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ABREVIATURAS

ADA: American Diabetes Association

ATP: Trifosfato de adenosina

CONEVAL: Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social
ENC: Enfermedades No Comunicables

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

ENSANUTMC: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino.
DCCT: Diabetes Control and Complications Trial

FPG: Fasting Plasma Glucose

GLP-1 RA: Agonista del Receptor de Péptido Similar al Glucagon

HbA1c: Hemoglobina glicada

IDPP-4: Inhibidores de la Dipeptidil Peptidasa 4.

IMC: indice de Masa Corporal

NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program

NOM: Norma Oficial Mexicana

OGTT: Oral Glucose Tolerance Test

SGLT2i: Inhibidor del Cotransportador Sodio — Glucosa 2.

SUR: Sulfonilurea Receptor

2-h PG: Glucosa postpranial a las 2 hrs.



1. RESUMEN

La Diabetes Tipo 2 (DT2), es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que
produce. Es una enfermedad de gran relevancia para nuestro pais, debido a su alta
incidencia y alta tasa de mortalidad, ademas de los costes sociales y econdmicos que
genera.

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud 2012, 9.2 % (6.4 millones de personas) de la
poblacion mexicana padece algun tipo de diabetes mellitus. EI 90% (5.76 millones de
personas) padecen diabetes tipo 2 (DT2), de los cuales, el 25% (1.44 millones de personas)
estd en control glucémico.

El presente estudio se enfoca en el estudio farmacogendmico de la glibenclamida, una
sulfonilurea de segunda generacién que actua en el receptor SUR-1 y la posible asociacién

de la eficacia terapéutica con variantes alélicas de los genes ABCC8 y KCNJ11.

Se reclutaron pacientes diabéticos del hospital regional de alta especialidad de Ixtapaluca,
se obtuvo muestra de sangre periférica y se realizaron las genotipificaciones para
polimorfismos del gen ABCCS8, rs757110 (S1369A), rs1799854 (exén 16 -3C/T) y KCNJ11,
rs5219 (E23K).

Se realizaron analisis estadisticos bivariados en los que se encontrd que los pacientes
diabéticos que toman la terapia combinada, tienen niveles mas bajos de glucosa en ayuno

y HbA1c.

Se construyd un algoritmo predictivo en el que se encontré que para el polimorfismo
rs1799854 (exdn 16 -3C/T) del gen ABCCS, la probabilidad de estar no controlado si se es
portador del alelo menor (T) y se toma la terapia combinada, es hasta 30% mayor que si se
se toma metformina. Este estudio encontrd que existe asociacidn entre la terapia utilizada
en pacientes con diabetes tipo 2, la presencia del alelo menor para el polimorfismo del gen

ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y el control glucémico evaluado por HbAlc.



2. INTRODUCCION

2.1 Definicion

La diabetes es definida como una enfermedad crdnica y compleja que aparece cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que produce y que requiere de cuidado médico continuo con estrategias

multifactoriales de reduccién de riesgos, mas alla del control glucémico (1,2).

Segun la American Diabetes Association, la diabetes puede ser clasificada en las siguientes

categorias:

1. Diabetes tipo 1: Usualmente debido a destruccién autoinmune de las células beta
pancredticas, lo que lleva a una deficiencia absoluta de insulina.

2. Diabetes tipo 2: Debido a pérdida progresiva de la secrecién de insulina por parte
de la célula beta, frecuentemente como respuesta a la resistencia a insulina.

3. Diabetes mellitus gestacional: Diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
semestre del embarazo.

4. Tipos especificos de diabetes debidas a otras causas: Sindromes monogénicos como
la diabetes neonatal y maturity-onset diabetes of the young (MODY), enfermedades
del pancreas exécrino como fibrosis quistica y pancreatitis y la diabetes inducida por

farmacos como los glucocorticoides.

2.2 Panorama mundial de la diabetes

La diabetes es una enfermedad que afecta a escala global y su prevalencia ha aumentado a
través del tiempo (4.7% en 1980 a 8.5% en 2014) y con mayor rapidez en los paises de
ingresos medianos y bajos (1). Se ha estimado que aproximadamente un 87%-91% de los
diabéticos de la poblacidon en paises con ingresos altos, padecen diabetes tipo 2, siendo mas
prevalente este tipo a diferencia de la diabetes tipo 1, la cual se reporta con una prevalencia

estimada de 7%-12%. (3)



La diabetes es considerada como una de las emergencias de salud del siglo XXI, ademas, se
encuentra dentro de las primeras 10 de causas de muerte a nivel global, junto con otras
tres enfermedades consideradas como enfermedades no transmisibles (ENT) como la
enfermedad cardiovascular, cancer y enfermedades respiratorias, entre las cuales son
responsables del 80% de las muertes prematuras y se cree que una contribucion a este
porcentaje es debido a que cerca del 30-80% de las personas con diabetes no han sido

diagnosticadas, siendo mas elevado este porcentaje en paises con ingresos bajos (76.5%)

(3).

Se requieren cambios en el estilo de vida, deteccidn temprana, diagndstico y tratamiento
costo-efectivo, para salvar vidas y prevenir o disminuir significativamente las
complicaciones devastadoras relacionadas con la diabetes, considerando que hasta 2017,
la prevalencia de diabetes en adultos de 20-79 afios fue estimada en 8.8%,
aproximadamente 425 millones de personas, estimando una prevalencia de 8.4% (203.9
millones) en mujeres y de 9.1% (221 millones) en hombres y se proyecta que para 2045, la
prevalencia mundial de diabetes serd aproximadamente de 9.9% (628.6 millones). Ademas,
el incremento de prevalencia en la poblacién mundial ha dado como resultado un impacto
econémico importante, con un gasto calculado de USD 727 billones, tan solo en atencién

médica para personas con diabetes (3).
2.3 Panorama de la diabetes en México.

Para el afio 2017, se calculd que aproximadamente 12 millones de mexicanos vivian con
diabetes, cantidad que coloca a México como el 5to pais a nivel mundial en cantidad de
personas con diabetes, sélo por debajo de China, India, Estados Unidos y Brasil, aunque de
acuerdo a las tendencias calculadas de proyeccién hacia 2045, México ocupara el 4to sitio

en este rubro, superando a Brasil y estando por debajo de India, China y Estados Unidos (3).

De acuerdo a la prevalencia reportada a nivel mundial, la diabetes es encontrada
mayormente en hombres comparado con mujeres, pero en México esta relacién se
encuentra invertida, pues la prevalencia de 9.4% de los adultos con diabetes, se ha

calculado a partir de la prevalencia de hombres con diabetes (8.4%) y mujeres (10.3%).
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Ademads, se ha encontrado que tanto en localidades urbanas y rurales en México, es mas
comun encontrar diabetes en mujeres, que en hombres, excepto en la regidn sur del pais

(3,4).

La regién con mas diabéticos en México es la region sur, con una prevalencia de 10.2% total
(11.2% de hombres y 9.4% mujeres) y la region con menor cantidad de diabéticos es la zona

norte con una prevalencia de 8.7% (7.5% Hombres y 9.9% mujeres) (4).

En México no se conoce con precisidn el tipo de tratamiento que reciben los pacientes
diabéticos, pues la ENSANUTMC 2016 reporta que el 87.8% recibe tratamiento, de los
cuales 84.8% se considera que toman solo pastillas (sin especificar el farmaco), 11.1% usan

insulina, 8.8% usan pastillas e insulina y hasta 12.2% no recibe ningun tratamiento (4).

Asi como a nivel mundial, en México, la frecuencia de diabetes ha ido en aumento, con 7%
(ENSANUT 2006), 9.2% (ENSANUT 2012) y 9.4% (ENSANUTMC 2016) y tan solo el 15.2%
habia sido tamizado con medicién de HbAlc (12.1% Hombres y 17.5% mujeres) y de estos
pacientes, Unicamente el 24.9% se encuentra en metas terapéuticas, lo que quiere decir

que poco mas del 75% de los pacientes diabéticos en México no tiene control glucémico (4).

Un adecuado control glucémico es importante para evitar complicaciones y por lo menos
en México, se ha encontrado que el 54.5% de los pacientes diabéticos tienen sintomas de
retinopatia diabética, 11.2% tiene el diagnodstico de esta patologia, 9.95% ha perdido la
vista, 9.1% tiene pie diabético y 5.5% han sido amputados, cabe destacar que la segunda
complicacion mas frecuente de la diabetes en pacientes mexicanos, es la neuropatia

diabética, con una frecuencia de hasta 41.2%.

En campo de la farmacovigilancia en estos pacientes, ademds de las complicaciones que
evidencian una falta de eficacia terapéutica, cerca del 10.3% ha presentado reacciones

adversas, especificamente hipoglucemia (4).
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2.4 Diagnostico de diabetes y criterios de control

2.4.1 Criterios diagndsticos American Diabetes Association (ADA) 2019

La diabetes puede ser diagnosticada basado en los criterios de glucosa posprandial (GP),

glucosa en ayuno (FPG), el valor de glucosa plasmatica a las 2 h, el valor durante una prueba

de tolerancia oral a la glucosa después de 75-g de glucosa (OGTT) o los criterios de

Hemoglobina glicada (HbAlc).

La guia de la ADA 2019 establece los siguientes criterios de diagndsticos de diabetes:

1. FPG 2 126mg/dl (7.0 mmol/L). Definido como sin ingesta caldrica en al menos 8

horas.

2. 2-h PG X 200mg/dL (11.1 mmol/L) durante OGTT. El test debe ser realizado como lo

describe la OMS, usando una carga de glucosa que contenga el equivalente de 75g

de glucosa anhidro, disuelta en agua.

3. HbAlc X 6.5% (48mmol/mol). La prueba debe ser realizada en laboratorio usando

el método que es certificado y estandarizado por NGSP al ensayo DCCT.

4. Pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia (poliuria, polifagia y polidipsia) o

crisis hiperglucémica, una glucosa aleatoria 2200mg/dL (11.1 mmol/L).

2.4.1.2 Criterios de control glucémico

El control glucémico es primordialmente evaluado
con la HbAlc, ademas es la herramienta diagndstica
con mayor fuerza predictiva para evaluar
complicaciones futuras de la diabetes, sin embargo,
segun la ADA, no existe un punto mediante el cual se
pueda considerar controlado a los pacientes con
diabetes, debido a que los criterios de control

mencionados en la guia, establecen que los objetivos

glucémicos deben ser individualizados, dependiendo

de las caracteristicas de los pacientes (Figura 1).

Enfoque de individualizacién de Objetivo Glucémico

Paciente/Caracteristicas

Riesgos potencialmente asociados
con hipoglucemia y otras reacciones
adversas a medicamentos

Duracién de la enfermedad
Expectativa de vida

Comorbilidades importantes

Complicaciones vasculares

Preferencia del paciente

Recursos y sistema de apoyo

Mas estricto 4= HbAlc 7% == Menos estricto

Recién diagnosticado Larga evolucién

Larga Corta

21Ge21JIPOW OU BjUBWIENSN

|

Ausentes Algunas/Moderadas

|

Ausentes Algunas/Moderadas

Preferencia por una terap
menos agresi

Altamente motivado, excelente
capacidad de autocuidado

21qROHIPOW 2JUBWIRIDUSIOY

Disponible

Figura 1. Individualizacién de los objetivos glucémicos. Tomado y adaptado de la referencia 2
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La seccion de recomendaciones de la guia apunta que un objetivo razonable de HbA1lc para
adultos es menor a 7%, sin embargo, en aquellos pacientes con hipoglucemia significativa
u otras reacciones adversas, corta duracién de diabetes, larga expectativa de vida o sin

enfermedad cardiovascular importante, se considera como control <6.5%.

Un control menos estricto, siendo <8% de HbAlc se puede reservar para pacientes con
expectativa de vida limitada, comorbilidades, complicaciones macro y microvasculares
avanzadas o pacientes con larga historia de diabetes e incluso con multiples agentes

hipoglucémicos.

A pesar de lo anterior, estd demostrado que niveles de HbAlc por debajo de 7 %, esta
asociado con reduccién de complicaciones micro y macro vasculares en diabetes tipo 1y

tipo 2 (2).

2.4.2 Criterios de diagndstico en México

En México, se recomienda realizar el diagndstico basado en los siguientes criterios:

1. Glucosa plasmatica en ayuno de 8 horas de 126 mg/dL o mayor.

2. Concentracion de glucosa plasmatica 2200 mg/dL posterior a la ingesta de 75 g de
una carga de glucosa oral matutina en ayuno de 8 horas.

3. Sintomas de hiperglucemia (poliuria, polidipsia, polifagia) y una concentracion de
glucosa plasmatica aleatoria de 2200mg/dL

4. Niveles de HbAlc de 6.5 % o mayores

Cabe destacar que, aunque los criterios diagndsticos no han cambiado, la guia mas
actualizada a 2019 es la guia del 2014, que se basa en la guia de la ADA 2011, pudiendo
considerar que, hasta este punto, existe un atraso de mads de 5 afios en la guia diagndstica

y terapéutica de diabetes en México (5, 6).
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2.4.2.1 Metas de control en México

En la guia se recomienda individualizar las metas de control de niveles séricos de glucosa,

tomando en cuenta diversos factores:

e En adultos de reciente diagndstico y sin riesgo cardiovascular, el control debe
acercar las cifras de glucosa a la normalidad para reducir el riesgo de complicaciones
microvasculares.

e En adultos, se recomienda un nivel de HbAlc < 7%

e En aquellos pacientes de reciente diagndstico de DMT2, con mayor expectativa de
vida y sin riesgo cardiovascular, se debe ser mas estricto en el control, tomando un
nivel de HbAlc menor a 6.5% siempre y cuando no se arriesgue a la hipoglucemia.

e En pacientes con DMT2 de larga evolucidon, con historia de hipoglucemia severa,
expectativa de vida corta, con complicaciones micro o macrovasculares, la
recomendacién es ser menos estrictos tomando un nivel de HbAlc menor a 8%.

e Ademas de lo anterior, se recomienda glucosa en ayuno <110mg/dL vy

concentraciones séricas posprandiales de 140mg/dL a las 2 h (5).

2.5 Esquemas de tratamiento

La clasificacién es importante para determinar la terapia farmacoldgica. Para pacientes con
diabetes tipo 2, el medicamento de primera linea es la metformina, incluyendo el manejo
de pesoy correccion del estilo de vida. Si el paciente tiene contraindicaciones o intolerancia
a metformina, la terapia inicial debe ser individualizada para cada paciente como indica el
algoritmo de la ADA 2019, que considera la presencia o ausencia de enfermedad renal o
cardiovascular, ademas de los problemas que puede tener el paciente como el costo de los

medicamentos, si necesita perder peso o si sufre episodios de hipoglucemia (Figura 2) (2).
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Terapia de Primera Linea es metformina y cambios en el estilo de vida (incluye

control de peso y actividad fisica) si HbAlc esta por arriba de meta terapéutica

Paciente sin enfermedad cardi ular ater lerética o sin enfermedad renal crénica
EL COSTO ES EL
MAYOR PROBLEMA

para pérdida
de peso?

. P | Con/o
iDPP-4 AR GLP-1 iSGLT2 m— su 170
buena eficacia iISGLT2

| ARGLP-1 | | iSGLT2

iseLT2 | | iseLT2 | ° o | 5
° o ibPP-4 iDPP-4 - | sfeﬁaL e;‘]ic{iai?a
TZD TZD ° ° ISGLT2 para pérdida
TZD AR GLP-1 ‘ de peso

Si la triple terapia 0iSGLT2 y/o AR

[ Continuar con la adicién de otros agentes mencionados arriba ] 2
GLP-1no es tolerada o esta

« Terapia con insuling, insulina basal

contraindicada, usar el regimén con con sl mencrcose:
menor riesgo de ganancia de peso. °
PREFERIBLEMENTE « Considerar iDPP-4 0 iSGLT2 con el
menor costo®

iDPP-4 (si no esta AR GLP-T)
Considerar la adicion de SU o Insulina basal: ¢

« Elegir la préxima generacién de SU con bajo riesgo de hipoglucemia ,
« Considerar Insulina basal con bajo riesgo de hipoglucemia' SiiDPP-4 noestoleradoo

contraindicado o el paciente esta

con AR GLP-1 precaucién en la

L U300 < glaroine U < fsuino NPH adicion de: SU, TZD o Insulina Basal

2. Semaglutida > Liraglutida > Dulaghutida > Exenatida > Lixisenatida

3. Considerar costo especifico de los medicamentos segun pais y regién. En algunos paises TZDs son relativamente

més caros y los IDPP-4 son més baratos.

iDPP-4: Inhibidor de la dipeptidil peptidasa 4.
ARGLP-1: Agonistas del receptor del péptido parecido al glucagon tipo 1
ISGLT2: Inhibidores del cotransportador de scdio-glucosa tipo 2.

TZ0: Tiazolidinedionas.

SU: Sulfonilureas

Figura 2. Individualizacion del tratamiento antidiabético. Tomado de la referencia 2

La Norma Oficial Mexicana (NOM-015-SSA-2010) recomienda el uso de metformina vy
sulfonilureas dependiendo del IMC de los pacientes, debido a que la metformina produce
una pérdida de peso (1-5 Kg) sin aumentar el riesgo de hipoglucemia (6), a diferencia de las
sulfonilureas que debido a que provocan un aumento de peso (3kg) (6), son los farmacos
de primera linea en pacientes no obesos cuando no se logran metas de tratamiento con el
manejo farmacoldgico inicial, si la metformina estd contraindicada o no se tolera (6, 7).
Ademads, si con metformina no se logra alcanzar las metas terapéuticas, el farmaco de
primera linea para iniciar la terapia combinada son las sulfonilureas, debido a que esta
combinacidn se ha asociado a menos reacciones adversas de tipo gastrointestinal (1%-35%)

que con la metformina en monoterapia (hasta 63 %) (6).
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En México se contempla a las sulfonilureas como primera linea ante la intolerancia a
metformina y como fdrmaco a usar en combinacién con Metformina, aunque segun la
NOM-015-SSA-2010 se pueden utilizar otros tratamientos como los inhibidores de la alfa-
glucosidasa, tiazolidinedionas y otros que se lleguen a aprobar por esta norma. La ADA 2019
marca un algoritmo terapéutico de acuerdo a cada paciente que no llega a metas
terapéuticas con metformina o no la tolera. En caso de pacientes sin enfermedad
cardiovascular o renal en los que el costo represente el mayor problema, se utilizan las
sulfonilureas o tiazolidinedionas como terapia de combinacién o en monoterapia, si es
necesario promover la pérdida de peso, se utiliza los GLP-1 RA o los SGLT2i y en aquellos
pacientes en los que sea necesario reducir el riesgo de hipoglucemia se pueden utilizar las
otras alternarnativas terapéuticas (2,6,7). Existen 7 principales grupos de farmacos que se
utilizan para el control de la diabetes tipo 2 de acuerdo a la American Diabetes Association

(2), (Cuadro 1).

De acuerdo con la recomendacién de la guia mexicana y la ADA 2019, las sulfonilureas en
México, son probablemente el tratamiento mas utilizado en pacientes diabéticos después
del metformina, esto porque de acuerdo a datos reportados del CONEVAL, para el afio 2016
el 43.6% de la poblacién se encontraba en situacidn de pobreza, 35.9% pobreza moderada
y 7.6% pobreza extrema, lo cual indicaria que el coste de los tratamientos puede

representar un problema para los pacientes diabéticos mexicanos (2, 6, 7, 8).
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Cuadro 1. Principales grupos terapéuticos para el tratamiento de la diabetes tipo 2 segun la guia de la American Diabetes Association (ADA) 2019.

