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RESUMEN
Las sulfonilureas son medicamentos empleados en el tratamiento farmacoldgico de la
diabetes tipo 2 (DT2) para el control metabolico, prevencion de complicaciones agudas y
crénicas, mejorar la calidad de vida y reducir la mortalidad de esta enfermedad. Este grupo
de medicamentos son metabolizados en el higado por las enzimas CYP2C19, CYP3A4 y en
su mayoria por CYP2C9, la funcion reducida se debe a polimorfismos en el gen que
codifican esta enzima ocasionando la acumulacién del farmaco y por lo tanto mayores
RAM’s (reacciones adversas al medicamento). Objetivo: Determinar la frecuencia alélica y
genotipica de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en la poblacion Maya-mestiza, y
evaluar su asociacion con sintomas de hipoglucemia. Material y Métodos: Fue un estudio
transversal en participantes Maya-mestizos con recién diagnostico de DT2 que acudian al
Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan. Se obtuvieron datos
sociodemograficos, somatométricos, bioquimicos, farmacoldgicos y genéticos. Resultados:
Se incluyeron 250 pacientes, siendo 22% hombres y 78% mujeres con edad promedio 49 +
10. Las alteraciones metabolicas presentes fueron sobrepeso-obesidad (96%), descontrol
glicémico  (46%), hipercolesterolemia  (31%), hipertrigliceridemia  (62%) e
hipoalfalipoproteinemia (57%). El desapego terapéutico en esta poblacion fue del 76%, la
causa principal fue por RAM’s, destacando la hipoglucemia, el 60% de los episodios
estaban en tratamiento con sulfonilureas. La frecuencia alélica para el polimorfismo
CYP2C9*2 fue 6.6% y para el polimorfismo CYP2C9*3 fue de 2.2%. Se encontrd
asociacion del polimorfismo CYP2C9*2 con sintomas de hipoglucemia en aquellos
pacientes que estaban en tratamiento con sulfonilureas. Conclusion: Estudios de
Farmacogenética como el presente permitirdn al paciente con DT2 una terapia

individualizada que contribuya a mejorar el control metabdlico y la adherencia terapéutica.
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION Y DIAGNOSTICO DE DIABETES TIPO 2 (DT2)

La DT2 es una enfermedad crénica metabdlica que se caracteriza por una disminucion en la
secrecion de insulina o por una marcada resistencia lo que ocasiona un aumento en los
niveles de glucosa en el organismo, es desencadenada tanto por factores genéticos como
ambientales (1-3). La incidencia se presenta cada vez mas en personas jovenes, lo cual se
ha asociado al estilo de vida, como el sedentarismo y la alimentacion inadecuada que
conducen a obesidad y sobrepeso, que son factores de riesgo para DT2 (4).

El diagnostico de DT2 se hace a través de la medicion de glucosa en sangre, ya sea el valor
de glucosa en ayunas, una prueba aleatoria de glucosa, la prueba de tolerancia oral a la

glucosa y la hemoglobina glicada (HbAlc) de acuerdo a los criterios descritos en la Tabla 1

().

Tablal. Criterios para el diagndstico de la diabetes. Modificado de (5)

Glucosa en ayuno > 126mg/dL (7.0 mmol/L). El ayuno se define como la no ingesta de
calorias en al menos 8hrs.

0
Medicion de glucosa > 200mg/dL (11.1mmol/L) después de 2hrs de su administracion.
La prueba debe realizarse como lo describe la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
utilizando una carga de glucosa de 759 de glucosa anhidra disuelta en agua.

)

HbA1c > 6.5% (48 mmol/mol).

0

En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, una

glucosa aleatoria > 200 mg/dL (11.1 mmol / L)

13



1.2 EPIDEMIOLOGIA

La DT2 es considerada un problema de salud tanto a nivel mundial como nacional; la OMS
reportd que en el afio 2014 el nimero de personas con diabetes era de 422 millones (6) y la
Federacion Internacional en Diabetes (FID) estima que para el afio 2040 el nimero de
personas con diabetes serd de 642 millones, de las cuales el 90% serén pacientes con DT2
(7). En México de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion a Medio Camino
2016 (ENSANUT) el 9.4% de las personas cuentan con un diagnostico médico de DT2, de
los cuales el 12.2% dijeron no estar bajo algun control farmacol6gico. En la zona sur del
pais, incluyendo Yucatan, la prevalencia reportada por ENSANUT 2016 en personas
mayores a 20 afos fue del 10.2%, mayor a la reportada en la ENSANUT 2012 (9.2%), lo

cual coloca a esta region en el primer lugar a nivel nacional en prevalencia de diabetes (8).

