella
de los individuos sanos. Estos eventos conllevan al aumento de las concentraciones
plasmaticas de LPS y el consiguiente desarrollo de un estado inflamatorio de bajo
grado que facilita la aparicion de resistencia insulinica y diabetes tipo 2. En la
actualidad, es considerada como un actor importante en la regulacién del
metabolismo energético del organismo (15).

lcaza-Chavez en su investigacion “Microbiota intestinal en la salud y la
enfermedad”, sefala que Alrededor del 50% de la masa fecal esta constituida por
bacterias. Esta poblacion se compone de ftrillones de microorganismos
pertenecientes, fundamentalmente, a 4 filas: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Proteobacteria, con un predomino de las 2 primeras en un 90%.
(16)

También, mencionan que la funcion de la microbiota intestinal es considerada
como un 6rgano metabolico, con funciones en la nutricidn, la regulacion de la
inmunidad y la inflamacién sistémica. Tiene enzimas que transforman a los
polisacaridos complejos de la dieta, que el intestino humano no puede digerir ni
absorber, en monosacaridos y acidos grasos de cadena corta (AGCC),
principalmente acético, propidnico y butirico. Los 2 primeros se absorben a la
circulacién portal y el tercero es empleado por los colonocitos como fuente de
energia. Los AGCC pueden ser transportados al higado para ser usados en la

sintesis lipidica; de hecho, se estima que las calorias derivadas de esta digestion
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bacteriana constituyen alrededor del 10% de toda la energia que absorbemos. La
cantidad de AGCC en el colon y en la sangre son importantes para la
inmunorregulacién del hospedero. Algunos estudios reportan efectos positivos de
los AGCC en pacientes con alteraciones inflamatorias del intestino; dichos

individuos tienen concentraciones mucho menores de AGCC.

La obesidad es el resultado del consumo de alimentos altos en energia,
azucares y grasas saturadas, sin embargo, parece ser que el simple incremento en

la ingestion de calorias no explica completamente la actual epidemia de obesidad.

El metabolismo y la inflamacién se asocian de manera estrecha y hallazgos
recientes han identificado que, en particular, el sistema inmune innato, que nos
protege de infecciones, puede contribuir con la obesidad y la resistencia a la
insulina. El efecto metabdlico de la microbiota en relacion con la extraccion de la
energia se entiende gracias al rol que juegan estas bacterias al transformar
nutrientes complejos, como fibra dietética y mucina, en azucares simples y acidos
grasos de cadena corta. Sin el efecto de la microbiota intestinal tanto la fibra

dietética como la mucina serian eliminadas en las deposiciones (10).

La ingesta de una comida con alto contenido de grasa en sujetos sanos
aumenta las concentraciones plasmaticas de LPS, al aumentar la proporcion de
bacterias gram negativas en el intestino, contribuyendo al desarrollo de un estado
inflamatorio post-prandial y a la activacion de las células endoteliales. Se incrementa
la presencia de Bacteroidetes y un mantenimiento de la cantidad de Firmicutes en
sujetos obesos sometidos a dietas de restriccion caldrica, bajas en carbohidratos

y/o grasas. (10)

Ahora bien, existen factores nutricionales que pueden afectar o modular el
sistema inmunitario. Entre ellos se incluyen la ingesta total de calorias (tanto el
exceso como el déficit), grasas totales, tipo de grasas, vitaminas A, B6, C, Dy E,
carotenoides, hierro, zinc y selenio. Las investigaciones sugieren que la alteracion
o modulacion de la respuesta inmunitaria a través de la dieta puede ser util para
prevenir o para tratar una amplia variedad de patologias como hipertension arterial,

resistencia a la insulina, diabetes, infecciones, asma, alergias alimentarias, etc. (17)

14



En este sentido, se deben mencionar los probidticos y prebioticos, los cuales
ayudan en la modulacion de la microbiota intestinal. Los probidticos se definen como
microorganismos viables, inocuos, que, al ser ingeridos en cantidades suficientes,
influyen beneficiosamente sobre la salud del hospedador, a través de sus efectos
en el tubo intestinal, mientras que los prebidticos se definen como oligosacaridos no
digeribles, como la inulina y la oligofructosa, que sirven de sustrato para
fermentacién a la microbiota intestinal y mejora el crecimiento de microorganismos
beneficiosos como Bifidobacterium y Lactobacillus spp. Se ha demostrado que el
consumo de probioticos y prebidticos se asocia a una mayor concentracién de
bacterias positivas y a una disminucion de las granegativas en las heces, con la
consiguiente disminucion de los niveles de LPS circulante, lo cual podria disminuir
el desarrollo de la endotoxemia, y por ende, el desarrollo de obesidad y resistencia
insulinica (10).