CLASE COMPUESTO MECANISMO DE ACCION REACCIONES ADVERSAS
Comunes Endocrino-metabdlicos:
Biguanidas e Metformina Agente antihiperglucemiante que mejora la tolerancia a e Deficiencia de cobalamina (7%-17.4%), (9).

la glucosa en pacientes con diabetes tipo 2,
disminuyendo la glucosa en ayuno y la glucosa
posprandial mediante la disminucién de la produccion
hepatica de glucosa y su absoricén intestinal, mejorando
también la sensibilidad a insulina e incrementando la
captacion de glucosa periférica y su uso.(9,19)

e  Gastrointestinales: Diarrea 53% (liberacién inmediata); 10-
13%; sindrome de mala absorcién (9.9%), (9).
e Neuroldgicos: Astenia 9%, cefalea (6%), (9).
Serios:
e Acidosis lactica (9, 10).
e Hepatitis(9).

Sulfonilureas

e Glibenclamida
e  Glimepirida
e Glipizida

Agentes hipoglucemiantes que estimulan la secrecién de
insulina de las celulas beta del pancreas en el receptor
SUR-1A y  bloquean a

dependientes de ATP. (11, 12)

los canales de potasio

Comunes
e Endocrino-metabdlicos: Incremento de peso (11, 12).
e  Gastrointestinales:Acidez estomacal (11).
Serios
e  Cardivasculares: Riesgo de infarto agudo al miocardio (11)
e Metadlicos: Hipoglucemia severa(11, 12).
e Hematoldgicos: Anemia hemolitica (11).

Tiazolinidinedionas

e Pioglitazona

® Rosiglitazona

Agonistas selectivos y potentes del receptor peroxisoma-
proliferador-activado gamma, disminuyen la resistencia a
la insulina y disminuyen la produccion hepatica de
glucosa, disminuyendo la resistencia periférica a insulina
(13).

Comunes:
e Edema: 4.8% a 15.3% (13).
e Incremento de peso (13).
Serios
® Falla cardiaca congestiva, angioedema, anemia, osteopenia,
falla hepatica.(13)

Inhibidores de la
alfa-glucosidasa

e Acarbosa

e Miglitol

Inhiben irreversiblemente a la alfa amilasa pancreatica y
la alfa glucosidasa intestinal, inhibiendo la degrdacién
enzimatica de carbohidratos en el intestino delgado (14).

e Dolor abdominal 19% (14)
e Diarrea 31% (14).

® Flatulencia 74% (14).
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IDPP-4

Alogliptina
Saxagliptina
Linagliptina
Sitagliptina

Ejercen su actividad al inhibir a la dipeptidil peptidasa 4,
impidiendo la degradacion de las hormonas incretinas
endogenas. El polipéptido insulinotrépico dependiente
de glucosa (GIP) y el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1)
son incretinas que aumentan en respuesta a la ingesta de
alimentos para mantener la homeostasis de la glucosa
(14, 15).

Comunes

Graves

Metabdlico endocrino: hipoglucemia (monoterapia, 6.6%;
terapia combinada, 22.9%), (14, 15)
Respiratorio: Nasofaringitis (7%), (14).

Cardiovascular: insuficiencia cardiaca (14).
Gastrointestinales: cancer de pancreas, pancreatitis(14).
Inmunolégico: anafilaxia, reaccidn de hipersensibilidad (14).
Musculoesquelético: artralgia (8.1%), (14).

Otros: angioedema, cancer pancreatico (14).

Inhibidores SGLT-2

Ertufliglozina
Dapagliflozina
Canagliflozina

Empagliflozina

Inhiben al cotransportador de sodio glucosa 2,
reduciendo asi la reabsorcién de la glucosa filtrada,

incrementadno la excrecién urinaria de glucosa (16).

Comunes

Renal: enfermedad infecciosa del tracto urinario (4.3% a
5.7%), (16).

Reproductivo: infeccion genital femenina (6.9% a 8.4%), (16).
Respiratorio: Nasofaringitis (6.3% a 6.6%), (16).

Graves

Cardiovascular: hipotension (16).

Metabdlico endocrino: cetoacidosis diabética, hipoglucemia
(16).

Inmunoldgico: reaccién de hipersensibilidad (grave) (0.3%),
(16).

Musculoesquelético: fractura de hueso (16).

Renal: lesion aguda del rifién, cancer de vejiga (0.17%),
pielonefritis, pruebas de funcién renal anormales,
insuficiencia renal, sepsis debido a infeccion del tracto
urinario, aumento de la creatinina sérica, disminucion del
volumen, renal, debido a la pérdida de produccién (déficit
renal), (16).

Reproductivo: infeccion genital (4.8% a 5.7%), fascitis

necrosante, perineo (16).
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Agonistas

receptor GLP-1

del

Exenatida
Dulaglutida
Semaglutida

Liraglutida

Son agonistas del receptor parecido glucagon, lo que
incrementa la liberacion de insulina en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa, disminuyen la
secrecién de glucagon de forma glucosa-dependiente. El
GLP-1 ademas regula el apetito y el consumo de calorias.

(17)

Comunes

e Metabdlico endocrino: hipoglucemia (adulto, monoterapia,
9.7% a 23%,; adulto, terapia combinada, 3.6% a 43.6%;
pediatrico, 21.2%), (17).

e  Gastrointestinales: estrefiimiento (diabetes tipo 2, 5% a
9.9%,; control de peso, 19.4%), disminucion del apetito (9%
a 10%), diarrea (10% a 20.9%), indigestion (4% a 9.6%), (17).

e Respiratorio: infeccion de las vias respiratorias superiores
(6% a 9,5%), (17).

e Graves

e Metabdlico endocrino: cadncer de mama (0.6%), hiperplasia
de células C de la tiroides, carcinoma medular de tiroides,
carcinoma papilar de tiroides (0.2%), (17).

e  Gastrointestinales: colecistitis (0.8%), colelitiasis (1.15 a
2.2%), cancer colorrectal (0.2%), cancer de pancreas,
pancreatitis (0.3%), (17).

e Inmunoldgico: anafilaxia (17).

e  Psiquidtrico: pensamientos suicidas (0.3%), (17).

e Renal: insuficiencia renal aguda
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2.6 Metformina y glibenclamida

La metformina es uno de los farmacos antidiabéticos mds ampliamente utilizados y
empleados como primera y/o segunda linea de tratamiento. La metformina ademas posee
un buen perfil de seguridad en pacientes con diabetes, ya que existe bajo riesgo de
desarrollar hipoglucemia, sin embargo, la tasa de reacciones adversas gastrointestinales es
alta y se encuentra contraindicada en pacientes con insuficiencia renal. La funcién renal
disminuye con la edad, por lo que debe ser estrictamente monitoreada en los pacientes que
reciben metformina. El uso de la metformina también se encuentra asociado con riesgo de

acidosis lactica (18).

Al comparar a la metformina con las sulfonilureas, en una revision sistematica, los
resultados sugieren que las biguanidas son mejores que las sulfonilureas en la reduccién de
eventos cardiovasculares, mortalidad, hospitalizacién por hipoglucemia y falla terapéutica

en pacientes con diabetes tipo 2.(18)

La eficacia de ambos regimenes terapéuticos no es cuestionable, como se demuestra en el
estudio fase 1V, multicéntrico realizado por Kahn et al. (19) en el que el porcentaje de falla
terapéutica a 5 afios fue 21% para glibenclamida y de 34% para metformina, se evalud a 4
afios los niveles de HbA1lc, en los que solo el 36% de los que reciben metformina y el 26%

de los que recibian glibenclamida, tuvieron niveles de HbA1 menores a 7% (p< 0.001), (19).

En un estudio multicéntrico realizado por Garber et al.(20) se evalué la terapia combinada
metformina y glibenclamida, en donde se encontrd que la terapia combinada fue superior
alos compuestos en monoterapia, obteniendo una eficacia terapéutica medida por HbAlc<
7% en 79% de los pacientes que recibieron la terapia combinada, 62% metformina y 68%
glibenclamida, la reduccién de HbAlc respecto a los niveles basales fueron para la terapia

combinada (-2.7%), metformina (-1.53%) y para glibenclamida (-1.9%), (p=0.0003), (20).
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En otro estudio realizado por Tosi et al. (21) en el que se evalud la terapia combinada
comparada con metformina o glibenclamida en monoterapia en pacientes con diabetes tipo
2 que ya habian sido tratados con antidiabéticos, se encontré que al final de 6 meses, 10%
de los pacientes que recibian metformina, 17.1% de los que recibian glibenclamida y 39.2%

de los que recibieron la terapia combinada, tenian niveles de HbAlc menores a 6%, (21).

2.7 El receptor SUR-1Yy las sulfonilureas

Los canales de potasio dependientes de ATP (Katp) son complejos proteicos octaméricos
localizados en la membrana celular y estan compuestos por 2 tipos de subunidades, las que
forman el poro o también llamado rectificador interno, compuesto por 4 subunidades Kir
6.1 0 Kir 6.2 y la que rodea al poro, que son cuatro subunidades ABCC (ATP-binding cassette,
subfamilia C) el cual es un miembro de la familia de receptor a sulfonilurea (SUR-1, SUR-2A

0 SUR-2B) (22,23).

Los dos principales subtipos de SUR han sido caracterizados como SUR-1 y SUR-2. El subtipo
SUR-1 se encuentra principalmente expresado en células beta pancreaticas y sistema
nervioso central y el subtipo SUR-2, principalmente en musculo liso y cardiaco (22,24). De
los subtipos de receptores de la familia SUR, el receptor SUR-1 posee una afinidad de 5 a 10

veces mayor a las sulfonilureas comparado a los receptores SUR-2 (22).

La importancia de los Karp es que acoplan el metabolismo de la glucosa a la actividad
eléctrica de la membrana mediante la regulacién del flujo de K* a través de la membrana
celular, ya que fisiolégicamente, cuando la glucosa se eleva en sangre, se incrementa el
metabolismo de la glucosa, resultando en un cambio en el cociente de nucledtidos
citosodlicos (ADP/ATP), provocando un aumento de ATP, el cual puede unirse e inhibir el
canal de Karp, permitiendo la despolarizacién de la membrana y la consecuente activacién
de canales de calcio dependientes de voltaje y asi, con el flujo de calcio se libera insulina de
la célula beta del pancreas (22, 23, 25). La regulacion metabdlica de los Karp es mediada a
través de cambios intracelulares de ADP-ATP, asi, por ejemplo, la unién de ATP y ADP a

Kir6.2 produce la inhibicién del canal, mientras que la interaccién de nucledtidos-Mg con el
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dominio de unién de nucledtidos por sus siglas en inglés NBDs (Nucleotide-binding

domains) de SUR, resulta en la estimulacion del canal (26).

2.8 Mecanismo de accion de la glibenclamida

Las sulfonilureas como glibenclamida, son farmacos que estimulan la secrecién de insulina
y son ampliamente utilizadas para tratar la diabetes tipo 2. La glibenclamida posee
diferentes efectos, en diferentes érganos, como corazdn, pancreas y coronarias mediante

el bloqueo de canales de K* dependientes de ATP (Karp) de la membrana celular (22).

La glibenclamida se une a los canales de potasio dependientes de ATP en la célula beta
pancredtica. La unidn de la glibenclamida al receptor SUR-1 o subunidad reguladora provoca
un cierre del canal de Karp, incrementando la concentracién intracelular de potasio con la
subsecuente despolarizaicén de la membrana de la célula beta y la subsecuente apertura

de canales de calcio dependientes de voltaje, estimulando la secrecién de insulina (27, 28).

2.9 Genética del receptor SUR-1

El receptor a sulfonilureas SUR-1 y el rectificador interno Kir 6.2, son codificados por dos
genes que estan situados uno después del otro, a una distancia aproximada de 4.5kb en el
cromosoma 11 en el brazo cortoy enlaregién1(11p15.1) (14, 15). La subunidad reguladora
SUR-1 es codificada por el gen ATP-binding cassette, subfamilia C miembro 8 (ABCCS8),
mientras que Kir6.2, la subunidad que forma el poro o rectificador interno, es codificada

por el gen del canal de rectificador interno, subfamilia J, miembro 11 (KCNJ11) (28).

El gen ABCCS, codifica a SUR-1, que es una estructura molecular de 1582 aminoacidos con
un peso molecular de 177kDa. Este gen se compone de 39 exones y se expande por mas de
100kb de DNA gendmico. ABCC8 ademas puede tener un splicing alternativo en el exén 17,

el cual incorpora un aminodcido extra, por lo que la proteina final puede tener 1582 0 1583
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aminodcidos. Aunque ambas isoformas se encuentran presentes en tejido cerebral,
pancreas, corazon, placenta, pulmén y musculo, la isoforma con el amindcido extra se

expresa con mayor proporcién que aquella de 1582 aminodacidos (29).

El rol que tienen los genes ABCC8 y KCNJ11 en el canal de potasio dependiente de ATP (Katp)
resulta muy importante, incluso han sido asociados a distintas patologias que se
caracterizan por hiperglucemia o hipoglucemia (25).
Las mutaciones en los genes ABCC8 y KCNJ11 pueden ser subdivididos en dos clases
funcionales:

e C(lase l: La proteina no esta presente en la superficie de la membrana

e C(lase ll: La proteina esta presente pero con defectos en su funcidn, principalmente

en la capacidad del MgADP de estimular la actividad del canal.

Mutaciones en ABCC8 y KCNJ11 son asociados a hiperinsulinemia infantil, conocida también
como hiperinsulinismo congénito, que es una enfermedad caracterizada por una secrecion
anormalmente incrementada de insulina, provocando hipoglucemia. Esta condicion es
seria, ya que puede conducir a dafio cerebral de forma irreversible. Otras mutaciones en
KCNJ11 (Q52R, V59G y 1296L) también son relacionadas con epilepsia y diabetes neonatal.
La caracterizacién funcional de estas mutaciones han demostrado una reduccion en la

sensibilidad de Kir6.2 al ATP, causando diabetes neonatal (25).

ABCC8y KCNJ11 son genes polimdrficos y han sido reportados un gran niumero de variantes,
muchas de estas con una frecuencia del alelo menor mayor al 20%. Los polimorfismos mas
importantes son para KCNJ11, rs5219 (E23K) y ABCCS8, rs757110 (S1369A) ya que son

variantes que predisponen a diabetes tipo 2 (25).
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2.10. POLIMORFISMOS DE LOS GENES ABCC8, KCNJ11 Y ASOCIACION CLINICA CON
DIABETES TIPO 2 EN EL MUNDO

2.10.1 ABCC8, rs757110 (S1369A)

Se han realizado diversos estudios alrededor del mundo en los que en adultos de distintas
poblaciones, la asociacion con diabetes tipo 2 y los polimorfismos de la subunidad SUR-1
han sido especulados (30-34). Las variantes genéticas de ABCC8 han sido consideradas
como variantes que estdn asociadas a la suceptibilidad a diabetes tipo 2 y la respuesta
hipoglucémica de las sulfonilureas, un ejemplo de lo anteriormente mencionado, es que la
frecuencia del polimorfismo localizado en el exdn 33, en el cual existe un cambio de un
aminodcido, serina por alanina y también identificado como rs757110 (21), en pacientes
con diabetes tipo 2, es mayor que en la poblacién general y ha sido propuesto como un
factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 porque contribuye a una disminucién
en la respueta terapéutica a la glicazida (32). También se ha encontrado que en pacientes
portadores del alelo C para el polimorfismo rs757110 (S1369A) tienen mayor sensibilidad al
efecto de las sulfonilureas y la disminucién de HbAlc (A/Ay A/C vs CC), pues en los sujetos
con el genotipo C/C tuvieron una disminucion del 7.7% en FPG (p<0.001) y 11.9% de glucosa
a las 2h y disminucion de 3.5% en la HbAlc después del tratamiento de 8 semanas con

Glicazida (34).

Aunque la sustitucion de aminodcidos, teéricamente no deberia tener una remarcable
influencia sobre la funcién de la proteina SUR-1 codificada por el gen ABCCS8, algunos
estudios han identificado un rol importante del alelo C como factor de riesgo entre este

polimorfismo y el riesgo de diabetes tipo 2 (35, 36).

2.10.2 ABCC8, rs1799854 (ex6n 16 -3C/T)

Otro polimorfismo en ABCC8 estudiado en diferentes poblaciones es rs1799854 (16 -3C/T),

en el que existe un cambio de citosina por una timina, 3 bases antes del inicio del exdny en
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el cual hay reportes que pacientes con este polimorfismo, muestran una reduccién de hasta

el 25% en la secrecién de insulina, provocando un aumento de la glucosa plasmatica (34).

Resultados de estudios de casos y controles en pacientes japoneses y finlandeses, muestran
una asociacion entre la presencia del polimorfismo y diabetes tipo 2 (34, 37), incluso se
reportd que la frecuencia del genotipo T/T en pacientes diabéticos es mayor que en la del
grupo control, (C/C+ C/T vs T/T p= 0.0068) (37) de igual manera, en un estudio realizado en
pacientes Croatas, se encontraron valores significativamente mas bajos en el porcentaje de
HbAlc de diabéticos con el genotipo C/C para el polimorfismo rs1799854 (16 -3C/T),
comparado con la variante T/T [6.9 (6.2-7.7) vs. 8.1 ( 6.7-8.8) p= 0.009] incluso han
reportado hallazgos similares en otro estudio en el que se ha determinado que la presencia
del fenotipo C/C de rs1799854 (16- 3C/T) estd asociada con una significativa reduccién de
triglicéridos, aproximadamente del 35% comparado con pacientes con la variante

genotipica T/T (38).

Existen reportes de poblacién Turca y Japonesa, en los que se ha mostrado que para el
polimorfismo rs1799854 (exén 16 -3C/T), los portadores del genotipo (C/T), fueron mas
suceptibles a desarrollar DT2, respecto al grupo control (52.4% vs. 31.7%, p< 0.05), (39)
mientras que el genotipo C/C tendid a ser de riesgo para DT2, aunque también existen
articulos en los que no se reporta asociacién clinica ni estadistica entre el polimorfismo

rs1799854 (exdén 16 -3C/T) y diabetes tipo 2 (40,41).

2.10.3 KCNJ11, rs5219 (E23K)

Polimorfismos de ABCC8 y también de KCNJ11 han sido asociados con diabetes tipo 2 en
distintas poblaciones (33,34,37,39) y de igual manera, se ha reportado mediante analisis de
desequilibrio de ligamiento, que el polimorfismo de KCNJ11 rs5219 (E23K) y el de ABCC8
rs757110 (S1369A), forman parte de lo que se denomina haplotipo (r>> 0.9) (34, 42).

25



En un metaanalisis realizado por Van Dam y cols (43) reportaron la asociacién entre el
polimorfismo del gen KCNJ11, rs5219 (E23K) y el riesgo de tener intolerancia a la glucosa,
en dicho trabajo se encontraron diferencias entre los genotipos de rs5219 (E23K) y esta
prueba clinica, pues el OR para intolerancia a glucosa fue de 1.12 (1C95%: 1.01-1.23, p=0.03)
para el genotipo C/Ty de 1.44 (IC95%: 1.17-1.78, p= 0.0007) para el genotipo T/T, cuando
fueron comparados con el genotipo C/C. Dicho estudio con base en el andlisis de 18 estudios
de casos y controles, contemplando a 10, 217 sujetos, sugiere que aquellos pacientes
portadores del genotipo C/C tienen una mejor respuesta a la prueba de tolerancia a la

glucosa comparado con los genotipos T/Ty C/T (43).