1.3 TERAPIAS FARMACOLOGICAS EN EL CONTROL DE LA DT2

El tratamiento farmacolégico de la diabetes tiene como propdsito mantener el control
glicémico y metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y cronicas, mejorar la calidad
de vida y reducir la mortalidad por esta enfermedad o por sus complicaciones (9). Cuando
la DT2 no es controlada, es decir, se tiene hiperglucemia por largos periodos de tiempo, se
ven afectados drganos y tejidos, principalmente afeccidn en vasos sanguineos y nervios, lo
que trae consigo una serie de complicaciones como la retinopatia, pie diabético, neuropatia
y nefropatia (4). Un mayor control en los niveles de glucosa reduciria las complicaciones,
lo que se veria reflejado en la disminucion de costos de hospitalizacion y cirugias (10).
Actualmente existen tanto medicamentos orales como inyectables para el control de la

DT2, que pueden utilizarse como monoterapia 0 en combinacion (Tabla 2) (1, 11).
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Tabla 2. Terapias farmacoldgicas utilizadas para el control de la DT2

Grupo Farmaco
Biguanida Metformina
Fenformina
Glipizida
Glibenclamida
Glimepirida
. Gliclazida
Sulfonilureas .
Clorpropamida
Tolbutamida
Tolazamida
Acetohexamida
Tiazolidinedionas Pioglitazona
(glitazonas) Rosiglitazona
Acarbosa
Inhibidores de la a-glucosidasa Miglitol
Voglibosa
- . - . Sitagliptina
Inhibidor de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) Vildagliptina
Repaglinida
Glinidas Nateglinida
Mitiglinida
Analogo del péptido similar al glucagdn tipo | ernanﬁa
. Liraglutida
(Analogo de GLP-1) .. .
Lixisenatida

Insulina

El tratamiento se elegira con base en las caracteristicas del paciente tales como peso, nivel
de hiperglucemia, comorbilidades, tolerancia al medicamento, el tratamiento mas eficaz y
seguro para el paciente, y el mas accesible en costos.

En primera instancia el médico recomienda al paciente cambiar los habitos en la dieta y el
estilo de vida, en conjunto con una monoterapia. Los farmacos de primera linea son las
biguanidas, principalmente metformina. Si el paciente presenta intolerancia o
contraindicacién, puede iniciar con otro hipoglucemiante oral como las sulfonilureas, el
mas recetado es glibenclamida. Si se logra una adecuado control de la glucosa a los tres
meses de haber iniciado con metformina, se continua esta monoterapia, pero si no se logra
tener un adecuado control de la glucosa se afiade otro hipoglucemiante; aquel paciente que

15



no presenta riesgo de enfermedades cardiacas se le prescribe en terapia combinada con
sulfonilureas, tiazolidinedionas, inhibidor DPP-4 o insulina; si el paciente presenta riesgo
de enfermedad cardiaca, se recomienda la metformina en terapia combinada con analogos

de la GLP-1 (1, 12, 14).

1.4 SULFONILUREAS

Las sulfonilureas son un grupo de medicamentos orales, recetados en el tratamiento de la
DT2, llamados secretagogos por que promueven la secrecidon de insulina (2). Se eligen en
primera linea, si el paciente presenta intolerancia o contraindicacion a la metformina, o en
terapia combinada con metformina cuando el paciente no presenta riesgo de enfermedad
cardiovascular (1, 15). En la Figura 1 se observan las estructuras quimicas de algunas

sulfonilureas.

Figura 1. Estructura quimica de las sulfonilureas

Cl

Glibenclamida Gliclazida

Glimepirida
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Las sulfonilureas fueron los primeros medicamentos via oral que aparecieron en el mercado
en el afio de 1956 para el control de la diabetes, siendo la tolbutamida la mas prescrita (16).
Hasta la fecha se contintan prescribiendo, por su eficacia en la reduccién de glucosa,
seguridad a largo plazo, bajo costo y porque son los medicamentos que tienen mas ensayos
clinicos (17). La eficacia de estos hipoglucemiantes se basa en la reduccion de glucosa, se
ha descrito que la reduccién va de 1,5% a 2.0% HbAlc (18). Sin embargo, las sulfonilureas
presentan una serie de eventos adversos, como son aumento de peso, riesgo cardiovascular,
dermatosis, colestasis, hiponatremia y la hipoglucemia, siendo ésta Ultima la mas frecuente,
llevando a estados mentales de confusion, dolor de cabeza, temblor, debilidad, mareos,
vomitos, taquicardia, letargia, convulsiones, coma e incluso la muerte. La glibenclamida, es
un medicamento de larga liberacion, estd muy relacionada con cuadros graves de
hipoglucemia en pacientes (19-21). El grupo de las sulfonilureas se divide en 3 grupos
(Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de las sulfonilureas (22).