Por otro lado, los efectos de los probidticos en la diabetes tipo 2 han sido
ampliamente demostrados en estudios con animales, con reduccion de
bacteroidetes, mayor abundancia de SCFA- bacterias productoras, disminucion de
los niveles de inflamacién moléculas TNFa, IL-1, IL-6; niveles aumentados de GLP-
1, y mejor resistencia a la insulina. Ademas, los probioticos reducen los fenotipos
inflamatorios, mejoran la disfuncion celular, y pueden tener efectos beneficiosos en
la pared intestinal, reduciendo la permeabilidad intestinal y prevenciéon de la
translocacion de LPS bacteriano (18).

Otra definicion importante de desarrollar para esta investigacion es la
diabetes, la cual es una enfermedad cronica causada por herencia o adquirida, es
la deficiencia en la produccién de insulina por el pancreas o la incapacidad del
cuerpo para hacer un uso adecuado de la insulina producida (19). Es frecuente
encontrar que la diabetes se asocia a obesidad, diabesidad o a hipertension e
hipercolesterolemia, y que forma parte del llamado sindrome metabdlico (SM), que
se relaciona con una alta probabilidad de desarrollar problemas cardiovasculares
(20).
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La diabetes mellitus (DM) tiene tres tipos: T1DM, T2M y DM gestacional
(GDM), de ellos T2DM es mas frecuente. Multiples genes y sus interacciones estan
involucrados en la via de secrecion de insulina. El receptor de sulfonilurea codificado
por el gen ABCCS, junto con el canal de iones de potasio rectificador interno (Kir6.2)
regula la secrecion de insulina por el canal K + (KATP) sensible a ATP ubicado en
las membranas plasmaticas. La interrupcion de estas moléculas por diferentes
mutaciones es responsable del riesgo de DM. Varios polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) del gen ABCC8 y su interaccion estan involucrados en la
patogenicidad de la DM. Esta revision resume la evidencia actual de la contribucion
de las variantes genéticas ABC8 al desarrollo de DM. (21)

Como ya se ha dicho, en resumen, la DM puede ser hereditaria o adquirida
y la alimentacion tiene mucha importancia, sobre todo por los efectos que tiene en
la microbiota intestinal, varios estudios han llevado a descubrimientos interesantes
que abren las fronteras para innovadores tratamientos de muchas enfermedades,
incluida la diabetes tipo 2. Datos disponibles sugieren que la microbiota humana
juega un papel importante en el inicio y mantenimiento de la resistencia a la insulina

en estos pacientes. (22)
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2. OBJETIVOS

Evaluar los potenciales efectos beneficiosos del pan con Masa Madre de

Cultivo (MMC) en el perfil glucémico y en la composicion de la microbiota intestinal

en pacientes que tienen diabetes tipo 2.

Como objetivos especificos se han establecido:

. Determinar los efectos del consumo de pan de masa madre en el perfil

glucémico de pacientes diabéticos tipo 2.

Determinar los efectos del consumo de pan de masa madre en la
composicion de la microbiota intestinal de pacientes diabéticos tipo 2.
Identificar los beneficios o ventajas del consumo de pan de masa madre para

pacientes diabéticos tipo 2.

3 HIPOTESIS

Se han planteado 2 hipotesis relacionadas con los objetivos de estudio:

H1: El consumo de pan de MMC mejora el indice glucémico y otros
parametros sanguineos como la hemoglobina glucosilada en pacientes
diabéticos tipo 2.

H2: El consumo de pan MMC ayuda en el restablecimiento o cambio
significativo en la composicion de la microbiota intestinal de pacientes

diabéticos tipo 2.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Diseino del estudio

Este estudio es de tipo cuantitativo mediante un estudio longitudinal y
prospectivo, analitico experimental de tipo ensayo clinico a simple ciego, donde se
estableceran 2 grupos: uno con pan integral de MMC y el otro con dieta de pan
integral no elaborado con MMC. Los efectos beneficiosos para la salud de estos
pacientes se intentaran demostrar mediante perfiles glucémicos distribuidos en
varias veces al dia a ambas poblaciones, medidas con test validos, y mediante la
composicién de la microbiota intestinal a partir de las heces.