En otro metaanalisis realizado por Sakamoto y cols (36) se encontré que la frecuencia de los
genotipos C/T (49.2%) y T/T (14%) era mas alta en pacientes diabéticos que en personas sin
diabetes 44.5% y 12% respectivamente, a diferencia del genotipo C/C (36.8%) en pacientes

diabéticos vs 43.4% en el grupo control (p=0.023), (36).

2.11. Polimorfismos y asociacion clinica con diabetes tipo 2 en poblacién mexicana.

En México, el estudio de los polimorfismos ABCC8 y KCNJ11 es relativamente limitado, el
estudio de la farmacodinamia de la sulfonilureas parece no ser tan relevante como el de su

farmacocinética, del cual hay aun mas estudios sobre el citocromo CYP2C9 y CYP2C19.

De los trabajos de ABCC8 y KCNJ11, existe uno en el que se evalud el polimorfismo del gen
KCNJ11, rs5219 (E23K) y ABCC8, rs1799859 (R1273R), (44) y otro en el que se evalud a
rs5219 (E23K) del gen KCNJ11 (45). En el trabajo de Rodrigez Rivera y cols (44), no se
encontrd asociacion estadistica con el polimorfismo rs5219 (E23K) de KCNJ11, pero en el de
Gomez Alonso (45), sus reportes indican que la frecuencia del genotipo C/C: 86.31%, es mas
del doble que el reportado en los metaanalisis previamente descritos, ademads, en este
estudio se encontré que los portadores C/Ty T/T del grupo control tuvieron mayores niveles

de glucosa que aquellos C/C del mismo grupo (90.7 vs. 99.7; p=0.041) para el polimorfismo
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del gen KCNJ11, rs5219 (E23K), sin embargo, en pacientes diabéticos no se encontrd

asociacion estadisticamente significativa (45).

En el trabajo mds reciente (2019) realizado en poblacion mexicana, se reporta una
frecuencia de 27.7% para el genotipo T/T, de 5.5% para el C/C y de 64.6% para el
heterocigoto C/T del polimorfismo KCNJ11, rs5219 (E23K), sin embargo, posterior a un
analisis multivariado, no se encontrd asociacion estadisticamente significativa con la
presencia de algln genotipo y otras variables, entre ellas glucosa, péptido C, triglicéridos,

colesterol, insulina e IMC (44).

En el estudio realizado por Rodriguez y cols (46), se evalud la frecuencia de los genotipos
para KCNJ11, rs5219 (E23K)y rs1799854 (exdn 16 -3C/T), rs757110 (S1369A) de ABCC8. Para
rs5219 (E23K) se reportd una frecuencia para el genotipo wild type C/C de 37.7%, la cual es
muy parecida a la reportada en otras poblaciones reportadas en 2 metaanalisis previamente

discutidos (46).

La frecuencia del polimorfismo del gen ABCC8, rs757110 (S1369A), se discute como
estadisticamente igual a otras poblaciones como china, americana, japonesa, croata y del
este de asiay como diferente a poblacién africana (p=0.006) y colombiana (p=0.0002), para
el caso de la frecuencia de los genotipos del polimorifsmo del gen ABCC8, rs1799854 (exdén
16 -3C/T), existio diferencia estadistica entre la poblacién mestiza mexicana y todas las

otras poblaciones analizadas (europeos, asiaticos y americanos) (46).

El estudio previo es el primer estudio en reportar las frecuencias genotipicas y alélicas
comparadas con las de otras poblaciones de pacientes con diabetes tipo 2 en el mundo, sin
embargo, en dicho estudio no se realiza andlisis de asociacién con niveles de glucosa y

HbAlc (46).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PORBLEMA

La diabetes es una enfermedad crénica que ha ido en aumento de prevalencia a lo largo del
tiempo y el mundo, tan solo en nuestro pais, para el afio 2017, se calculé que vivian
aproximadamente 12 millones de mexicanos con diabetes, cantidad que coloca a México

como el 5to pais a nivel mundial en cantidad de personas con diabetes.

Existe evidencia de que los polimorfismos de los genes que codifican para el canal de
potasio dependiente de ATP, pueden estar involucrados en la eficacia terapéutica de las

sulfonilureas, cuando se evalua glucosa enayuno y HbA1lc (36, 39, 43).

Datos disponibles en México, de la ENSANUT del 2006 hasta la edicién mas reciente
disponible, la ENSANUT MC 2016, aportan datos de incidencia, en la que ha habido un
aumento del 2.4% en la incidencia de diabetes, ademds de este incremento, también se ha
encontrado que el 75.1% de los pacientes diabéticos no se encuentra dentro de metas

terapéuticas(4).
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4 JUSTIFICACION

La glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacién que actua liberando los
granulos de insulina de la célula beta pancreatica, al bloquear el canal de potasio
dependiente de ATP, constituido por 2 subunidades: Kir 6.2 y SUR-1. Existe evidencia
disponible en la que se muestra que la presencia de variantes genéticas de los genes que
codificana a estas subunidades, pueden influenciar de forma importante la respuesta a las
sulfoniulureas y repercutir en el control glucémico de los pacientes con diabetes tipo 2 e

incluso, la suceptibilidad a la enfermedad.

Los factores ambientales asi como los genéticos de respuesta a medicamentos, pueden
influir en el control glucémico de los pacientes con diabetes, ademds de acuerdo con la
recomendacién de la guia mexicana y la ADA 2019, las sulfonilureas en México, es
probablemente el tratamiento mas utilizado en pacientes diabéticos después de
metformina (2,6,7,8) por lo que el estudio de estos medicamentos y los genes involucrados

en la respuesta al tratamiento son de amplia importancia.

Conocer los aspectos farmacogenéticos de los medicamentos mds cominmente utilizados
para el tratamiento de la diabetes en pacientes mexicanos podria contribuir al
entendimiento detallado de una enfermedad que representa un grave problema de salud
publica, por lo que resulta importante conocer si variantes alélicas en los genes de
respuesta a fdrmacos como las sulfonilureas influyen en el control glucémico de pacientes

diabéticos mexicanos.
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5 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢En pacientes diabéticos tipo 2 mayores de 18 afios, con presencia de polimorfismos de los
genes ABCCS, rs757110 (S1369A), rs1799854 (ex6n 16 -3C/T) y/o KCNJ11,rs5219 (E23K),
existe asociacidn con la eficacia terapéutica con glibenclamida, metformina é ambas en

comparacion con sujetos que no presenten polimorfismos de ABCC8 y/o KCNJ11?

6 HIPOTESIS

Los polimorfismos de los genes ABCCS8, rs757110 (S1369A), rs1799854 (ex6n 16 -3C/T) y
KCNJ11, rs5219 (E23K), estdn asociadas con la eficacia terapéutica en pacientes diabéticos

tratados con metformina, glibenclamida o ambas.

7. OBIJETIVOS

Determinar las frecuencias alélicas y analizar si existe asociacién entre los polimorfismos de
los genes ABCC8, rs757110 (S1369A), rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y KCNJ11, rs5219 (E23K) y
la eficacia terapéutica en pacientes diabéticos tratados con metformina, glibenclamida o

ambas, considerando variables bioquimicas.

8. METODOLOGIA
8.1 Diseio del estudio

Se realiza un estudio observacional, analitico, descriptivo, transversal, clinico y comparativo
con un total de 204 sujetos con diabetes tipo 2, reclutados entre mayo de 2018 y junio de

2019 en el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (Figura 1).

Se reclutaron en total 204 sujetos, en el periodo 2017-2019, a los cuales, previo a la toma

de muestra de sangre periférica, se les invitd a participar en el estudio y una vez que los
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pacientes decidian participar, se les explicaba a todos y cada uno de forma detallada el

consentimiento informado para la firma de consentimiento (ANEXO 1).

8.2 Recoleccion de datos clinicos.

Se construyd una base de datos en excel considerando datos antropométricos, clinicos y
bioquimicos que pudieran ser obtenidos de los expedientes electréonicos del hospital,
ademas esta base de datos contiene la informacion para poder identificar las muestras

mediante el nimero de expediente clinico proporcionado por el hospital.

Para recolectar los datos clinicos, el hospital proporcioné una clave de acceso al portal
Medsys, que es una plataforma electrdnica que contiene todos los expedientes clinicos de
los pacientes que atiende el hospital en sus diferentes servicios y especialidades médicas,
donde con el numero de expediente de cada paciente, se pueden consultar las notas
realizadas y los estudios de laboratorio y gabinete de cada paciente, ordenado por fecha,

indicando el servicio, médico tratante y especialidad por la que fue atendido el paciente.

Para el manejo de los datos, se disefié con base en el futuro manejo de cada variable en el
programa STATA V. 14.0 un cddigo (ANEXO 2) para poder realizar las pruebas estadisticas

pertinentes acorde a los objetivos de este trabajo.

8.3 Criterios de inclusion

Pacientes de la clinica de diabetes del HRAEI, mayores de 18 afios, que tomen como
tratamiento, metformina, glibenclamida o ambas por un periodo mayor a 3 meses, que

acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.
8.4 Criterios de exclusion

Pacientes que usen insulina o presentacién de enfermedades macrovasculares (IRC) o

enfermedades hepaticas (cirrosis alcohdlica, alcoholismo crénico) o patologia pancreatica.
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8.5 Criterios de eliminacion

Pacientes que no firmen el consentimiento informado y que no acepten participar en el

estudio, asi como cambios en la medicacion de estudio.

Evaluacion clinica de 674
sujetos

Exclusion de 470 sujetos

Por variables clinicas (Dafio
renal, hepatico, alcoholismo
cronico, otra medicacion, etc.)

Ingreso de 204 pacientes con
diabetes tipo 2

Genotipificacion de 85

sujetos
Menos 17 sujetos por medicacion
diferente a metformina,
glibenclamida o ambas
68 Sujetos

Menos 5 sujetos que no se
realizaron la medicion de HbAlc

63 Sujetos con expediente
completo y genotipificados

Figura 1. Diagrama de flujo de la muestra de los pacientes ingresados y analizados al estudio

El estudio de los pacientes que toman metformina se realizé para compararlos con los
pacientes que toman la terapia combinada, debido a que los pacientes ideales para estudiar
los genes que codifican al canal de potasio dependiente de ATP son aquellos que solo toman
glibenclamida, sin embargo, en la poblacién estudiada, no se encontrd ningln paciente que

recibiera la monoterapia con glibenclamida.
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8.6 Calculo del tamafio de la muestra

Se utilizd la férmula para estimar una proporcién:

Po x go
d=Z«x 1

n

Despejando la ecuacién:

Z%a xpoxqo
dZ

n=

Donde:

Za=1.96

e p=Proporcidon observada

g= Proporcion esperada (1-p)

d= Precision (Error maximo admitido)

Se usaran los valores para las proporciones observadas (Nikolac N; Arch Med Res. 2009

Jul;40(5):387-92.),(38):

8.6.1 Calculo del tamaiio de la muestra para polimorfismos del gen ABCC8, rs757110

(S1369A) y rs1799854 (exén 16 -3C/T)

— rs1799854 (16 -3C/T), (p=0.51, q=0.49)

— rs757110 (S1369A), (p=0.60, g=0.40)
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8.6.2 Calculo del tamaiio de la muestra para polimorfismo del gen KCNJ11, rs5219 (E23K):
— rs5219 (E23K), (p=0.60, g=0.40)
Se considera un 20% de pérdida= 52

— TOTAL= 309 pacientes

Para el célculo del tamafio de la muestra se utilizo:

e Za=1.96
e p=Proporcién observada
e (= Proporcion esperada (1-p)

e d=0.05 (Error maximo admitido o ancho del intervalo de confianza= 5%).
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8.7 Operacionalizacion de variables

8.7.1 Variables antropométricas

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Unidad de medicion  Tipo de variable
Sexo Condicién anatdémica que Obtenido a partir del expediente 1.Femenino Cualitativa
distingue al hombre de la clinico del paciente dicotémica
2. Masculino
mujer
Edad Tiempo transcurrido a Dato obtenido a partir del Afos Cuantitativa
partir del nacimiento del expediente del paciente continua
individuo hasta el presente,
medido en afios
Edad corte Punto de corte en la edad Media de la edad obtenida en los 0.- Menor de 55 aflos  Cualitativa
para estratificar individuos  sujetos de estudio 1.- Mayor a 55 afios dicotémica
en el estudio
Tiempo de Tiempo transcurrido desde  Dato obtenido de la historia clinica  Afios Cuantitativa
tratamiento el inicio de tratamiento y notas continua
médico para diabetes tipo
2.
Tiempo de Punto de corte en el Punto obtenido de la mediana del 0.- Menor a 4 afios Cualitativa
corte tiempo de tratamiento. tiempo en los sujetos de 1.- Mayor a 4 afios dicotémica
investigacién
Indicador de la densidad Dato obtenido a partir del Kg/m? Cuantitativa
IMC corporal determinado por expediente o calculado mediante continua
la relacion entre el peso la division del peso corporal en
corporal y la altura kilogramos, entre la estatura en
corporal. metros elevada al cuadrado
DX IMC Indicador de la clasificacion  Categorizacién a partir de la 0.- Bajo peso Cualitativa
del IMC. clasificacion para obesidad de la 1.- Normo peso nominal

OMS

2.- Sobrepeso
3.- Obesidad |
4.- Obesidad Il
5.- Obesidad mérbida
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8.7.2 Variables bioquimicas

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Unidad de medicion Tipo de
variable
Glucosa en Concentracion de glucosa Dato obtenido a partir de los mg/dl Cuantitativa
ayuno en sangre (sin haber comido resultados de andlisis de laboratorios continua
ni bebido nada durante 8 a través
horas antes de la prueba).
del Sistema Integral de Laboratorios,
determinado con un rango de
referencia ideal de 70 - 99 mg/dl
DXFPG Condicion de laboratorio Dato obtenido a del Ultimo estudiode  0.- Menor a Cualitativa
que diferencia entre el laboratorio previo a la toma de 126mg/dI dicotémica
sujeto controlado y no muestra para genotipificacion.
controlado respecto a los Definicion de control en ayuno 1.- Mayor a
niveles de glucosa en <126mg/dI 126mg/dl
ayuno.
%HbA1c Porcentaje de hemoglobina  Dato obtenido del dltimo estudio de Porcentaje Cuantitativa
unida a glucosa. laboratorio previo a la toma de continua
muestra para genotipificacion
DXHBA1C Condicién de laboratorio Definicion de control por HbAlc:<7% 0.- Menora7 % Cualitativa
que diferencia entre un 1.-Mayora7% dicotémica
sujeto controlado y no
controlado a partir del
porcentaje de HbAlc.
Cantidad total de colesterol  Dato obtenido a partir de los mg/dl Cuantitativa
COLESTEROL en la sangre. resultados de analisis de laboratorios continua
TOTAL a través

del Sistema Integral de Laboratorios,
determinado con un rango de

referencia ideal de 125 a 200 mg/dL.
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DXCOL Condicién que define Dato obtenido a partir del perfil 0.- Menor a Cualitativa
colesterol elevado y lipidico de los pacientes, tomando 200mg/dI dicotémica
colesterol en rangos como control un punto de corte de 1.- Mayor a
normales. 200mg/dI 200mg/dI

Triglicéridos Acilgliceroles unidos a tres Dato obtenido a partir de los mg/dl Cuantitativa
moléculas de acido graso de  resultados de analisis de laboratorios continua
cadena larga, presente en a través
membranas celulares y del Sistema Integral de Laboratorios,
plasma sanguineo determinado con un rango de
Biomarcador de referencia ideal menor a 150 mg/dL
metabolismo lipidico.

DX TAG Condicién de laboratorio Dato obtenido a partir de lo reportado  0.- Menor de Cuantitativa
que define triglicéridos en los estudios de laboratorio. 150mg/dl dicotémica
elevados o en rangos Punto de referencia: 150mg/d|I 1.- Mayor de
normales. 150mg/dl

ABCCS, Polimorfismo en el gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto A/A  Cualitativa

rs757110 ABCCS, en el exdn 33, genotipificacion por discriminacion 2.- Heterocigoto A/C  nominal

(S1369A) donde hay cambio serina- alélica mediante de PCR en tiempo 3.- Homocigoto C/C
alanina en la posicion 1369 real.

(38).

ABCCS, Polimorfismo en el gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto C/C Cualitativa

rs1799854 ABCC8, donde hay cambio genotipificacion por discriminacion 2.- Heterocigoto C/T  nominal

(ex6n 16-3C/T)  de citocina-timina 3 pb alélica mediante de PCR en tiempo 3.- Homocigoto T/T
antes del exén 16 (38). real.

KCNJ11, Polimorfismo en el gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto C/C Cualitativa

rs5219 KCNJ11 en el que ocurre un  genotipificacion por discriminacion 2.- Heterocigoto C/T  nominal

(E23K) cambio de glutamato por alélica mediante de PCR en tiempo 3.- Homocigoto T/T

lisina en la posicion 23 (38).

real.
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8.8 Obtencidn y procesamiento de muestras bioldgicas

Para la obtencién de los acidos nucleicos de cada paciente se extrajo mediante flebotomia
6ml de sangre total en tubos de vidrio con EDTA (Vacutainer®; BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA). Los pacientes se encontraban en ayunas al momento de la toma de muestra
y las muestras fueron tomadas por el personal del laboratorio del hospital regional de alta

especialidad de Ixtapaluca.

Se hicieron alicuotas de 1ml en tubos de 1.5 ml para cada muestra que fueron etiquetadas

y almacenadas en congelacidn hasta su uso.

8.8.1 Obtencion de ADN gendmico

Para la extraccién de acido desoxirribonucleico genémico (ADNg) se utilizé el método de
extraccion en columnas de UltraClean® BloodSpin® DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories
Inc., Carlsbad, CA, USA). El protocolo ajustado se detalla a continuacion: En micro tubos de
2ml se tomaron 200ul de sangre total y se agregaron 10ul de proteinasa K y 200ul de
solucidn de lisis (B1), se mezcld con agitador durante 15 segundos para homogenizar, se
afiadieron 200ul de etanol 100% (B2), se homogenizd durante 15 segundos. El lisado fue
transferido a las columnas de silica del paquete de extraccidn y se centrifugo por Iminuto
a 13 000 x g para la unién del ADNg y elusién de proteinas. Se elimind el componente eluido
y la columna fue colocada en un nuevo tuvo de coleccién, se agregaron 500 ul de solucién
salina de lavado (B3) y se centrifugd por 1 min a 30 000 x g, se elimind el flujo colectado y
se agregaron 500 pl de solucién de lavado B4 (etanol 70%), se centrifugd por 1 min a 30 000
x g, se elimind el flujo colectado y se centrifugd 1 min mas a 30 000 x g para eliminar los
restos de etanol de la columna. Para eluir el ADNg se colocé la columna en un tubo de
coleccion nuevo y se agregaron 100ul de amortiguador B5 (TE: 10mM Tris, ImM EDTA) o
de agua inyectable, se incubd la columna 10 min. A 65°C y se centrifugd a 30 000 x g x 1 min.
Se hicieron pruebas con muestras de ADNg solubilizadas tanto en TE como en agua
inyectable para determinar si habia diferencias en cuanto a estabilidad a largo plazo,

concentracion obtenida y eficiencia de las reacciones de amplificacién y no se encontré
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diferencias en el periodo de trabajo, sin embargo, la relacién de absorbancia 260/280 nm
para determinar la pureza de las muestras si se observd menos estable en las muestras
diluidas en agua inyectable por lo que los stocks eluidos de las columnas de silica se
solubilizaron en amortiguador TE para la determinacién de concentracidn y pureza y para

su conservacion a largo plazo en congelacion a-15°C,

Protocolo de obtencion de ADNg

- 200ul de sangre total

Preparacion de la muestra i
- 10 ul de proteinasa K

- 200ul B1: Sol. lisis

Lisis celular - Mezclar . .
’ - Incubar a 65°C x 10 min

Centrifugar
- mezclar

Anadir etanol ' - B2: Etanol 100%

Centrifugar

Unién del ADN a la columna - Transferir a columna

Centrifugar

! - B3: Sol de lavado (salina)

Lavado - B4: Sol. de lavado Etanol 70%
Centrifugar
Elusion - Elusion, B5: amortiguador TE

0 agua inyectable

Figura 3. Representacion esquematica del protocolo utilizado para la extraccién de ADNg a partir
de sangre total, de pacientes diabéticos tipo 2 tratados con glibenclamida, metformina o ambos.
(UltraClean® BloodSpin® DNA Isolation Kit; Mo Bio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA).