Grupo Medicamento

Clorpropamida
Tolazamida
Acetohexamida
Tolbutamida

Primera generacion

Glipizida
Segunda generacion Glibenclamida
Glicazida

Tercera generacion Glimepirida

La clorpropamida y tolbutamida ya no son muy utilizadas en la practica clinica, ya que su
vida media es elevada lo que lleva a tener respuestas mas prolongadas y con ello RAM’s

mas frecuentes (21).
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1.5 FARMACOCINETICA
Las sulfonilureas de segunda generacion presentan diferencias en la absorcion,
metabolismo y duracién de la accion (11, 22). En la Tabla 4 se describen las diferencias

farmacocinéticas entre las sulfonilureas

Tabla 4. Farmacocinética de las sulfonilureas

Unibna Vida

Medicamento B'Od'Sp(g/n;b'“dad proteinas media Metabolitos EXC((';():'O”
0 (%) (hrs) 0
Gliclazida 97 95 10 Inactivos Orina

. . Orina: 63-90
Glipizida 80 95 2-4 Inactivos Heces: 11
Glibenclamida 90 99 5-7 Activos Or_'r.‘a_: 20
Bilis: 50

. . . Orina: 60
Glimepirida 100 >99 5-8 Activos Heces: 35

1.6 FARMACODINAMIA:

Las sulfonilureas se unen a las subunidades SUR-1 que en conjunto con la subunidades Kir
6.2 conforman los canales de potasio dependientes de ATP (Katp) localizados en la
membrana de las células B del pancreas, al unirse a estos canales, éstos se cierran, con lo
cual se despolariza la membrana y hace que los canales de calcio se abran, con la posterior
entrada de calcio y aumento en su concentracion intracelular que activa a la fosfolipasa C,
la cual da paso a la formacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol a partir del
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato. El IP3 se une a receptores de la membrana del reticulo
endoplasmico dando lugar a la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico a través de los
canales IP3, lo cual, genera una concentracion intracelular elevada de calcio. Estas

concentraciones de calcio dentro de las células activan la sinaptotagmina, que ayuda a la
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liberacion de granulos de insulina de vesiculas secretoras. La insulina se une a su receptor
con lo cual se estimula la actividad tirosina cinasa y la autofosforilacion del receptor,
fosforilacion de residuos de tirosina en los IRS. El incremento de fosfotirosina estimula la
actividad de otras moléculas intracelulares como GTPasas, fosfatidilinositol-3 quinasa

(PI3K) y posteriormente activacion de cascadas de sefializacién (Figura 2) (23, 24).

Figura 2. Mecanismo de accion de las sulfonilureas en las células B del pancreas.
Modificado de (23).
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1.7 FARMACOGENETICA

La farmacogenética involucra la personalizacion de los tratamientos farmacol6gicos
basados en el genotipo del paciente para asegurar una adecuada respuesta al tratamiento
ajustando la dosis, disminuyendo la toxicidad y las RAM’s (25). La variabilidad
interindividual en la respuesta a farmacos para determinados tratamientos es uno de los
principales problemas en la préctica clinica. Los polimorfismos genéticos que modulan la
actividad de las enzimas metabolizadores de farmacos representan la principal fuente de

variabilidad. El 60 a 80% de los farmacos comercializados son metabolizados por enzimas
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polimorficas, por lo que las RAM’s y la falla terapeutica pueden atribuirse en parte a

variaciones genéticas en las enzimas metabolizadoras de farmacos (25).

1.8 CYP450

Es una hemoproteina que se encuentra en la membrana citoplasmética, reticulo
endoplasmico y mitocondrial de todos los tejidos. Se han descrito hasta el momento 18
familias de esta enzima. Algunos como CYP1, CYP2 y CYP3 han sido relacionados con el

metabolismo de medicamentos y por lo tanto han sido los mas estudiados (14, 25).

1.9 CYP2C9

El gen CYP2C9 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 10, que codifica para una
proteina de 490 aminoacidos con un peso molecular de 55.6 kDa, es una de las enzimas
méas abundantes en el ser humano (20% del contenido total de CYP hepatico), donde
metaboliza aproximadamente del 15 a 20% de los farmacos, incluyendo antiinflamatorios
no esteroideos, sulfonilureas, inhibidores de la ciclooxigenasa 2, diuréticos, antiepilépticos,
inhibidores de la angiotensina Il, y el anticoagulante warfarina. EI gen CYP2C9 es
altamente polimorfico, destacando el impacto en la farmacoterapia (26, 27). En la
actualidad se han descrito 60 variantes para este gen de las cuales solo se conoce la
actividad de aproximadamente 7 variantes. Segun la actividad de estas variantes estudiadas
se puede clasificar a la enzima con funcién normal o reducida (28, 29).