4.2. Pacientes

Los sujetos de estudio son 50 personas que sufran diabetes tipo 2
pertenecientes a la pedania de San José de la Vega del municipio de Murcia, que
cumplan los criterios de inclusion (diagnosticados de diabetes tipo 2, con un indice
de masa corporal entre 18,5 y 40, que no estan medicados con insulina, analogos
de GLP-1 o inhibidores de DPP4, y que no hayan consumido suplementos con
prebiodticos o tomado probidticos en los ultimos 2 meses), durante medio afio.

4.3. Criterios de inclusion y exclusién

Aquellas personas que cumplan con los criterios establecidos seran incluidas

en este estudio:
a) Pacientes que sufran de diabetes de tipo 2.

b) Pacientes de ambos sexos con un indice de masa corporal entre 18,5y
40.

c) Usuarios de San José de la Vega del Municipio de Murcia (Espafia).

d) Pacientes no medicados con insulina, analogos de GLP-1 o inhibidores de
DPP4.
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f) Personas que no hayan consumido suplementos con prebiodticos o

probiéticos en los ultimos 2 meses.
Los pacientes excluidos son:

a) Pacientes que no sean diabéticos.

b) Personas que no pertenezcan a San José de la Vega del Municipio de
Murcia (Espafia).

c) Menores de 18 afios.

d) Quienes no firmen la autorizacion para el seguimiento médico respectivo.

4.4, Calculo del tamano de la muestra

El tamafo de la muestra se determinara por la incidencia del nivel glucémico
anual entre el periodo 2018-2019 en Espafa. Se realizara el procesamiento de
datos con el software Epidat®. En la investigacion habra 50 participantes, de alli 25
consumira pan integral con MMC y los otros 25 sujetos consumiran pan integral sin
MMC. Las variables cuantitativas se compararan mediante una prueba F de
ANOVA.

4.5. Instrumentos y medidas

Para los datos sociodemograficos. Se empleara, antes de la intervencion un
cuestionario con datos sociodemograficos donde se obtendra: la edad (afios), sexo
(hombre, mujer), nivel académico (basico/sin estudios, medios, superiores), estado
civil (soltera, casado-en pareja, separado-divorciado y viudo) y ocupacion (trabaja,
desempleado, jubilado/pensionado).

En cuanto a los datos antropométricos y clinicos. Se hara una evaluacion
antropomeétrica, midiendo el peso (kg) y la estatura (m), con ello, se calculara el
indice de masa corporal (IMC) en kilogramo por metro cuadrado (kg/m2). A la vez
se efectuara un examen médico de heces y sangre, para registrar el perfil glucémico
y los valores de la microbiota intestinal antes y después de la intervencion en ambos
grupos de participantes.
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Para obtener los datos nutricionales, se aplicara un cuestionario antes,
durante y después de la intervencion para llevar un control y seguimiento del mismo.
A los sujetos de estudio se les realizara una serie de preguntas (cuestionario) para
conocer sobre su frecuencia alimentaria y consumo del pan integral en cada grupo
de participantes. Un nutricionista se encargara de registrar los datos de la ingesta
del pan integral con MMC y sin MMC.

Las variables de la glucosa en la sangre se mediran en ayuno por la mafana, y
luego dos horas post prandial de glucosa en la sangre, a través de un glucémetro
donde los pacientes registraran los resultados diariamente por 6 meses
consecutivos. La hemoglobina glucosilada (HbA1c) y un test bioquimica completo
(Colesterol, colesterol LDL, colesterol HDL y TG) y un test de disbiosis intestinal,
determinando la ultrasecuenciacion de 16S rRNA través del analisis bioinformatica

comparativo al inicio, 3 meses y 6 meses.
4.6. Variables

La variable independiente sera cualitativa: consumo de pan integral con MMC
y sin MMC.