Se determind la concentracién de cada extraccion mediante espectrofotometria por
absorbancia a 260 nm vy la relacién de absorbancia 260/280 nm para determinar la pureza,
el equipo utilizado fue un espectrofotémetro Jenway 7305 (Cole-Parmer Ltd., Staffordshire,

UK). En la Figura 2 se muestra un diagrama del protocolo utilizado en la extraccion.
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Para verificar laintegridad del ADNg, se corrieron 5ul de cada extraccidn en geles de agarosa
al 1% con amortiguador TAE 1X (40mM Tris, 20mM acido acético y 1mM EDTA) en

electroforesis horizontal a 100 V durante 50 min (Figura 3 panel izquierdo).

Posteriormente se prepararon alicuotas de trabajo 50 y 100 ul para cada muestra a una
concentracién final de 20ng/ul, la concentraciéon final fue corroborada por
espectrofotometriay electroforesis en geles de agarosa 1% en amortiguador TAE 1X (Figura
3 panel derecho). Todas las muestras y alicuotas de ADNg fueron etiquetadas con el mismo
cddigo que nos fue dado por cada centro de salud y conservadas a -15°C hasta su uso y

posterior a el.

ADN Gendémico Muestras Portales
Muestra:

Figura 4. Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico de pacientes diabéticos del Centro de Salud Portales.
En el panel superior se muestran ejemplos de los geles de integridad de ADNg realizados después de la
extraccién de acidos nucleicos a partir de sangre total. En el panel inferior se observa un ejemplo de las
alicuotas de trabajo de ADNg que fueron diluidas a una concentracion final de 20 ng/ul. Se cargaron 5ul de
cada alicuota en cada caso y se realiz6 electroforesis en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE 1X.
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8.8.2 Genotipificacion

Para la genotipificacion de los polimorfismos de estudio se realizd discriminacién alélica
utilizando reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en tiempo real,
en un equipo CFX90 (BioRad) utilizando sondas TagMan® (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA, USA). En el cuadro 2 se detallan los datos de las sondas

utilizadas.

Cuadro 2. Sondas utilizadas en la genotipificacion de pacientes diabéticos tipo 2

No. de catdlogo Polimorfismo Concentracion
C_11654065_10 rs5219 (KCNJ11 E23K) 40X
C__9686360_20 rs1799854 (ABCC8 -3C/T) 40X
C__ 600632_20 rs757110 (ABCC8 S1369A) 20X

Las reacciones para genotipificacion fueron preparadas en 25ulL de volumen final en micro
placas de 96 pozos (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA, USA),
el programa de amplificaciéon se realize de la siguiente forma: 95°C po 10 min de
desnaturalizacién inicial, posteriormente 40 ciclos de 95°C por 15 seg. y 60°C por 1 min de
alineacién/extensidn con una fase final de 60°C po 30 seg. El detalle de la composicion de

cada reaccion se detalla en el cuadro 3.

Se repitieron varias muestras al azar para corroborar la confiabilidad de los resultados

obtenidos en cada genotipificacion.

Cuadro 3. Composicion de las reacciones de genotipificacion
rs5219 (E23K) rs1799854 (-3C/T)  rs757110 (S1369A)

Componente Volumen (Concentracion final)
TagMan®
Genotyping Master 10 pl (0.8X) 10 pl (0.8X) 10 pl (0.8X)
Mix 2X
Sonda 0.3 pl (0.5X) 0.3 pl (0.5X) 0.5 pl (0.4X)
ADNg 1 ul (20ng) 1 ul (20ng) 1 ul (20ng)
Agua ultrapura 13.7 ul 13.7 ul 13.5 ul

41



9. ANALISIS ESTADISTICO

9.1 Andlisis inferencial

Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos con STATA V.14 para Windows 10, se construyd
y se escribié el cddigo en un archivo DO correspondiente con el uso de STATA, donde
mediante comandos especificos (ANEXO 1), se realizé la codificacion de variables acorde al
uso planeado para cada una. Se realizé para cada variable pruebas de normalidad y de
acuerdo al resultado se muestran en tablas y/o figuras como media con desviacién estandar
para el caso de distribucién normal (p> 0.05) para la prueba de Shapiro Wilk y se muestra
como medianay rango intercuartilar 25% y 75% en caso de libre distribucién (p< 0.05) para

le prueba de Shapiro Wilk.

Para las variables genéticas, se agruparon en 3 categorias: Homocigoto wild type,
heterocigoto y homocigoto con alelo menor para cada variable genética y se reportaron en
porcentaje las frecuencias de cada uno. Posteriormente mediante conteo directo se
determind la frecuencia alélica de cada una de las 3 variantes: rs757110 (S1369A),

rs1799854 (exén 16 -3C/T) y rs5219 (E23K).

Una vez realizado el reporte de frecuencias alélicas, se realizé el cdlculo manual de la Xi? de
Pearson para determinar si habia equilibrio de Hardy-Weinberg para cada variante
mediante el uso de la ecuacidn del binomio cuadrado perfecto para encontrar el valor de
Xi? calculado y compararlo con el valor de Xi? tabulado y determinar el contraste de

hipotesis.
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9.2 Analisis bivariado
Esta parte del andlisis consta de 3 partes:
Parte uno.
Mediante el ajuste de tipo de tratamiento recibido (metformina o metformina +
glibenclamida) los pacientes fueron categorizados para comparar los datos clinicos,
antrpométricos y bioquimicos, mediante el uso de la prueba t de Student para variables con
distribucion normal y la prueba de U de Mann-Whitney para aquellas variables con libre
distribucidn. Se considerd significancia estadistica un valor de p < 0.05.
Parte 2.
Se analizaron los datos antropométricos, clinicos y bioquimicos ajustados por genotipo
(homocigoto wild type, heterocigoto y homocigoto con alelo menor) para cada una de las
variables genéticas. Se realizaron andlisis de comparacion para cada variable clinica y
bioquimica mediante el uso de ANOVA para variables con distribucién normal y Kruskal
Wallis para variables con libre distribucién, tomando un valor de p< 0.05 para determinar

significancia estadistica.

Parte 3.

Mediante el uso de tablas cruzadas, se realizaron pruebas de independencia para calcular
medidas de asociacién (OR) para cada variable de criterio de control, definido por la glucosa
plasmdtica en ayuno y la HbAlc, mediante la agrupacién por tipo de tratamiento recibido
(metformina o metformina + glibenclamida) y para determinar independencia entre los
tratamientos se considerd un valor de p< 0.05 para la Xi? de Pearson, con el objetivo de
ingresar las variables a un modelo multivariado de regresion logistica a aquellas variables

gue muestren independencia.

9.3 Analisis multivariado
Se realizaron pruebas de independencia para las variables bioquimicas que definen el
control o no control en pacientes diabéticos, siendo la HbAlc el estdndar de oro para definir

cada categoria y mediante el analisis estadistico utilizando una Xi? de Pearson, tomando un
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valor de p< 0.05 como estadisticamente significativo con las variantes genéticas, se

determinara si alguna de ellas se encuentra asociada al control o no control.

Agquellas variables que presentaron asociacién estadisticamente significativa, se ingresaron
a un modelo de regresion logistica multiple para construir un algoritmo predictivo basado
en una ecuacién diferencial, con el objetivo de determinar la probabilidad de presentar

control o no control con las variables que resulten asociadas.

El valor resultante del algoritmo construido se

encontrara en algun punto de la funcién logit:

logit (p) = In (lf;p)

p

In (——|=a+ (B1X1) + (B:X2) +_ (B.X,)
[ (l—p) 111 242

n

Adaptado de: An Introduction to Medical Statistics (Oxford

Medical Publications) J. Martin Bland OUP Oxford; Edicién: 3 (47)

El calculo de probabilidad se estimara con la siguiente ecuacién, que describe el calculo de
de p, donde p es el porcentaje o probabilidad de sujetos que presentan el evento (47), para
fines de esta tesis sera la probabilidad de que los sujetos estén controlados de acuerdo a

los cirterios del %Hbalc segun la ADA 2019y la GPC en México.

et (B1X1)+ (B2X2) +..(BnXn)

P= 11 ¢ atBiX+ (B2Xp) +_(BuXn)
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10. CONSIDERACIONES ETICAS

Se entregd un consentimiento informado que cada paciente previamente invitado a
participar, firmd autorizando su participacion, la manipulacidon y uso de su muestra bioldgica

con fines de investigacién (ANEXO 2).

El consentimiento informado cumple con los siguientes 4 puntos para la realizacién de

investigacién en seres humanos:

1. NOM-012-SSA3-2012: Que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de
investigacién para la salud en seres humanos.

2. Las Normas de Buenas Practicas Clinicas.

3. Capitulo | (de los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos) del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

4. Declaracidn de Helsinki, principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos, 64 asamblea general de la asociacion médica mundial, Fortaleza, Brasil,

octubre 2013.

Este proyecto esta aprobado y registrado por el comité de ética en investigacion de la
factultad de medicina de la UNAM, con dictamen favorable el 12 de febrero de 2014,
nimero: CONBIOETICA 09CEI066201403212 y por el comité de investigacion de la Facultad
de Medicina-UNAM, con fecha el 01 de Junio 2015, con registro ante COFEPRIS Nimero: 15
C1 09 003 021 (ANEXO 3).
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11 RESULTADOS

11.1 Estadistica descriptiva

La muestra se compone de 85 pacientes genotipados, que padecen diabetes tipo 2 que
estan siendo tratados con metformina o con la terapia combinada metforminay
glibenclamida, los pacientes pertenecen a la Jurisdiccidn sanitaria del Hospital Regional de
Alta Especialidad de Ixtapaluca; Estado de México.

La poblacion tenia un promedio de edad de 53.51 afios, el 75% tenia menos de 8 afos de
ser diabético, con una mediana de 4 afios (2-8), ademas, el 50% de los pacientes padece
obesidad, con un promedio de IMC de 31.09 kg/m?. La glucosa en ayuno de los pacientes se
encontrd con una mediana de 148 (110-218), respecto a la HbAlc, se encontré que el 50%
tenia HbA1lc por arriba de 7.5 (6.35-9.45). El perfil lipidico, evaluando colesterol total, en el
75% de los pacientes se encuentra en rango normal, con una mediana de 174.5 (145.5-200)

(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes

Parametro n=85

Edad (afios) 53.51 +10.53
Tiempo de tratamiento (afios) 4 (2-8)

IMC (Kg/m?) 31.09 +6.41
Glucosa en ayuno (mg/dL) 148 (110-218)
HbA1c (%) 7.50 (6.35-9.45)
Colesterol total (mg/dL) 174.5 (145.50-200)
C-HDL (mg/dL) 40.8 (34.90-44.80)
C-LDL (mg/dL) 95.75 £33.45

TAG (mg/dL) 165 (126-239)

Para variables con libre distribucidon: Mediana (Rango intercuarilar 25% -75%); para variables con distribucién normal:
Media y desviacién estandar; IMC: indice de Masa Corporal; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; C-HDL: Colesterol de alta
densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad; TAG: Triacilglicéridos.
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11.2 Frecuencias alélicas y genotipicas

11.2.1 ABCC8, rs757110 (S1369A).

Se genotipificd la muestra total para los tres polimorfismos de estudio, para el gen ABCCS,

rs757110 (S1369A), se encontrd una frecuencia genotipica AA (wild type) del 35.29%, para

el heterdcigo AC una frecuencia del 37.64% y para el genotipo CC del 27.05%

Se determind la frecuencia alélica para ambos alelos Ay C, con una frecuencia del 54.11%

y 45.88% respectivamente. (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo en el gen ABCC8, rs757110 (S1369A)

n= 85

ABCCS,
rs757110
(51369A)

A/A
A/C
C/C

A
C

30 (35.29%)
32 (37.64%)
23 (27.05%)

92 (54.11%)
78 (45.88%)

Calculo del equilibrio de Hardy Weinberg

Se obtuvo el total de la frecuencia genotipica y alélica para realizar el calculo de la

proporcién alélica, se realizd el conteo directo para cada alelo Ay C, encontrando un total

de 92 y 78 respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia genotipica y alélica para el polimorfismo del gen ABCCS, rs757110 (S1369A)

Genotipo Frecuencia A C Valor de Xi?
A/A 30 60 0

A/C 32 32 32 Xi%=8.31
c/c 23 0 46 p >0.05
TOTAL 85 92 78

Calculo de proporcion alélica.

Para el alelo A:

PA= 2 — (.54

170

Para el alelo C:

PA= = = 0.
170

46

PA: Proporcidn alélica
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Con los datos de proporcién alélica, se realizd el célculo de las frecuencias esperadas con el
binomio de Hardy-Weinberg para S1369A:

(p+q)’= p® + 2(p*q) + o
(p+q)%= (0.54)2 + 2(0.54%0.46) + (0.46)>
(p+q)%= 0.29 +0.49 + 0.21
Para AA: 0.54*85= 45.9

Para AC= 0.46*85=39.1
Para CC=0.21*85=17.8

Se obtiene el valor de Xi? Calculada, mediante la férmula de Xi?de Pearson:

Formula de Xi?:

Xi2 (Frecuencias observadas — Frecuencias esperadas)?
i‘= -
Frecuencias esperadas

30 —45.9)2 (32-39.1)> (23 —17.8)?
Xi% = ( g " 4 ¢ ) 831
45.9 39.1 17.8

Xi? =8.31
Contraste de hipdtesis mediante el uso de Xi? tabulada con un valor de alfa= 0.050:
Xi2 calculada 8.31 > Xi? tabulada 3.841
Se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alterna, concluyendo que la poblacién

no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.

Distribucién x? de Pearson con n grados de libertad.
Se tabula 2 .. tal que P(X > x3.,) =a. con X ¢ x2.

[a}
n 0995 0990 0975 0'950 0’900 0100 0’050 0'025 0’010 0’005

1 | 00000 0°0002 00010 00039 00158 2706 3’841 5024 6635 7’879
2| 00100 00201 00506 01026 02107 1'605 5091 7'378 9’210 10'597
31 00717 01148 02158  0'3518 0’5844 6251 7'815 9348 11’345  12'838
1| 02070 02071 04844 0’7107 10636 7779 9488 11’143 13277 14’860

51 04118 05543  0'8312 1’1455 16103 9’236 11070 12832 15'086 16'750
G | 06757 0'8721 1'2373 1’6354 22041 10°645 12'502 14'449 16'812 18’548
7] 00803 172390 1’6899 2'1673 2'8331 12017 14°067 16013 18475 20'278
S| 13444  1'6465 2'1797 27326 34805 13/362 15507  17'535 20090 21'055

Tabla de Xi? con grados de libertad, tomada de : An Introduction to Medical Statistics
(Oxford Medical Publications) J. Martin Bland OUP Oxford; Edicion: 3 (47).
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11.2.2 ABCCS8, rs1799854 (16 -3C/T).

Se realizé el conteo de frecuencia alélica y genotipica para el polimorfismo del gen ABCCS,

rs1799854 (16 -3C/T ), encontrando una frecuencia en el homocigoto Wild type (CC) de

63.5%, para el heterocigoto (CT) de 28.35% y para el homdcigo del alelo menor de 8.23%.

Las frecuencias alélicas fueron determinadas para los alelos C y T, con una frecuencia de

77.64% y 22.35% respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo del gen ABCCS, rs1799854 (16 -3C/T ).

n= 85

c/C
ABCCS, /T
rs1799854 /T
(16 -3¢/T)
C
T

54 (63.52%)
24 (28.23%)
7 (8.23%)

132 (77.64%)
38 (22.35%)

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se obtuvo el conteo de la frecuencia genotipica y alélica para el calculo de la proporcion

alélica, encontrandose una frecuencia para el alelo C de 132 y 38 para el alelo G. (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia genotipica y alélica para el polimorfismo del gen ABCCS, rs1799854 (16 -3C/T ).

Genotipo Frecuencia A G Valor de Xi?
c/c 54 108 0
c/T 24 24 24 Xi%=4.69
T/T 7 0 14 p >0.05
Total 85 132 38
Calculo de proporcidn alélica
p 6m alélica = No de alelos
roporcion atettea = No total de alelos
Sustitucion:
Para el alelo C: ParaelaleloT:
PA=22 = 0.77 PA= 2 = .22
170 170

PA: Proporcion alélica
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Cdlculo de frecuencias esperadas con el binomio de Hardy Weinberg:
(p+a)’= p* + 2(p*q) + ¢
(p+9)%= (0.77)? + 2(0.77*0.22) + (0.22)?
(p+g)?= 0.59 + 0.33 + 0.04
Para CC: 0.59*85=50.15

Para CT=0.33*85=28.05
Para TT=0.04*85=3.4

Obtencidn de Xi? Calculada mediante la formula de Xi% de Pearson.
Férmula de Xi%:

Xi2 (Frecuencias observadas — Frecuencias esperadas)?
i‘= -
Frecuencias esperadas

=4.69

54 — 50.15)? 24 — 28.05)2 7 —3.4)2
o N 7, 7, )
50.15 28.05 3.4

Xi? =4.69
Grados de libertad:
3 genotipos — 2 alelos =1 GL

Se toma el valor de 1 grado de libertad para un nivel de significancia de a= 0.050 de la tabla
de Xi2.

Contraste de hipdtesis:
Xi2 calculada 4.69 > Xi? tabulada 3.841

Ho: La poblacidn se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
Ha: La poblacién no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg

Se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alterna, concluyendo que la poblacién
no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.

50



11.2.3 KCNJ11, rs5219 (E23K).

Se obtienen los valores para los genotipos y alelos para el polimorfismo del gen KCNJ11,

rs5219 (E23K), para el genotipo wild type (C/C) 34.11%, para el heterocigoto (C/T) 38.82%

y para el homocigoto del alelo menor (T/T) 27.05%. Se realiza mediante conteo directo la

frecuencia para cada alelo, siendo 53.52% para el alelo Cy 46.47% para el alelo T. (Tabla

6).

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo del gen KCNJ11, rs5219 (E23K)

n= 85

KCNJ11,
rs5219
(E23K)

C/C
C/T
T/T

C
T

29 (34.11%)
33 (38.82%)
23 (27.05%)

91 (53.52%)
79 (46.47%)

Equilibrio de Hardy Weinberg

Mediante el conteo directo de los alelos, se obtiene la cantidad total de alelos presentes en

la poblacién, 91 para el alelo Cy 79 para el alelo T.

Tabla 7. Frecuencia genotipica y alélica para el polimorfismo del gen KCNJ11, rs5219 (E23K)

Sexo Frecuencias C T Valor de Xi?
c/c 29 58 0

c/T 33 33 33 Xi%= 14.65
T/T 23 0 46 p >0.05
Total 85 91 79

Calculo de proporcion alélica.

Para el alelo C:

PA= 2~ — (.53
170

Para el alelo T:

PA= > = (.47
170

PA: Proporcidn alélica

Cdlculo de frecuencias esperadas con el binomio de Hardy Weinberg:
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(p+q)’= p® + 2(p*q) + o
(p+q)%= (0.53) + 2(0.53*0.47) + (0.47)>
(p+q)?= 0.28 +0.49 + 0.22
Para AA: 0.53*85= 45.05

Para AC= 0.49*85=41.65
Para CC=0.47*85=39.95

Se obtiene la Xi% Calculada mediante la fdrmula de Xi2de Pearson.

Formula de Xi?:

Xi2 (Frecuencias observadas — Frecuencias esperadas)?
i“= p
Frecuencias esperadas

] (29 — 45.05)? (33 —41.6)2 (23 —39.9)2
Xi2 = + = 14.65
45.05 41.6 39.9

Xi? = 14.65
Contraste de hipdtesis:

Xi2 calculada 14.65 > Xi? tabulada 3.841

Se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alterna, concluyendo que la poblacién
no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
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11.3 Comparacion entre de variables clinicas y bioquimicas en pacientes diabéticos

agrupados por el tipo de tratamiento que reciben.

De la muestra total de 85 pacientes se eliminaron a aquellos pacientes que no contaban con
el expediente clinico completo o que en los expedientes clinicos se evidenciara que el
paciente tiene un régimen terapéutico distinto metformina, metformina + glibenclamida o
glibenclamida como monoterapia por lo que la muestra se redujo a 41 pacientes que toman
metformina y 27 pacientes que toman la terapia combinada, analizando a un total de 68
sujetos. La adherencia al tratamiento no fue evaluada por medio de cuestionarios,
Unicamente se tomod en cuenta a pacientes que cumplieran con sus citas periddicas a los
distintos servicios de medicina interna o en su defecto, cuando en las notas el médico

tratante mencionaba que no cumplieran adherencia.

Se encontré que la edad entre ambos grupos no diferia entre ellos (53.51 £10.43 vs 54.10
+10.61; p=0.5740). Respecto al tiempo de tratamiento, se encontrd que el grupo que recibe
la terapia combinada posee un tiempo mayor en afios comparado con los pacientes que
reciben la monoterapia con metformina 3.5 (1-7) vs. 6.5 (3-12); p= 0.0196. Al evaluar el IMC
en los pacientes, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (p=0.1962). Al evaluar la glucosa en ayuno se encontré que los individuos que toman
la terapia combinada tienen niveles de glucosa en ayuno mayores que los que toman la
monoterapia 127 (103-183) y 190 (141-239) respectivamente (p=0.0025), lo mismo sucedié
al evaluar los valores de HbA1lc, encontrando 6.5 (6.2-8.6) para la monoterapiay 9.1 (7.5-
10.5) para la terapia combinada (p= 0.0033). Al evaluar perfil lipidico (Colesterol total,
Colesterol HDL, Colesterol LDL vy triacilglicéridos) no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion de variables clinicas y bioquimicas en pacientes diabéticos agrupados
por tipo de tratamiento que reciben.

Parametro Metformina (n=41) Metformina+Glibenclamida (n=27) p valor
Edad (afios) 53.51+10.43 54 + 10.61 0.5740"
Tiempo de 3.5(1-7) 6.5 (3-12) 0.0196*Y
tratamiento (afos)

IMC (Kg/m?) 31.5 (26.18-35.4) 28.47 (26.56-31.61) 0.1962VY
Glucosa en ayuno 127 (103-183) 190 (141-239) 0.0025*Y
(mg/dL)

HbAlc (%) 6.5 (6.2-8.6) 9.1(7.5-10.5) 0.0033*Y
Colesterol total 175 (154-206) 174 (141-235) 0.5267Y
(mg/dL)

C-HDL (mg/dL) 38.15 (34.3-44.8) 41.1 (36.5-46.8) 0.7817Y
C-LDL (mg/dL) 94.73 £ 33.29 98.10 + 32.98 0.6286"
TAG (mg/dL) 201 (125-299) 149 (126-214) 0.2313Y

Se presenta mediana y rango intercuartilar 25% y 75% para variables con libre distribucién: Media y desviacién estdndar para variables con
distribucién normal; *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), tPrueba t de student; Y Prueba de U de Mann-Whitney. IMC: indice
de Masa Corporal; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; C-HDL: Colesterol de alta densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad; TAG:
Triacilglicéridos.

11.4 Comparacion de variables clinicas y bioquimicas en pacientes diabéticos agrupados

por genotipo.

En un analisis posterior, se agrupd a los pacientes por genotipo de cada polimorfismo
estudiado, para el gen ABCC8, rs1799854 (16 -3C/T), rs757110 (S1369A) y KCNJ11,
rs5219(E23K), categorizados como homocigoto wild type, heterocigoto y homocigoto para

el alelo menor.
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11.4.1 Analisis en pacientes diabéticos que reciben metformina o metformina y
glibenclamida agrupados por polimorfismo en el gen ABCC8, rs1799854 (16 -3C/T).

Para el polimorfismo del gen ABCCS8, rs1799854 (16 -3C/T), se encontrd en un total de 67
sujetos, 42 homocigotos wild type (C/C), 19 heterocigotos (C/T) y 6 homocigotos para el
alelo menor (T/T).

Se evaluaron las variables clinicas y bioquimicas, en las cuales no se encontrd diferencia

estadisticamente significativa en ninguna de ellas. (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion de biomarcadores antropomeétricos y bioquimicos por genotipo para
el polimorfismo en el gen ABCC8, rs1799854 (16 -3C/T).

Parametro C/C (n=42) C/T (n=19) T/T (n=6) p-valor
Edad (afios) 54.5+11.33 50.47 £ 8.34 52.16£9.28 0.37174
Tiempo de 4.5 (1.25-8) 4 (2-6) 4 (3-4) 0.9886XW
tratamiento

(afios)

IMC (Kg/m?) 30.34 £ 5.55 31.31(28.38-35.25) 32.67+6.4 0.5118W
Glucosa en 132 (105-202) 169.44 £ 57.47 165.66 = 64.32 0.6905KW
ayuno (mg/dL)

HbA1c (%) 6.6 (6.2-8.8) 8.1(6.9-9.5) 9.1 (5.9-10.5) 0.5757KW
Colesterol total 174.37 £41.48 182.16 £39.75 193.16 £ 60.98 0.56124
(mg/dL)

HDL (mg/dL) 39 (34.9-44.7) 41.05 (35.25-43.4) 44.6 (34-49.6) 0.8677XW
LDL (mg/dL) 90.74 £ 32.57 106.35 £ 24.19 76.2 (66.2-136.8)  0.2795W
TAG (mg/dL) 198 (140-246) 142 (111-200) 209 (208-344) 0.1257 KW

Se presenta mediana y rango intercuartilar 25% y 75% para variables con libre distribucidon: Media y desviacion estandar para
variables con distribucién normal; *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), #Prueba de ANOVA; ¥V Prueba de Kruskal-
Wallis. IMC: indice de Masa Corporal; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; C-HDL: Colesterol de alta densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad;
TAG: Triacilglicéridos.
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11.4.2 Analisis de pacientes diabéticos que reciben metformina o metformina y
glibenclamida agrupados por polimorfismo en el gen ABCC8, rs757110 (S1369A).

Se agrupod a los pacientes por genotipo, homocigoto wild type (AA), heterocigoto (AC) y
homocigoto para el alelo menor, se determind la cantidad de individuos en cada subgrupo

de genotipos: AA (24), AC(27) y CC (16).

Se realizé el analisis estadistico para comparar las variables clinicas y bioquimicas en cada
subgrupo, aplicando la prueba de ANOVA o Kruskal-Wallis segln sea el caso, sin embargo,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna variable

analizada. (Tabla 10).

Tabla 10. Comparacion de biomarcadores antropométricos y bioquimicos por genotipo en
el gen ABCC8, rs757110 (S1369A).

Parametro A/A (n=24) A/C (n=27) C/C (n=16) p-valor
Edad (afios) 54.08 + 12.26 53.25+9.28 51.56 + 9.69 0.7590°
Tiempo de 4 (2-8) 4 (2-8) 4 (1-8) 0.7828KW
tratamiento

(afios)

IMC (Kg/m?) 31.24 +5.80 31.23(26.10-35.82) 29.92 £5.35 0.6752W
Glucosa en 168 (116-190) 127 (102-202) 135 (115-263) 0.4197XW
ayuno (mg/dL)

HbA1c (%) 7.65 (6.20-9.40) 6.8 (6.20-8.60) 8 (6.40-9.90) 0.5757KW
Colesterol total 187.63 +46.37 174.5+44.75 171.6 £ 33.17 0.4551A
(mg/dL)

HDL (mg/dL) 41.3 (34.30-58.80) 37.1(34.95-43.20) 41 (34-42.60) 0.4503KW
LDL (mg/dL) 95.40 (75.85-117.40)  90.70 (67.65-113) 103.5(77.05-119.70)  0.8321KW
TAG (mg/dL) 175 (111-229) 161 (126-230) 195 (126-259) 0.8081KW

Se presenta mediana y rango intercuartilar 25% y 75% para variables con libre distribucidon: Media y desviacion estandar para
variables con distribucién normal; *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), Prueba de ANOVA; ¥V Prueba de Kruskal-
Wallis. IMC: indice de Masa Corporal; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; C-HDL: Colesterol de alta densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad;
TAG: Triacilglicéridos.
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11.4.3 Analisis de pacientes diabéticos que reciben metformina o metformina y
glibenclamida agrupados por polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K).

Se agrupd a los pacientes por genotipo, homdcigo Wild type (CC), heterdcigo (CT) y

homacigo para el alelo menor (TT) y se determind la cantidad de individuos en cada grupo

23 (CC), 28 (CT) y 16 (TT).

Se realizé el andlisis estadistico para las variables clinicas y bioquimicas, realizando prueba

de ANOVA o Kruskal-Wallis para variables con distribucion normal y libre distribucion

respectivamente, en las cuales no hubo diferencias estadisticamente significativas (Tabla

11).

Tabla 11. Comparacién de variables clinicas y bioquimicas para en pacientes diabéticos para
el polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K).

Parametro C/C (n=23) C/T (n=28) T/T (n=16) p-valor
Edad (afios) 53.04 + 11.67 53.89 + 9.55 52 +£10.55 0.8480°
Tiempo de 4 (2-8) 5 (2-10) 4 (1-7) 0.4094KW
tratamiento

(afios)

IMC (Kg/m?) 31.21+5.97 30.34 (25.9-35.82) 30.65 +5.23 0.9767W
Glucosa en 153 (106-189) 156 (102-220) 132 (115-239) 0.9630%W
ayuno (mg/dL)

HbA1c (%) 6.80 (5.80-9.10) 7.40 (6.40-9.30) 7.20 (6.40-9.90)  0.5145KW
Colesterol total 188.61 + 45.66 173 +45.83 173.5+£32.93 0.4159A
(mg/dL)

HDL (mg/dL) 41.50 (35-52.80) 37.10 (34.45-41.4) 41.35 (34-44.60)  0.2721W
LDL (mg/dL) 110.41 +37.70 87.30+33.47 98.72 + 28.21 0.1781W
TAG (mg/dL) 155 (109-208) 200.5 (129-313) 180 (126-249) 0.3775KW

Se presenta mediana y rango intercuartilar 25% y 75% para variables con libre distribucidn: Media y desviacion estandar para
variables con distribucién normal; *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), #Prueba de ANOVA; ¥V Prueba de Kruskal-
Wallis. IMC: indice de Masa Corporal; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; C-HDL: Colesterol de alta densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad;
TAG: Triacilglicéridos.
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11.5 Control glucémico de pacientes diabéticos agrupados por genotipo y por tipo de
tratamiento

Se realizd otro analisis en el cual se incluyé a los pacientes categorizados por genotipo y
agrupados por tipo de tratamiento recibido, se excluyeron a aquellos pacientes en los que
no fue posible identificar en el expediente clinico el tipo de tratamiento recibido, quedando

finalmente 63 pacientes diabéticos.

11.5.1 Analisis de control glucémico en pacientes diabéticos para el polimorfismo
en el gen ABCC8, rs1799854 (ex6n 16 -3C/T).

Se realizé un primer andlisis para el polimorfismo del gen ABCCS8, rs1799854 (exén 16 -
3C/T) incluyendo a todos los pacientes, de forma indistinta al tratamiento que recibian, de
los cuales 39 pacientes fueron homocigotos (CC), 18 heterocigotos (CT) y 6 homocigotos
(TT), se realizé la prueba estadistica de Kruskal Wallis por la distribucién de los datos para
saber si existia diferencia en los niveles de glucosa en ayuno (mg/dL) y HbA1lc entre los 3
diferentes genotipos. Para glucosa en ayuno y HbAlc no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p= 0.691) y (p=0.576) respectivamente entre los genotipos.

Tabla 12. Comparacidn de niveles de glucosa en ayuno y HbAlc en pacientes
diabéticos tratados con metformina, glibenclamida o ambas agrupados por genotipo para
el polimorfismo en el gen ABCC8, rs1799854 (ex6n 16 -3C/T).

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)
c/c (39) 132 (105-202) 6.6 (6.20-8.8)
C/T (18) 177 (115-218) 8.1(6.7-9.7)

T/T (6) 159 (103-219) 9.1(5.85-10.8)
p-valor 0.691Y 0.576Y

Mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; Y prueba de U de Mann Whitney
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En una segunda parte del analisis por genotipo, se evalluan las mismas variables con
pacientes categorizados por el tipo de tratamiento que reciben, para este apartado, se
agruparon a los pacientes que recibian metformina como monoterapia comparado con los

pacientes que reciben la terapia combinada (metformina + glibenclamida) (Tabla 13).

Al realizar el andlisis estadistico, se encontraron diferencias en las concentraciones de

glucosa en ayuno y HbAlc para aquellos pacientes con el genotipo C/C o wild type.

Al comparar a los niveles de glucosa plasmatica entre pacientes que reciben metformina
124 mg/dL (102.5—172) contra los que reciben la terapia combinada 186 mg/dL (114-270),
se encontré un valor de p= 0.038, mostrando diferencia entre los grupos. De forma similar,
al comparar el mismo grupo de pacientes wild type (C/C) mediante la HbAlc, se encontrd
que los pacientes que reciben metformina 6.4 % (6.2-7.2) comparados con los que reciben
la terapia combinada 8.6 % (6.48-11.23) resultaron ser estadisticamente diferentes

(p=0.015) (Tabla 13).

El resto de los valores respecto a los genotipos heterocigoto (C/T) y homocigoto (T/T) del
alelo menor, no hubo diferencias al comparar por grupo de tratamiento tanto para la

glucosa en ayuno como para HbAlc.

Al comparar la glucosa plasmatica y HbAlc por genotipo en cada grupo de tratamiento, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se compard glucosa
plasmatica en el grupo de pacientes que reciben metformina (p=0.923) ni en el grupo de
pacientes de la terapia combinada (p=0.782), del mismo modo ocurrié cuando se compard
mediante la HbAlc, para el grupo de pacientes que recibe metformina (p=0.364) como para

el grupo de la terapia combinada (p= 0.693) (Tabla 13).
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Tabla 13. Comparacién de concentracién plasmatica de glucosa y HbAlc en pacientes con diabetes tipo 2
agrupados por genotipo para el polimorfismo en el gen ABCC8 rs1799854 (ex6n 16 -3C/T) y tratamieno recibido.

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)
Metformina Met + Glb p-valor Metformina Met + Glb p-valor
c/c 124 (102.5-172) 186 (114-270) 0.038*V 6.4 (6.2-7.2) 8.6 (6.48-11.23)  0.015*VY
c/T 132.5(99.75-202) 190 (152.2-219)  0.203Y 7.8 (6.3-9.85) 8.5 (7.5-9.9) 0.536Y
T/T 117 (103.2-185.5)  226.5(189-264) 0.267Y 5.9 (5.85-8.5) 9.8 (9.1-10.5) 0.800Y
p valor 0.923%W 0.782 KW 0.364 W 0.693 W

Se muestra mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; WV p valor para la prueba de Kruskal-Wallis; Y p valor para la prueba de U de
Mann Whitney; *Significancia estadistica p< 0.05

11.5.2 Analisis de control glucémico en pacientes diabéticos para el polimorfismo
en el gen ABCC8, rs757110 (S1369A).

En la primera parte de este analisis se incluyeron a los pacientes diabéticos de forma
indistinta al tratamiento que recibian, agrupados por genotipo para el polimorfismo en el
gen ABCCS8, rs757110 (S1369A), de los cuales fueron 23 (A/A), 25 (A/G) y 15 (G/G).

Al realizar el analisis estadistico, no se encontraron diferencias entre los genotipos al

evaluar glucosa en ayuno (p=0.420) y HbAlc (p=0.705).

Tabla 14. Comparacidn de niveles de glucosa en ayuno y HbAlc en pacientes
diabéticos tratados con metformina, glibenclamida o ambas agrupados por genotipo para
el polimorfismo en el gen ABCC8, rs757110 (S1369A).

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)
A/A (23) 168 (116-190) 7.65 (6.1-9.43)
A/G (25) 127 (101-211) 6.8 (6.2-8.95)
G/G (15) 135 (115-263) 8 (6.4-10)
p-valor 0.420 0.705

Mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; Y prueba de U de Mann Whitney
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En la segunda parte del andlisis estadistico, se encontraron diferencias entre los grupos
hetercigotos, para glucosa en ayuno, en los pacientes que reciben metformina 107.5 mg/dL
(98.5-134), comparado con los pacientes que reciben la terapia combinada 202 mg/dL (110-
264) (p= 0.025), de igual modo para cuando se evalué la HbAlc para los pacientes que
reciben metformina 6.45 % (6.05-7.35) comparado con los que reciben la terapia
combinada 8.9 % (6.73-11.23) (p= 0.007) no hubo diferencia para el resto de los genotipos,
sin embargo, al realizar la prueba de Kruskal-Wallis para los pacientes que reciben
metformina como monoterapia, se encontré diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de genotipos (p= 0.050).

Tabla 15. Comparacién de concentracién plasmatica de glucosa y HbAlc en pacientes con
diabetes tipo 2 agrupados por genotipo para el polimorfismo en el gen ABCCS, rs757110
(S1369A) y tratamiento recibido.