La variable dependiente sera la incidencia de la MMC en los participantes:
e Sexo (hombre, mujer)
e Edad (anos)
e Estado civil (soltero, casado-en pareja, separado-divorciado, viudo)
¢ Nivel de estudios (basicos/sin estudios, medios, superiores)
e Ocupacion (trabaja, desempleado, jubilado-pensionista)
e Estatura (m)
e Peso (kg)

e IMC (kg/m?)
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e Examen de heces (microbiota intestinal), al inicio del estudio, a los 3
meses y a los 6 meses, por medio del test de disbiosis intestinal, para
evaluar la microbiota intestinal, su actividad metabdlica, marcadores
intestinales y su composicién. Determinando los géneros bacterianos
mediante ultrasecuenciacion de 16S rRNA (RNA ribosomal 16S) para
compararlo con el resto de microbioma sanos secuenciados a través

del analisis bioinformatica comparativo.

e Nivel de glicemia a través de prueba de sangre, hemoglobina
glucosilada (HbA1c) inferior al 7 %, al inicio del estudio, a los primeros
3 meses y luego a los 6 meses, prueba con glucémetro diaria
(prepandial y postprandial) por parte del paciente donde anote los
resultados durante los ultimos 6 meses, mas la realizacion de test
bioquimica completo (Colesterol, colesterol LDL, colesterol HDL y TG)
al inicio del estudio, a los 3 meses y a los 6 meses.

4.7. Procedimiento de recogida de datos

Los cuestionarios de recogida de datos seran aplicados en el centro de
atencion primaria del lugar de residencia de los participantes pertenecientes a la
pedania de San José de la Vega del municipio de Murcia. Los participantes seran
convocados en grupos de 10 para la aplicacién de los cuestionarios. La aplicacion
sera llevada a cabo por una enfermera del centro médico que previamente instruida
para los efectos de la investigacion. Se acondicionara la sala con suficientes luz, en
la aplicacion del cuestionario primeramente se recolectaran datos personales, bajo
fecha, edad y sexo, para hacer una codificacidn para registrar de manera adecuada
la informacion de los mismos. Esta informacién sera custodiada en el centro médico
y bajo confidencialidad. Luego, seran vaciados y digitalizados para un posterior
analisis estadistico.
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4.8. Intervencion

La intervencion consistira en la ingesta diaria de pan integral con masa madre
(MMC) durante medio afio (6 meses), 2 piezas de pan por la mafiana y 2 piezas de
pan en la cena. Mientras que el 2do grupo consumira pan integral no elaborado sin
masa madre, también por medio afo, consumiendo 2 piezas de pan en los
desayunos y 2 piezas de pan en las cenas. Ambos tipos de panes (con masa madre
y sin masa madre) sera producido en panaderias seleccionadas para los
participantes, previo estudio de la informacién nutricional y contenido de bacterias
presentes en las masas y registrado en una base de datos por el nutricionista.

Los investigadores estaran cegados a los tratamientos, ya que no tendran
conocimientos sobre las sucesivas evaluaciones y de los participantes que han sido

incluidos en los diferentes grupos.

4.9. Analisis de los datos

El analisis de los datos sera estadistico utilizando el software SPSS® de
IBM®. Se hara un estudio descriptivo univariante de las variables en cada uno de
los grupos, calculando estadisticamente la media y desviacion estandar de las

variables cuantitativas, en frecuencia y porcentaje de las variables cualitativas.

Las variables cuantitativas seran comparadas a través de la prueba F de
ANOVA simple, previa comprobacién de los supuestos de normalidad, con la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Si no se cumple con el supuesto de normalidad. Las variables cualitativas se
compararan por medio de la prueba chi-cuadrado. Calculando la incidencia anual
de las de personas con niveles glucémicos, comparando la incidencia mediante una

prueba chi-cuadrado.

Por ultimo, se aplicara un modelo predictivo teniendo en cuenta los datos de

la ingesta nutricional correspondientes al consumo de pan integral con MMC y pan
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integral sin MMC, en relacion en edad, sexo, nivel académico, estado civil, entre
otros.

5. ASPECTOS ETICOS

La investigacidon sera aprobada los érganos correspondientes del centro de
atencion primaria pertenecientes a la pedania de San José de la Vega del municipio
de Murcia para su aprobacion y conformidad.

El estudio cumplira con los principios éticos establecidos por la Declaracién
de Helsinki para la experimentacion con personas, aprobada por la Asociacion
Médica Mundial.

Igualmente se les informara a los participantes sobre el proposito y
procedimientos del estudio, ya que para su participacion, deberan firmar un
consentimiento informado. El estudio se regula por lo plasmado en la guia de Buena
Practica Clinica, bajo la norma internacional de calidad ética y cientifica aplicable al
disefio de los ensayos clinicos con seres humanos, promulgada por la Conferencia
Internacional de Armonizaciéon. También se ajustara a los principios de la

Declaracion de Helsinki en relacion a la investigacion Biomédica.
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