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)
Metformina Met + Glb p-valor Metformina Met + Glb p-valor
A/A 161 (105.7-197.2) 168 (152-189.5) 0.638  7.15(6.1-9.68)  8.3(6.23-9.33) 0.878
A/G 107.5 (98.5-134) 202 (110-264) 0.025* 6.45 (6.05-7.35) 8.9 (6.73- 0.007*
11.23)
G/G 122.5(97.2-168.2) 218 (128-273) 0.113 6.5 (6.3-8.05) 8.7 (6.95-10.6) 0.147
p-valor 0.050* 0.671 0.589 0.682

Se muestra mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; ¥V p valor para la prueba de Kruskal-Wallis; Y p valor
para la prueba de U de Mann Whitney; *Significancia estadistica p< 0.05.

Al obtener diferencia estadistica entre los grupos de genotipos para el grupo de pacientes
gue recibe metformina, se realizaron analisis bivariados mediante prueba de U de Mann
Whitney, encontrando diferencia entre el grupo de homocigotos wild type (A/A) y el grupo
de heterocigotos (A/G) (p= 0.014) y para el resto, no hubo diferencias estadisticamente
significativas. (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis bivariado por genotipo en el grupo de pacientes que recibe metformina
agrpados por genotipo para el polimorfismo rs757110 (S1369A) en ABCCS.

A/A A/G G/G
A/A - 0.014*Y 0.280Y
A/G 0.014*Y - 0.602Y
G/G 0.280Y 0.602Y -

Y Prueba de U de Mann Whitney, * Significancia estadistica p< 0.05
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11.5.3 Analisis de control glucémico en pacientes diabéticos para el polimorfismo en el
gen KCNJ11, rs5219 (E23K).

Se realizé un analisis para el polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K), en pacientes
diabéticos agrupados por genotipo, dentro de los cuales fueron 23 (C/C), 25 (C/T) y 15 (T/T).
Una vez agrupados se analizaron dos variables cuantitativas: Glucosa en ayuno (mg/dL) y %
HbA1c. Al realizar el andlisis estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre

los niveles de glucosa en ayuno (p=0.420) y HbA1c (p=0.705) (Tabla 17).

En la segunda parte del andlisis para este polimorfismo, se categorizaron a los pacientes
diabéticos por tipo de tratamiento recibido: Metformina o metformina + glibenclamida y a
su vez agrupados por genotipo, las variables a analizar fueron la glucosa en ayuno (mg/dL)

y la HbA1c (%).

Tabla 17. Comparacidn de niveles de glucosa en ayuno y HbAlc en pacientes
diabéticos tratados con metformina, glibenclamida o ambas agrupados por genotipo para
el polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K).

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)
c/c (23) 168 (116-190) 7.65 (6.1-9.43)
C/T (25) 127 (101-211) 6.8 (6.2-8.95)
T/T (15) 135 (115-263) 8 (6.4-10)
p-valor 0.420 0.705

Mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; Y prueba de U de Mann Whitney

Al realizar los andlisis estadisticos para comparar los genotipos, se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes que toman la monoterapia con
metformina y la terapia combinada Metformina + Glibenclamida para el genotipo C/T del
polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K), al evaluar los biomarcadores glucosa en

ayuno (p=0.015) y HbA1c (0.023) y al analizar la glucosa en ayuno, no hubo diferencia entre
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los pacientes agrupados por genotipo que toman metformina (p=0.531) y la terapia
combinada Metformina + Glibenclamida (p=0.261), mismo caso al evaluar la HbAlc, para
los pacientes que toman Metformina (p=0.905) y para aquellos que toman la terapia

combinada (p=0.452) (Tabla 18).

Tabla 18. Comparacién de concentracidn plasmatica de glucosa y HbAlc en pacientes
diabéticos tipo 2 agrupados por genotipo el polimorfismo en el gen KCNJ11, rs5219 (E23K)
y tratamieno recibido.

Genotipo Glucosa en ayuno (mg/dL) HbA1c (%)

Metformina Met+ Glb p-valor Metformina Met + Glb p-valor

c/c 140 (103.50-193)  162.5(137.70-189.20) 0.590 6.4 (5.73-9.15) 7.5 (6.30-9.25) 0.574

c/T 116 (100-166) 220 (186-270) 0.015* 6.6 (6.10-8.60) 8.9 (7.70- 0.023*
11.23)

T/T 121 (100-135) 179.5 (126-257) 0.121  6.45(6.20-7.48) 9.3 (6.68- 0.108
10.50)
p-valor 0.531 0.261 0.905 0.452

Se muestra mediana y rango intercuartilar 25% y 75%; ¥V p valor para la prueba de Kruskal-Wallis; Y p valor
para la prueba de U de Mann Whitney; *Significancia estadistica p< 0.05

11.6 Medidas de asociacion

11.6.1 Prueba de independencia

Mediante el andlisis de Xi? se realiza la prueba de independencia contrastando el tipo de
tratamiento recibido, la terapia combinada o la monoterapia y el control glucémico
definido por la HbAlc.

Tabla 19. Comparacién de frecuencias controlado vs no controlado de
pacientes diabéticos agrupados por tipo de tratamiento

Tratamiento Control por HbAlc Total
Control No control
Metformina 21 13 34
Met + Glb 6 19 25
Total 27 32 59

Chi? de Pearson=8.2781, p= 0.004
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Se encuentra un valor de p= 0.004, indicando independencia entre ambos grupos, 21
pacientes controlados para el grupo de metformina vs 6 en el grupo de la terapia
combinada, 13 no controlados en el grupo de la monoterapia y 19 no controlados en el

grupo de la terapia combinada (Tabla 19).

11.6.2 Asociacion genotipo vs. control

Mediante el contraste de tipo de genotipo para el polimorfismo del gen ABCC8 rs1799854
(exén 16 -3C/T) (Homocigoto C/C o no homocigoto C/C) se encontré independencia entre los

genotipos con un p valor= 0.030 al evaluar control vs. no control definido por %HbA1c.

Con 22 pacientes controlados que son homocigotos CCy 15 no controlados, comparado con

7 controlados y 14 no controlados para el grupo que no es C/C. (Tabla 20).

Tabla 20. Comparacién de frecuencias controlado vs no controlado de pacientes diabéticos
agrupados por genotipo homocigoto CC y otro no CC para el polimorfismo del gen
rs1799854 (exdn 16 -3C/T)

Genotipo Control por HbAlc Total
Control No control
Otro (C/To T/T) 7 15 22
Homocigoto (C/C) 22 14 36
Total 29 29 58

Chi? de Pearson=4.6869, p= 0.030

Los criterios de control fueron tomados de acuerdo a lo que dicta la ADA 2019 y la guia de
practica clinica en México, con una HbAlc menor a 6.5% como paciente controlado y mayor
a 6.5% como no controlado (2,4).

No exisitd indpendencia al comparar los polimorfismos del gen ABCCS8, rs757110 (S1369A)
y para KCNJ11, rs5219 (E23K).
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11.7 Construccion de modelos predictivos: analisis multivariado

Anadlisis de ecuacidn diferencial del algoritmo multiple.
Mediante el analisis de la relacién de cambio entre estar controlado y no controlado, se

define la siguiente ecuacion diferencial:

dy
dx

Donde:

e dy es la diferencial de y, indicando el cambio entre control vs. no control.

e dx es la diferencial de x, que indica el cambio en la variable x, es decir, si un paciente
presenta un tratamiento u otro y si tiene un genotipo C/C o presenta el alelo menor T, ya
seaC/ToT/T.

e mes el cociente de ambas diferenciales.

Resolviendo la ecuacién

dy =mdx

Integracion de ecuacion.

de=mjdx=mx+c

Al resolver, se obtiene la ecuacidn de la recta, indicando que la pendiente, multiplicada por

la variable, mas una constante, dard como resultado el valor de y.
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Aplicandolo en la funcién logit, se puede estimar el valor de la funcién, mediante la
constante, los coeficientes y las variables de x, por lo que Unicamente habra que encontrar

el valor de p como sigue:

Aplicacién en regresion logistica multiple y estimacién del calculo de probabilidad:

In (1%) = a+ (B1X) + (B2X2) +. (BuXy)

1L — pa+(B1X1)+ (B2X2) +.(BnXn)
-D

p = et BrX0)+ (B2X2) +.(BnXn) (1 — p)
p = e B1X0)+ (B2X2) + . (BnXn) _ pyoa+(B1X1)+ (B2X2) +..(BnXn)
p + pe®tBrX0)+ (B2Xz) + . (BnXn) = ga+(B1X1)+ (B2X2) +. . (BnXn)
p(l + eat(B1X1)+ (B2X2) +...(ﬂan)) = eat+(B1X1)+ (B2X2) +..(BnXn)

e+ (B1X1)+ (B2X2) +..(BnXn)

P= 11 ¢ atBiX0+ (B2X) +_(BuXn)

Donde p, es la proporcién de sujetos que estara controlado, a diferencia de los que no estan

controlados (1-p).

11.7.1 Regresion logistica multiple y calculo de OR.

Se realizé una regresidn logistica multiple ingresando las variables que de acuerdo al andlisis
de independencia y el valor de Xi? resultaron ser estadisticamente diferentes:
e Tipo de tratamiento
o Monoterapia: Metformina
o Terapia combinada: Metformina + Glibenclamida
e Genotipo para el polimorfismo rs1799854 (exdén 16 -3C/T) de ABCC8
o Sies homocigoto C/C o wild type.
o Si no es homocigoto C/C; es decir, si presenta el alelo menor, ya sea C/T o

T/T.
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Tabla 21. Medidas de asociacion de regresion logistica multiple, ajustados por genotipo
C/C o wild type para el polimorfismo del gen ABCCS8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y tipo de

tratamiento recibido.

logistic controlhbalc ctaa bO.tratamiento2

Logistic regression Number of obs = 56

LR chi2 (2) = 13.68

Prob > chiZ2 = 0.0011

Log likelihood = —-31.940778 Pseudo R2 = 0.1764

controlhbalc Odds Ratio Std. Err. 4 P> z| [95% Conf. Interval]

ctaa .2237418 .1460456 -2.29 0.022 .062249 .8041958
tratamiento2

Met+Glb 5.747132 3.691642 2.72 0.006 1.631872 20.24027

__cons 1.39813 .7468214 0.63 0.530 .4907629 3.983117

Donde: ctaa: es el genotipo C/C en el polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y tratamiento2: Es el tipo de tratamiento

recibido.

Prueba de Bondad de ajuste de Hosmer y Lemeshow

. estat gof

Logistic model for controlhbalc, goodness-of-fit test Con un valor de p= 0.9956 en la prueba de Bondad de

Ajuste de Hosmer and Lemeshow, se determina un

number of observations = 56
number of covariate patterns = 4 . P sas
bearson chi2 (1) - 0 00 buen ajuste del modelo logistico multiple propuesto.
Prob > chi2 = 0.9956

11.7.2 Calculo de coeficientes

Para obtener los coeficientes de la regresién logistica, se ingresé en STATA el cddigo
correspondiente para obtenerlos (ANEXO 1), la importancia de calcular estos coeficientes
radica en que son justamente los valores que seran sustituidos en la ecuacién de la funcién

logit.
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Tabla 22. Coeficientes de regresion logistica multiple, Medidas de asociacidn de regresién
logistica multiple, ajustados por genotipo C/C o wild type para el polimorfismo del gen

ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y tipo de tratamiento recibido.

logistic controlhbalc ctaa bO.tratamiento2, coef

Logistic regression Number of obs = 56
LR chi2 (2) = 13.68

Prob > chiz2 = 0.0011

Log likelihood = -31.940778 Pseudo R2 = 0.1764
controlhbalc Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
ctaa —-1.497263 .6527417 -2.29 0.022 -2.776613 -.2179125

tratamiento?2
Met+Glb 1.748701 .6423451 2.72 0.006 .4897278 3.007674
_cons .3351353 .5341575 0.63 0.530 -.7117942 1.382065

Donde: ctaa: es el genotipo C/C en el polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y tratamiento2: Es el tipo de tratamiento

recibido.

Sustitucion de variables en la ecuacién de la funcion logit:

e+ (B1X1)+ (B2X2) +..(BnXn)

P= 11 ¢ atBiX0+ B2X2) +_(BuXn)

Por lo que el modelo que predice el control de pacientes con diabetes seglin su genotipo para el gen

ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) y el tipo de tratamiento recibido, es el siguiente:

80'3351 +(—1.4972(genotipo))+ (1.7487 Tratamiento)

p= 1 4+ 03351 +(—1.4972(genotipo))+ (1.7487 Tratamiento)

De acuerdo al modelo obtenido, se encontré que la probabilidad de no estar controlado si
se toma la terapia combinada y si se es homadcigo C/C para 16 -3C/T, es del 64.25% y si se

toma metformina, la probabilidad de estar no controlado es del 23.82%.

Al sustituir la codificacion de las variables en el modelo logistico multiple, se encuentra que,
si se tiene un genotipo diferente al homocigoto (C/C), es decir si se es heterocigoto (C/T) u
homocigoto (T/T) y se toma la terapia combinada, la probabilidad de estar no controlado es
del 88.93% y cuando se toma metformina, la probabilidad estar no controlado es del

58.29%.
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Los valores para la medida de asociacidon se encontraron para los homocigotos C/C
(OR=0.22371C95%: 0.6224-0.8041; p=0.022) y para el tratamiento de la terapia combinada
metformina+ glibenclamida (OR=5.74 IC 95%: 1.63-20.24; p=0.006), (Tabla 21).

12.  DISCUSION

Este estudio se enfocé en estudiar los polimorfismos del gen ABCCS8, rs757110 (S1369A),
rs1799854 (exoén 16 -3C/T) y del gen KCNJ11, rs5219 (E23K) y su asociacidn con la eficacia
terapéutica en pacientes con diabetes tipo 2, tratados con metformina, glibenclamida o

ambas, mediante la evaluacion de glucosa en ayuno (mg/dL) y Hbalc (%).

En la primera parte del analisis de este trabajo, al evaluar las frecuencias alélicas y
genotipicas mediante el analisis de Hardy-Weinberg, se encontré que la poblacién esta en
desequilibrio para los genotipos de los genes analizados (ABCC8 y KCNJ11), lo cual podria
indicar que la poblacion estudiada no esta sometida a migracidn, mutacion o seleccion, sin
embargo, también es posible que la muestra es lo suficientemente pequena para demostrar
diferencias minimas entre los individuos, lo cual puede haber ocurrido con el tamafio de

muestra utilizado para el analisis de este estudio (48).

En la primera parte de andlisis estadistico, se encontraron diferencias estadisticas entre el
grupo de pacientes que recibe metformina como monoterapia y el grupo de pacientes que

recibe la terapia combinada metformina + glibenclamida, en tres parametros.

El primer pardametro es el tiempo de tratamiento medido en afios, la prueba de diferencia
de medianas indica que los pacientes que toman la terapia combinada tienen menos tiempo
de tratamiento que los que reciben la terapia combinada, esto como evidencia de lo que
indican las guias de tratamiento tanto en Estados Unidos la ADA y en México la Guia de
practica clinica del CENETEC (2,5) en el que la primera intervencion farmacolégica ante el
diagndstico de diabetes es la metformina como monoterapia y ante la ausencia de metas

terapéuticas con metformina en dosis limite, adicionar un segundo farmaco, en la ADA
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existen varias alternativas incluso de acuerdo al estado socioeconémico del paciente, en la

guia de practica clinica del CENETEC, se recomienda usar sulfonilureas.

La glucosa en ayuno y los niveles de HbAlc que resultaron diferentes entre los grupos
cuando se comparé la monoterapia con metformina y la terapia combinada metformina +
glibenclamida, en las cuales, la diferencia de mayor magnitud se encontré en los pacientes
gue reciben la terapia combinada. Una explicacién probable a esto, puede estar
correlacionada con el tiempo de diagndstico de la diabetes, a mayor tiempo, disminuye la
poblacién de células beta del pancreas, debido a un aumento inflamatorio de la fraccién
beta de la interleucina 1 y otras citocinas proinflamatorias que llevan a la apoptosis de la
célula beta y la consecuente disminucion de secrecién de insulina (49). Sin embargo, al
realizar un andlisis lineal simple y después de construir una matriz de correlacién entre el
tiempo y los valores de HbAlc y glucosa en ayuno, no se encontré correlacion entre estos
biomarcadores y el tiempo de tratamiento de la diabetes, lo cual no concuerda con los
aspectos tedricos de la base inflamatoria e inmunolégica que explica la pérdida de células
beta, aunque observar dicha correlacidén no seria estrictamente causal, debido a que existen
multiples factores que pudieran estar interviniendo para obtener esta diferencia clinica y
estadistica, ya que mas del 75% de los pacientes que reciben la terapia combinada no estan
en control glucémico al medir los parametros de glucosa en ayuno y HbAlc, comparando
con los que reciben la terapia combinada en los que el 50% se encuentra bajo control

glucémico de acuerdo a los criterios de control de las guias de la ADA y la GPC (2, 5).

Este estudio no es el primero en ser realizado para analizar variantes alélicas en sujetos
diabéticos mexicanos para rs757110 (S1369A) y rs1799854 (16 -3C/T) para el gen ABCC8y
rs5219 (E23K) para el gen KCNJ11. En un estudio realizado por Castelan et al (50) donde
fueron analizados 454 pacientes, no se encontrd asociacion estadistica entre los valores de
HbAlc y glucosa en ayuno al evaluar por genotipo a los polimorfismos rs757110 (S1369A)
de ABCC8 y rs5219 (E23K) de KCNJ11, sugiriendo que no hay asociacién entre un buen
control o mal control glucémico en pacientes diabéticos tipo 2 tratados con sulfonilureas y
el genotipo analizado, de manera similar, en los resultados obtenidos en el presente

estudio, no se encontrd asociacién estadistica al comparar valores de glucosa en ayuno y
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HbA1lc tomadas como variables cuantitativas continuas, en la poblacién (Tabla 10y 11) con
los genotipos para el polimorfismo rs757110 (S1369A) de ABCC8 y rs5219 (E23K) de
KCNJ11, aunque los valores mas bajos de estos biomarcadores fueron los encontrados para
los pacientes que tenian el genotipo heterocigoto con el alelo menor (A/C) y para el
homocigo (C/C) para rs757110 (S1369A) y para glucosa en ayuno en los genotipos (C/T) y
(T/T) de rs5219 (E23K), (Tabla 11). Hallazgos similares son los que se encontraron en el
trabajo de Sanchez-lbarra et al (38), donde se argumenta que la presencia del alelo menor
parars757110 (S1369A) y rs5219 (E23K), conllevan a una sustancial reduccién de la HbAlc
en pacientes diabéticos que reciben sulfonilureas. De manera similar, otros estudios han
encontrado resultados que muestran asociacidon estadistica con los valores de HbAlc y

glucosa en ayuno en pacientes diabéticos tratados con sulfonilureas.

Las frecuencias encontradas en este estudio respecto al polimorfismo rs757110 (S1369A) y
rs5219 (E23K), de ABCC8 y KCNJ11 respectivamente, no resultan diferentes al compararlas
con las frecuencias encontradas en otros estudios realizados en poblacién mexicana; para
el caso de rs757110 (S1369), los datos encontrados para los alelos A y C, no difieren con
gran variacioén con los encontrados por Castelan y cols (50) con frecuencias reportadas para
los pacientes diabéticos con buen control y tampoco para el caso de diabéticos en mal
control, las cuales no encontraron asociacion estadistica con un mal control o un buen
control glucémico medido por HbAlc en pacientes tratados con sulfonilureas, mientras que
en el estudio realizado por Sdnchez Ibarra et al (51) la frecuencia tampoco fue diferente

para el polimorfismo rs757110 (S1369A) de ABCC8y rs5219 (E23K) de KCNJ11.

Para el polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854 (exén 16 -3C/T), ha sido estudiada su
distribucién de frecuencia en pacientes diabéticos mexicanos (46), aunque no ha sido
estudiada su asociacion con la eficacia terapéutica en pacientes diabéticos bajo tratamiento
con sulfonilureas, pero si en otras poblaciones del mundo, en las que ha sido demostrado
gue existe una reduccién de la secrecién de insulina en los pacientes que son portadores
del alelo menor (34) y de igual forma, existe asociacidn con diabetes tipo 2 y pacientes que
son genotipo (T/T) para el polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854 (exdn 16 -3C/T) en

poblacién caucasica (34, 37) al igual que con la susceptibilidad a diabetes tipo 2 (39).
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Los resultados obtenidos en este estudio, al comparar por genotipo (C/C, C/T y T/T)
mediante la prueba de Kruskal-Wallis (tabla 9), no mostré diferencia al evaluar
biomarcadores como glucosa, HbAlc y perfil lipidico. Aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas al evaluar la glucosa en ayuno y HbAlc, se observa que los
valores para la mediana de glucosa en ayuno y HbAlc mads altos, se encuentran en los
individuos que son portadores del alelo menor (CT y TT), resultados con los que es posible
inferir que la presencia del alelo T es un factor de riesgo para el no control glucémico de los

pacientes diabéticos tipo 2 tratados con sulfonilureas.

Es posible que la falta de significancia estadistica en nuestro estudio de asociacidn para los
polimorfismos del gen ABCCS8, (rs1799854 y rs757110) y KCNJ11, rs5219 (E23K) haya sido
resultado de un error tipo Il de la investigacién, debido al limitado tamafio de la muestra

analizado de manera preliminar de este trabajo.

En una segunda parte del analisis estadistico en la que se agrupé a los pacientes por tipo de
tratamiento (monoterapia y terapia combinada) para cada genotipo, se encontré diferencia
estadisticamente significativa para los valores de glucosa en ayuno en aquellos pacientes
gue reciben metformina como monoterapia agrupados por genotipo para el polimorfismo
del gen ABCC8, rs757110 (S1369A) y en el analisis post hoc (Tabla 16), se encontré que el
grupo diferente es el heterocigoto (A/G), determinando que los valores mas bajos de
glucosa en ayuno se presentan en aquellos pacientes que presentan dicho genotipo, estos
resultados no estan del todo en contradicicén con los encontrados por Xu et al. (34), ya que
la presencia del alelo menor, conlleva a una mayor suceptibilidad a padecer diabetes, los
resultados aqui mostrados indicaron que la mediana mas alta de glucosa en ayuno (mg/dL)
y HbAlc (%) son mayores para el genotipo A/A, sin embargo este grupo de pacientes es el
gue tenia la monoterapia con metformina como tratamiento y al comparar los pacientes
con el genotipo (A/G) que reciben la terapia combinada, se encontré que los pacientes que
reciben la monoterapia tienen niveles significativamente mdas bajos de glucosa en ayuno;
aun asi, al analizar los 3 diferentes genotipos (A/A, A/G y G/G) en el grupo de terapia
combinada para el polimorfismo rs757110 (S1369A), no se encontré diferencia estadistica

entre los niveles de glucosa en ayuno y HbA1lc, ademas se observa que los pacientes de este
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grupo (terapia combinada), en los portadores del genotipo wild type (A/A), presentan la
mediana de valores mas bajos para glucosa en ayuno y HbAlc respecto a los genotipos con
el alelo menor (G), (Tabla 15), este andlisis corresponde con lo encontrado por Xu et al (34),
pero no con lo reportado por Sakamoto et al y Barroso et al.(35, 36) en los que el alelo A
es de riesgo para desarrollar diabetes tipo 2; sin embargo, los resultados de este estudio y
los reportados por Xu et al. indican que la presencia del alelo menor (G), conlleva a una

reduccién de la respuesta de glibenclamida y glicazida respectivamente.

Los resultados aqui mostrados se encuentran en total contradicciéon a lo encontrado
previamente, ya que no se encontro significancia estadistica en la asociacién con la eficacia
terapéutica para el polimorfismo rs757110 (S1369A) de ABCC8y (rs5219) de KCNJ11 lo cual
puede ser explicado por el tamafio de la muestra, ya que son ain menos pacientes los que
reciben la terapia combinada, aproximadamente el 30% de la muestra estudiada y esto
conlleva a que estadisticamente la distribucion de los valores, medianas y rangos, sean
determinadas por pocos individuos, llevando asi a obtener un rango muy amplio de
distribucidn en el que la diferencia estadistica no sera posible mostrar hasta que el tamafio
de la muestra sea el calculado y los intervalos sean los suficientemente estrechos para
determinar si hay diferencia o no, lo cual puede ser logrado con el andlisis del calculo del

tamano de la muestra inicial.

Para el caso de los pacientes con el polimorfismo rs1799854 (exén 16 -3C/T) de ABCCS,
aunque no se encontrod diferencia estadisticamente significativa entre los valores de los
biomarcadores analizados como variables cuantitativas continuas, se observa que para el
grupo de la terapia combinada, los valores de la mediana de la glucosa en ayuno y HbAlc
mas altos, los tienen aquellos pacientes con el alelo menor (C/Ty T/T), lo cual no ocurre con
los pacientes que reciben la monoterapia con metformina, en la que los valores de HbAlc
y glucosa en ayuno, no son tan distintos entre los pacientes al ser agrupados por genotipo.
Aunque previamente se ha comentado el problema del tamafo de la muestra para la
significancia estadistica, es posible inferir con los datos obtenidos y los reportados en otras
poblaciones como en un estudio en poblacién cacudsica realizado por Nikolac et al (38), en

las que en pacientes diabéticos tipo 2, para el polimorfismo rs1799854 (16 -3C/)T de ABCCS,
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la presencia del alelo T, estd asociado con un mal control medido por HbAlc y en otros
reportes como en los de Xu et al, Yokoi et al y Gonen et al. se ha evidenciado que la preencia
del alelo menor (T) puede conllevar a un riesgo de tener diabetes tipo 2 en mal control
glucémico, especificamente en pacientes que reciben sulfonilureas como tratamiento (34,

37, 39).

Finalmente y como un esfuerzo y propuesta para hacer que el tamafio de nuestra muestra
no sea una limitante en este trabajo, se realizd6 un analisis multiple con una regresién
logistica, encontrando diferencia en la frecuencia de pacientes controlados por HbAlc, al
ser agrupados por tipo de tratamiento, si recibian monoterapia o la terapia combinada,
siendo mas frecuentes y estadisticamente diferentes los casos de no control en el grupo de
la terapia combinada (tabla 19) y de igual manera, al realizar los analisis de frecuencias
mediante Xi2, se encontré diferencia solo para el polimorfismo rs1799854 (exén 16 -3C/T)
de ABCCS, en el que la frecuencia de pacientes controlados de acuerdo a HbAlc fue con los
que presentaban el genotipo C/C a diferencia de los que presentaban el alelo menor (C/T o
T/T), lo cual se comprobd al realizar el analisis agrupando a los pacientes por homocigotos
(C/C) y no homocigotos (C/C) que incluia a los genotipos (C/Ty T/T), en el cual, la frecuencia
de los pacientes no controlados mediante el criterio de HbAlc, era mayor en el grupo
homocigoto (C/C) comparado con los que eran heterdcigos (C/T) y homocigotos (T/T) (Tabla
21). Realizado el andlisis bivariado, se ingresaron las variables al modelo logistico ajustado
por genotipo y tipo de tratamiento como variables independientes y como predicha la
variable control o no control de acuerdo a HbAlc, encontrando significancia estadistica en
el modelo ajustado por dichas variables, con lo que fue posible construir un algoritmo
basado en la funcidn logit que puede predecir la probabilidad que tiene un paciente de este
estudio de estar controlado o no controlado, de acuerdo al tipo de tratamiento que recibe
y al genotipo que tiene, por lo menos para el polimorfismo rs1799854 (exén 16 -3C/T) del
gen ABCC8, encontrando que la probabilidad de estar no controlado si se es portador del
alelo mutado (T) para rs1799854 (exén 16-3C/T) y se toma la terapia combinada, es hasta
30% mayor que si se tiene el mismo genotipo pero se toma metformina y de forma

matematica, la probabilidad de no estar controlado aunque se tome la terapia combinada
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pero se tiene el genotipo wild type para rs1799854 (exén 16 -3C/T) es hasta 24% menor que
si se tiene el alelo menor, sin mencionar que si se toma metformina, dicha probabilidad es
hasta 65% menor, comparado con los pacientes que toman la terapia combinada y son
portadores del alelo menor (T) para rs1799854 (exén 16 -3C/T) del gen ABCCS, que
concuerdan con los resultados de Nikolac et al (38), ya que en este estudio, también se
encontré al alelo menor (T) como factor de riesgo para tener un mal control glucémico

medido por HbAlc (%) en pacientes con diabetes tipo 2.

12.1 Limitaciones del estudio.

A continuacidn, se enumeran las limitaciones de la primera parte de este estudio:

1. El tamafio de la muestra es pequefio (85) comparado con la muestra calculada,
ademas, Unicamente hay 7 individuos que tienen el genotipo TT para el
polimorfismo 16 -3C/T y no fue posible realizar andlisis bivariados o multivariados

para ese genotipo especificamente.

2. Los genes no explican al 100% la eficacia terapéutica en tratamiento para diabetes
mellitus debido a que es una enfermedad de etiologia multifactorial y dichas
variables como alimentacion, ejercicio, nivel socioecondmico etc. No estdn siendo
evaluadas en este estudio, las cuales podrian repercutir importantemente en los

niveles de glucosa en ayuno y HbAlc.

3. El numero de pacientes del grupo que toman Glibenclamida, que es el ideal para el
analisis de los polimorfismos estudiados es hasta ahora nulo, ninugno de los
pacientes capturados hasta el momento recibe glibenclamida como monoterapia y
los analisis fueron realizados con los pacientes que toman glibenclamida en forma
combinada con metformina, esto pudiera ocasionar un sesgo, debido a que no es

posible determinar si el efecto es debido a un fdrmaco u otro.
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4. El nimero de pacientes que toman metformina + glibenclamida es menor
comparado con el grupo que recibe la terapia combinada. Esto limita los andlisis de
variables forma cuantitativa, ya que la muestra es pequefa, los rangos de

distribucién de las variables son anchos de manera inversamente proporcional.

13. CONCLUSION

Este estudio representa un hallazgo importante y es el primero en su clase en proponer un
analisis multivariado con fines predictivos y con hallazgos estadisticamente significativos,
para estimar la probabilidad de control definida por niveles de HbAlc y el tratamiento con
metformina o metformina + glibenclamida y el polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854
(exén 16 -3C/T), dicho analisis pudiera ser completado con una muestra mas grande e
incluso mejorado con la adicién del analisis de otros polimorfismos de genes para otros
farmacos, como la metformina y sus transportadores, los citocromos hepaticos que
metabolizan sulfonilureas etc. haciendo uso del perfilado de pacientes con variables clinicas
y genéticas con fines predictivos, pudiendo representar un avance grande para la

terapéutica de la diabetes en pacientes mexicanos e incluso, a nivel mundial.

AuUn es necesario estudiar un mayor nimero de poblacidon para determinar si existe
diferencia estadistica entre las variables agrupando a los pacientes por polimorfismo,
aunque existen polimorfismos como es el caso del polimorfismo del gen ABCC8, rs1799854
(exén 16 -3C/T), en el que ya existe evidencia publicada en otros trabajos y que en este
estudio hemos encontrado resultados similares, mostrando que de los polimorfismos
analizados, especificamente rs1799854 (exéon 16 -3C/T), puede conllevar a un riesgo
importante de padecer diabetes y de igual manera, tener la enfermedad no controlada

desde el punto de vista glucémico, medido por glucosa en ayuno y HbAlc.
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15.
15.1

ANEXOS
ANEXO 1. CODIGO PARA ANALISIS ESTADISTICO EN STATA

*xxx ANALISIS DE DATOS ****
Programacién en STATA.
**Cambio a minusculuas***
rename*,lower

*¥****Definir variables de agrupacion**
Sexo*

label define sexo 1"Mujer" 2"Hombre"
label value sexo sexo

Edad *

label define edaddicotémica 0"<55afios" 1">55 afos"
label value edaddicotomica edaddicotémica

Obesidad y sobrepeso *

label define oms 0"Infrapeso" 1"Normopeso" 2"Sobrepeso" 3"Obesidad I" 4"Obesidad 11" 5"0
morbida"

label value oms oms

*¥*** Control TA ****
label define controlta 0"Control" 1"No control"
label value controlta controlta

*** TRATAMIENTO ***
label define tratamiento 0"Met" 1"Met+Glb" 2"Glb"
label value tratamiento tratamiento

** Monoterapia vs Terapia combinada **
label define tratamiento2 0"Met" 1"Met+Glb"
label value tratamiento2 tratamiento2

** Complicaciones **
label define complicaciones 0"Sin comp" 1"Con comp"
label value complicaciones complicaciones

** CONTROL VARIABLES BIOQUIMICAS **
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*Glucosa*
label define controlglucosa 0"Control" 1"No control"
label value controlglucosa controlglucosa

*Colesterol*
label define controlcoltot 0"Control" 1"No control"
label value controlcoltot controlcoltot

*TAG*
label define controltag 0"Control" 1"No control"
label value controltag controltag

*HbAlc*
label define controlhbalc 0"Control" 1"No control"
label value controlhbalc controlhbalc

*Hipoglucemia*
label define hipoglucemia 0"No" 1"Si"
label value hipoglucemia hipoglucemia

*xxxkk ANALISIS ESTADISTICO ****
*** CARACTERISTICAS DE LA POBLACION****

*** Definicion de normalidad ***

swilk sexo edad imc tasistdlica tadiastdlica tiempodetratamiento glucosa colesteroltotal hdl tag

hbalc

sum sexo edad imc tasistdlica tadiastdlica tiempodetratamiento glucosa colesteroltotal hdl tag

hbalc

*%* DEFINICION DE POLIMORFISMOS HOMOCIGOS Y HETEROCIGOS ***

*Genotipos*

***Homocigo CC***
label define e23kcc 0"Otro" 1"HOM CC"
label value e23kcc e23kcc

***Heterdcigo CT****
label define e23kct 0"HOM" 1"HET CT"
label value e23kct e23kct

***HomOocigo TT***
label define e23ktt 0"Otro" 1"HOM TT"
label value e23ktt e23ktt
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*¥EXEE ExOn 33 S1369A ****xx*
**Homadcigo AA**

label define s1369aaa 0"Otro" 1"HOM AA"
label value s1369aaa s1369aaa

** Heterdcigo AC **
label define s1369aac 0"Otro" 1"HET AC"
label value s1369aac s1369aac

** Homocigo CC **
label define a1369acc 0"Otro" 1"HOM CC"
label value al369acc al369acc

*** 16 (-3C/T)

**Homadcigo CC**

label define ctaa 0"Otro" 1"HOM CC"
label value ctaa ctaa

** Heterdcigo CT **
label define ctag 0"Otro" 1"HET CT"
label value ctag ctag

** Homocigo TT **
label define ctgg 0"Otro" 1"HOM TT"
label value ctgg ctgg

swilk glucosa if 1==tratamiento
ttest glucosa, by(tratamiento2)
ranksum glucosa, by(tratamiento2)

*** Equilibrio de Hardy-Weinberg ***
***Calculo manual***

*¥**k%%* Comparacion de variables por grupo de tratamiento*****

sum edad if tratamiento2==0, d
sum edad if tratamiento2==1, d
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prueba de normalidad*
swilk edad if tratamiento2==0
swilk edad if tratamiento2==1

**Contraste te hipotesis edad**
ttest edad, by(tratamiento2)

*¥*** Tiempo de tratamiento ***

sum tiempodetratamiento if tratamiento2==0, d
sum tiempodetratamiento if tratamiento2==1, d

prueba de normalidad*
swilk tiempodetratamiento if tratamiento2==0
swilk tiempodetratamiento if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum tiempodetratamiento, by(tratamiento2)

sum imc if tratamiento2==0, d
sum imc if tratamiento2==1, d

*** Pryeba de normalidad ***
swilk imc if tratamiento2==0
swilk imc if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum imc, by(tratamiento2)

sum glucosa if tratamiento2==0, d
sum glucosa if tratamiento2==1, d

*** Prueba de normalidad ***
swilk glucosa if tratamiento2==0
swilk glucosa if tratamiento2==1
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** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum glucosa, by(tratamiento2)

% %k %k k Hbalc % %k sk sk k
sum hbalc if tratamiento2==0, d
sum hbalc if tratamiento2==1, d

*** Pryeba de normalidad ***
swilk hbalc if tratamiento2==0
swilk hbalc if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum hbalc, by(tratamiento2)

**%%% COLESTEROL TOTAL ******
sum colesteroltotal if tratamiento2==0, d
sum colesteroltotal if tratamiento2==1, d

*** Pryeba de normalidad ***
swilk colesteroltotal if tratamiento2==0
swilk colesteroltotal if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum colesteroltotal, by(tratamiento2)

sum hdl if tratamiento2==0, d
sum hdl if tratamiento2==1, d

*** Pryeba de normalidad ***
swilk hdl if tratamiento2==0
swilk hdl if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum hdl, by(tratamiento2)
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sum Idl if tratamiento2==0, d
sum Idl if tratamiento2==1, d

*** Pryeba de normalidad ***
swilk Idl if tratamiento2==0
swilk Idl if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis T de Student***
ttest Idl, by(tratamiento2)

sum tag if tratamiento2==0, d
sum tag if tratamiento2==1, d

*** Prueba de normalidad ***
swilk tag if tratamiento2==0
swilk tag if tratamiento2==1

** Prueba de hipdtesis U de Mann Whitney***
ranksum tag, by(tratamiento2)

**** Influencia de genotipos en control de glucosa y HbALlc*****

Ddefinicion de grupos***
label define e23kg 1"CC" 2"CT" 3"CT"
label value e23kg e23kg

label define s1369ag 1"AA" 2"AC" 3"CC"
label value s1369ag s1369ag

*rx 16 3C/T ***
label define ctg 1"AA" 2"AG" 3"GG"
label value ctg ctg

*¥*%* Genotipos y variables clinicas ****
*rx 16 3C/T ***



sum edad if ctg==1, d
sum edad if ctg==2, d
sum edad if ctg==3, d
prueba de normalidad*
swilk edad if ctg==1
swilk edad if ctg==2
swilk edad if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway edad ctg, tab bon

*** Tiempo de tratamiento *****

sum tiempodetratamiento if ctg==1, d
sum tiempodetratamiento if ctg==2, d
sum tiempodetratamiento if ctg==3, d

prueba de normalidad*

swilk tiempodetratamiento if ctg==1
swilk tiempodetratamiento if ctg==2
swilk tiempodetratamiento if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tiempodetratamiento, by(ctg)

sum imc if ctg==1, d
sum imc if ctg==2, d
sum imc if ctg==3, d

prueba de normalidad*
swilk imc if ctg==1
swilk imc if ctg==2
swilk imc if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis imc, by(ctg)
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% %k %k k Glucosa % %k %k %k

sum glucosa if ctg==1, d
sum glucosa if ctg==2, d
sum glucosa if ctg==3, d

prueba de normalidad*
swilk glucosa if ctg==1
swilk glucosa if ctg==2
swilk glucosa if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis glucosa, by(ctg)

sum hbalcif ctg==1, d
sum hbalcif ctg==2, d
sum hbalcif ctg==3, d

prueba de normalidad*
swilk hbalc if ctg==1
swilk hbalc if ctg==2
swilk hbalc if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hbalc, by(ctg)

**%* Colesterol LDL ****

sum colesteroltotal if ctg==1, d
sum colesteroltotal if ctg==2, d
sum colesteroltotal if ctg==3, d

prueba de normalidad*

swilk colesteroltotal if ctg==1
swilk colesteroltotal if ctg==2
swilk colesteroltotal if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway colesteroltotal ctg, tab bon
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**** Colesterol HDL ***
sum hdl if ctg==1, d
sum hdl if ctg==2, d
sum hdl if ctg==3, d

prueba de normalidad*
swilk hdl if ctg==1
swilk hdl if ctg==2
swilk hdl if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hdl, by(ctg)

*¥**%k* Colesterol LDL ****

sum Idl if ctg==1, d
sum Idl if ctg==2, d
sum Idl if ctg==3, d
prueba de normalidad*
swilk Idl if ctg==1

swilk Idl if ctg==2

swilk Idl if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis Idl, by(ctg

sum tag if ctg==1, d
sum tag if ctg==2, d
sum tag if ctg==3, d
prueba de normalidad*
swilk tag if ctg==1
swilk tag if ctg==2
swilk tag if ctg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tag, by(ctg)
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sum edad if s1369ag==1, d
sum edad if s1369ag==2, d
sum edad if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*

swilk edad if s1369ag==1
swilk edad if s1369ag==2
swilk edad if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway edad s1369ag, tab bon

*** Tiempo de tratamiento *****

sum tiempodetratamiento if s1369ag==1, d
sum tiempodetratamiento if s1369ag==2, d
sum tiempodetratamiento if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*

swilk tiempodetratamiento if s1369ag==1
swilk tiempodetratamiento if s1369ag==2
swilk tiempodetratamiento if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tiempodetratamiento, by(s1369ag)

sum imc if s1369ag==1, d
sum imc if s1369ag==2, d
sum imc if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*
swilk imc if s1369ag==1
swilk imc if s1369ag==2
swilk imc if s1369ag==3



**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis imc, by(s1369ag

% %k %k k Glucosa %k %k %k k

sum glucosa if s1369ag==1, d
sum glucosa if s1369ag==2, d
sum glucosa if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*

swilk glucosa if s1369ag==1
swilk glucosa if s1369ag==2
swilk glucosa if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis glucosa, by(s1369ag)

sum hbalcif s1369ag==1, d
sum hbalc if s1369ag==2, d
sum hbalc if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*

swilk hbalc if s1369ag==1
swilk hbalc if s1369ag==2
swilk hbalc if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hbalc, by(s1369ag)

*¥*** Colesterol LDL ****

sum colesteroltotal if s1369ag==1, d
sum colesteroltotal if s1369ag==2, d
sum colesteroltotal if s1369ag==3, d
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prueba de normalidad*

swilk colesteroltotal if s1369ag==1
swilk colesteroltotal if s1369ag==2
swilk colesteroltotal if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway colesteroltotal s1369ag, tab bon

**** Colesterol HDL ***
sum hdl if s1369ag==1, d
sum hdl if s1369ag==2, d
sum hdl if s1369ag==3, d
prueba de normalidad*
swilk hdl if s1369ag==1
swilk hdl if s1369ag==2
swilk hdl if s1369ag==3

*Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hdl, by(s1369ag)

**x** Colesterol LDL ***
sum Idl if s1369ag==1, d
sum Idl if s1369ag==2, d
sum Idl if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*
swilk Idl if s1369ag==1
swilk Idl if s1369ag==2
swilk Idl if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis Idl, by(s1369ag)

sum tag if s1369ag==1, d
sum tag if s1369ag==2, d
sum tag if s1369ag==3, d

prueba de normalidad*



swilk tag if s1369ag==1
swilk tag if s1369ag==2
swilk tag if s1369ag==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tag, by(s1369ag)

sum edad if e23kg==1, d
sum edad if e23kg==2, d
sum edad if e23kg==3, d

prueba de normalidad*
swilk edad if e23kg==1
swilk edad if e23kg==2
swilk edad if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway edad e23kg, tab bon

*** Tiempo de tratamiento *****

sum tiempodetratamiento if e23kg==1, d
sum tiempodetratamiento if e23kg==2, d
sum tiempodetratamiento if e23kg==3, d

prueba de normalidad*

swilk tiempodetratamiento if e23kg==1
swilk tiempodetratamiento if e23kg==2
swilk tiempodetratamiento if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tiempodetratamiento, by(e23kg)
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sum imc if e23kg==1, d
sum imc if e23kg==2, d
sum imc if e23kg==3, d

prueba de normalidad*
swilk imc if e23kg==1
swilk imc if e23kg==2
swilk imc if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis imc, by(e23kg)

% %k %k k Glucosa %k %k %k k

sum glucosa if e23kg==1, d
sum glucosa if e23kg==2, d
sum glucosa if e23kg==3, d

prueba de normalidad*

swilk glucosa if e23kg==1
swilk glucosa if e23kg==2
swilk glucosa if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis glucosa, by(e23kg)

sum hbalcif e23kg==1, d
sum hbalcif e23kg==2, d
sum hbalc if e23kg==3, d

prueba de normalidad*
swilk hbalc if e23kg==1
swilk hbalc if e23kg==2
swilk hbalc if e23kg==3



**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hbalc, by(e23kg)

*¥*** Colesterol LDL ****

sum colesteroltotal if e23kg==1, d
sum colesteroltotal if e23kg==2, d
sum colesteroltotal if e23kg==3, d

prueba de normalidad*

swilk colesteroltotal if e23kg==1
swilk colesteroltotal if e23kg==2
swilk colesteroltotal if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway colesteroltotal e23kg, tab bon

*¥*** Colesterol HDL ***

sum hdl if e23kg==1, d
sum hdl if e23kg==2, d
sum hdl if e23kg==3, d

prueba de normalidad*
swilk hdl if e23kg==1
swilk hdl if e23kg==2
swilk hdl if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis hdl, by(e23kg)

*¥**%k* Colesterol LDL ****

sum Idl if e23kg==1, d
sum Idl if e23kg==2, d
sum Idl if e23kg==3, d
prueba de normalidad*
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swilk Idl if e23kg==1
swilk Idl if e23kg==2
swilk Idl if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad ANOVA**
oneway Ildl e23kg, tab bon

sum tag if e23kg==1, d
sum tag if e23kg==2, d
sum tag if e23kg==3, d

prueba de normalidad*
swilk tag if e23kg==1
swilk tag if e23kg==2
swilk tag if e23kg==3

**Contraste te hipotesis edad Kruskall-Wallis**
kwallis tag, by(e23kg)

*** Andlisis de asociacign ******
*** Prueba de independencia*****

tabulate tratamiento2 controlhbalc, chi2 exact
*** Asociacion genotipo vs control Hbalc ***
tabulate ctaa controlhbalc, chi2 exact
tabulate ctag controlhbalc, chi2 exact
tabulate ctgg controlhbalc, chi2 exact

**** Regresion logistica HbAlc 16 -3C/T *****
logistic controlhbalc ctaa bl.tratamiento2
estat gof

logistic controlhbalc ctaa bO.tratamiento2, coef
estat gof

logistic controlhbalc ctag bl.tratamiento2
estat gof

logistic controlhbalc ctag b0.tratamiento2, coef
estat gof



15.2. Anexo 2. Consentimiento informado

INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL CYP2C9 EN PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 QUE RECIBEN
TRATAMIENTO CON GLIBENCLAMIDA, METFORMINA O AMBAS Y SU ASOCIACION CON LA
EFICACIA TERAPEUTICA.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Eliseo Pérez Silva

SEDE DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO. Hospital Regional de Alta especialidad Ixtapaluca, Secretaria
de Salud.

NOMBRE DEL PACIENTE:

Se le ha pedido que participe en este estudio porque hemos considerado que puede ser representativo de la
poblacién mexicana diabética tipo 2. El propésito de este documento es explicarle en qué consiste el estudio
para que le ayude a tomar una decisién sobre la invitacién para participar en el mismo. Antes de decidirse a
participar, por favor, tome todo el tiempo que necesite para hacer todas las preguntas necesarias. Asimismo,
siéntase con la libertad de hablar con cualquier persona, su familia, amigos, médico de atencién primaria o
cualquier otro profesional de la salud.

Proposito del estudio

La herencia genética puede hacer que una persona responda de una forma distinta a los medicamentos. El
estudio de la variabilidad individual de la respuesta a un medicamento debido a factores hereditarios tiene
gran importancia médica. Mediante estos estudios, se intenta averiguar por qué algunas personas responden
mejor que otras cuando reciben el mismo medicamento. En la poblaciéon mexicana no se conoce la
composicion de los tipos de unidades de informacién hereditaria que determinan la respuesta a varios grupos
de medicamentos empleados para el control de la diabetes del adulto (administrados Unicamente por via oral).
Tampoco si esta composicién influye de manera determinante en el control de esta enfermedad. Esta
composicion puede influir para que se presente un efecto menor o mayor de los medicamentos utilizados para
el control de la diabetes del adulto, inclusive para provocar toxicidad. Por lo que conocer la composicion y la
frecuencia de su presencia en la poblacion mexicana tiene gran importancia para determinar si un individuo
debe recibir las dosis recomendadas de los medicamentos administrados por via oral para el control de la
diabetes del adulto, 6 modificarlas para lograr el efecto terapéutico buscado.

Por lo que en una muestra de su sangre se estudiaran aquellas partes (material genético y otros
componentes) que puedan afectar a su enfermedad y a la respuesta al medicamento que emplea para
controlar la diabetes del adulto, para lo que se solicitaran datos de sus antecedentes Clinicos.
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Este tipo de investigacion no tiene como finalidad determinar si otros miembros de su familia corren el riesgo
de sufrir alguna enfermedad, ni obtener informacion relevante que le ayude a tomar la decision sobre tener
hijos o no.

Procedimientos

Si decide participar en el estudio, una persona con experiencia le extraera una muestra de 20 ml de sangre.
Es posible que se le pida una nueva muestra de sangre si durante el procesamiento de la primera hubiera
algun problema que le impidiere su utilizacién. El término “muestra” en este documento, hace referencia tanto
a la muestra de su sangre como a sus componentes, incluido el material genético a partir de ella.

Beneficios, riesgos y molestias

Usted no obtendra ningun beneficio directo por participar en este estudio. Sin embargo, su participacion en
esta investigacion puede ayudar al conocimiento de su capacidad de transformar medicamentos, para mejorar
el tratamiento de otras personas con varios tipos de padecimientos.

Los riesgos y molestias fisicas de la extraccion de sangre para este estudio son los de cualquier extraccion de
una muestra de sangre de una vena. Puede sufrir un ligero dolor, enrojecimiento, irritacion o raramente,
infeccion.

La administracién de cualquier farmaco puede causar una reaccion alérgica grave, sin embargo es poco
probable que esto ocurra. Debido a la baja dosis del medicamento administrada, No se espera que se
produzcan efectos del farmaco administrado en esta investigacion.

En el caso de que se encuentre algun tipo de enfermedad importante durante el examen clinico, ésta se hara
del conocimiento del paciente.

Alternativas

Usted tiene como alternativas participar o no en este estudio.

Revision de documentos originales, confidencialidad y proteccion de los datos personales
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Informacion y muestras codificadas

Para proteger su confidencialidad, sus datos médicos, su muestra y sus resultados estaran identificados con
una etiqueta en la que solo aparecera un cédigo, pero no su nombre ni sus iniciales. A esto se le denomina
“informacion codificada”. EI médico del estudio (y sus colaboradores) guardara un archivo confidencial con la
vinculacién de este codigo con su nombre.

Almacenamiento y andlisis posteriores de las muestras

El laboratorio de inmunofarmacologia almacenara su muestra junto a otras procedentes de éste estudio y sus
colaboradores utilizaran su muestra sélo para el propésito establecido en este documento. En todo momento
las muestras se almacenaran en un lugar seguro. El laboratorio exigira que las personas que trabajan con su
muestra respeten la confidencialidad de toda su informacién y resultados. Realizados los analisis, la muestra
sera almacenada anonimizada, de tal manera que no podra relacionarse con usted ni identificarse. En estas
condiciones podria ser analizada en otros estudios o por otros investigadores con un Proyecto aprobado por
un Comité de Etica e Investigacion Clinica correspondiente, y siempre que se respeten los objetivos y
principios establecidos en este documento.

Informacion personal y resultados

El mantenimiento de la confidencialidad es importante para su médico y por ello no incluiré en su historia
clinica ninguna referencia a su participacion en esta investigacion. Sélo se accedera a la parte de la historia
clinica cuyos datos sean relevantes para el estudio, y en cualquier caso, se guardara la mas estricta
confidencialidad de los mismos.

El consentimiento informado que firma para participar en esta investigacion, se conservara en un archivo
especial y seguro, separado de su historia clinica y que no forma parte de ella. Asi, en su historia clinica no
aparecera ningun resultado derivado de esta investigacion. Su nombre no aparecera en ninguna publicacion o
informe acerca de esta investigacion. Su médico controlara el acceso a los archivos que contengan su
informacion médica y los resultados de esta investigacion.

Su informacion médica y resultados de la investigacion formaran parte de los medios que permitira a su
médico comprender la respuesta al medicamento, y servira para desarrollar nuevos medicamentos o pruebas
diagnosticas para predecir su respuesta. Su informacion y sus resultados se almacenaran en una base de
datos electrénica de una computadora. Se seguira la normativa internacional que regula la informacion
almacenada en estas computadoras. Todas las previsiones legales sobre la confidencialidad y acceso a sus
datos de caracter personal serén respetadas en este estudio y en los que de él se deriven.

Si su muestra es estudiada, su médico y colaboradores podran tener acceso a sus resultados. De acuerdo
con la legislacion vigente, usted tiene derecho a solicitar los resultados de este estudio. Para ello debera
comunicarlo a su médico. El laboratorio no entregaréa sus resultados individuales a nadie méas a no ser que se
le obligue por ley.
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Sus resultados son Unicamente para investigacion y no deben ser utilizados para realizar diagnésticos clinicos
0 establecer un tratamiento.

Si decide participar en esta investigacion, usted autoriza a que su informacién médica y sus resultados
puedan ser revisados por determinadas personas para comprobar que la investigacién se realizd
correctamente. Estas personas incluyen el personal del laboratorio de inmunofarmacologia, a los miembros
del equipo investigador, y eventualmente al Comité Etico de Investigacion Clinica y a representantes de las
autoridades sanitarias.

Aspectos comerciales

Usted no recibird ninguna ni tampoco se le pedira una compensacion econémica por su participacion en este
estudio o derivada de sus resultados, registros o desarrollos de la investigacion.

Participacién voluntaria

La participacidn en este estudio es voluntaria. Usted tiene las siguientes opciones: participar en este estudio,
no participar en él desde el principio, y participar pero luego cambiar de opinion y retirarse en cualquier
momento. Tanto si opta por no participar desde el principio como retirarse mas adelante, no tiene que dar
ninguna explicacion al respecto.

Su negativa a participar desde el principio 0 su abandono una vez iniciado no sera motivo de ningun cambio
en el tratamiento médico que usted recibe ni en la relacién con los investigadores del proyecto.

Si inicialmente decide participar en este estudio pero luego opta por retirarse del mismo, su muestra
codificada sera destruida y solo se guardara la informacion ya obtenida hasta ese momento. Sin embargo,
una vez anonimizada no sera posible identificar su muestra y por tanto destruirla.

Persona de contacto para el estudio

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion, sobre cualquier dafio relacionado con la extraccion de sangre
0 sobre su retirada del estudio, debe contactar en cualquier momento con el Investigador Principal del
Proyecto Dr. Eliseo Pérez Silva al niumero de teléfono 04455 14 734275.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Y0, (nombre y apellidos)..........coouuriiiiiiiiiiiee e

He leido las hojas de informacion (3 paginas) que se me han entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio, y las realizadas han sido contestadas satisfactoriamente.
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He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con el Dr. Eliseo Pérez Silva.

He tenido tiempo suficiente para considerar de manera adecuada mi participacion en el estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto no repercuta en mis cuidados médicos.
Al firmar este documento doy libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: ../...ccccc....... Lo, Fecha: ..[...cccc........ Lo,
Testigo: Testigo:
Firma del participante: Firma del Investigador:

(Manuscrita del participante)

Dr. Eliseo Pérez Silva
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL CYP2C9 EN PACIENTES DIABETICOS TIPO 2
QUE RECIBEN TRATAMIENTO CON GLIBENCLAMIDA, METFORMINA O AMBAS Y SU ASOCIACION
CON LA EFICACIA TERAPEUTICA.

Investigador principal: Dr. Eliseo Pérez Silva.

Sede donde se realizara el estudio: Hospital Regional de Alta Especialidad Ixtapaluca, Secretaria de Salud.

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisién de retirarme de este protocolo de investigacion por las
siguientes

Razones (este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea):

Firma del participante o del padre o tutor ~ Fecha

Testigo Fecha

Testigo Fecha
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15.3 Anexo 3.

- écg‘
DIVISI®N ¢ -
oz INVESTIGACI®N g =*

FACULTAD DE MEDICINA ‘” -
UNAM . -

r4 &

COMISIONES DE INVESTIGACION Y DE ETICA

OFiclo No. FMED/CI/RGG/017/2017

/’”'\"’Ef?j{’f;“ NACIONAL ASUNTO:  Dictamen de Proyecto 002/SR/2016
AV IPN°MA DE

MEZIC

Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros
Profesor Titular “B” T.C.
Departamento de Farmacologia
Presente

Estimado Dr. Molina Guarneros:

Me complace informarle que su proyecto 002/SR/2016 de titulo “Estudio de variantes alélicas
en los genes KCNJ11 y ABCC8 del canal de potasio dependiente de ATP, en pacientes
diabéticos que reciben tratamiento con sulfonilureas de segunda generacion, biguanidas
o ambas” ha sido revisado y REGISTRADO por las Comisiones de Investigacion y de Etica en
sesi6n ordinaria de fecha 17 de enero de 2017, con una vigencia de registro de 3 afios a partir de
la fecha de la sesion.

Para conocer el seguimiento de esta investigacién, es necesario que entregue un informe anual,
_en la Division de Investigacion de esta Facultad, tomando en cuenta esta fecha de elaboracion
del dictamen.

Asimismo, le solicitamos atentamente nos envie una copia del o los articulos y/o copia de la
caratula y resumen de las tesis que pudieran generarse relacionadas con el proyecto.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE :

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 17 de enero de 2017

LA SECRETARIA TECNICA

DRA: DA GUEVARA GUZMAN
*RGG/ETF/dmcp.

Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina-UNAM, Dictamen Favorable 12 Febrero, 2014.
Numero: CONBIOETICA 09CEI066201403212

Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina-UNAM, con fecha 01 de Junio de 2015, se expide Registro
COFEPRIS Numero: 15 Cl 09 003 021
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