Todas las sulfonilureas son metabolizadas en el higado por la enzima CYP2C9, mediante la
reaccion de hidroxilacion para poder ser eliminado adecuadamente del organismo (2, 30).
Se ha encontrado que la eficacia del tratamiento con sulfonilureas depende de la variacion
genética en gen que codifica para la enzima CYP2C9. La mayoria de las personas tiene un

alelo silvestre de esta enzima, CYP2C9*1 y algunos tienen una funcion reducida debido a
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los polimorfismos CYP2C9*2, *3, *4, *5 y *13, son los pacientes que presentan mas
acumulacion del farmaco y por lo tanto mayores RAM’s. El polimorfismo CYP2C9*6
genera una proteina con actividad nula, debido a una delecion de un par de bases en la
posicion 818 (2, 28, 31). Se cree que el 6% de la poblacion tiene dos polimorfismos de
funcion reducida y por lo tanto metaboliza lentamente a las sulfonilureas (2). Se ha
reportado que en la poblacion mexicana los polimorfismos mas frecuentes son el
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 (28). Las personas portadoras de estos polimorfismos suelen tener
altas concentraciones de estos farmacos en plasma debido a un metabolismo reducido, lo
que conduce a sintomas de hipoglucemia; motivo por el que los pacientes al presentar esta
reaccion adversa a un medicamento (RAM) tienen baja adherencia terapéutica e incluso
abandono del tratamiento (28, 32). La identificacion de genotipos de CYP2C9 se considera
una herramienta Gtil para identificar a pacientes en alto riesgo de ineficacia o toxicidad y
ofrece una guia determinante para individualizar la prescripcion de medicamentos (2). Ya
que acuerdo a las guias de Consorcio de Implementacién Farmacogenética Clinica (CPIC),
hasta el momento la optimizacion de la terapia farmacolédgica conociendo el genotipo

solamente se pude realizar con los medicamentos de warfarina y fenitoina (33).

1.10 CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Existen méas de 60 polimorfismos para el gen CYP2C9, esto sugiere que existen diferencias
individuales en las respuestas a los medicamentos que son metabolizados por la enzima
CYP2C9. Sin embargo, los polimorfismos mas estudiados in vivo/in vitro son el CYP2C9*2
y CYP2C9*3 en diversas partes del mundo como Japon, Espafia y Estados Unidos (27, 29).
El polimorfismo CYP2C9*2 se encuentra en el exon 3 y se debe a un cambio en la posicion
430 de citosina a timina lo que resulta en un cambio en la proteina en el codon 144 de

arginina a cisteina, el polimorfismo CYP2C9*3 se encuentra en el exdn 7 y se debe a un
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cambio en el codén 1075 de adenina a citosina lo que resulta en un cambio en la proteina en
la posicion 359 de isoleucina a leucina (26) (Figura 3). Las personas portadoras del
polimorfismo CYP2C9*3 tienen reduccion en la actividad de la enzima del 80 a 90%, lo
que resulta en individuos que requieren dosis mas bajas del farmaco y muestran una mayor
incidencia de RAM’s, sobre todo en aquellos individuos que reciben medicamentos con un
indice terapéutico estrecho como la warfarina (34). Diversos estudios en sujetos sanos
demostraron que los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 se asocian con aumento de la
concentracion plasmatica y disminucion de la depuracién de las sulfonilureas después de la

administracion oral (35).

Figura 3. Secuencia del gen CYP2C9 y posicion de los polimorfismos CYP2C9*2 vy
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1.11 ADHERENCIA TERAPEUTICA Y REACCIONES ADVERSAS DE LAS
SULFONILUREAS
El control glucémico de los pacientes con DT2 ha demostrado que reduce las

complicaciones y mejora la calidad de vida, sin embargo, muchos pacientes que son
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prescritos con farmacos hipoglucemiantes orales son poco adherentes al tratamiento
farmacoldgico, y es algo que suele suceder con las enfermedades crénicas. Existen reportes
que indican que la adherencia va del 65 a 85%, con tasas mas bajas para ciertas poblaciones
y se ha visto que durante los primeros 12 meses de tratamiento es cuando presentan mayor
desapego terapéutico (36, 37). En México la DT2 es uno de los principales problemas de
salud pablica y no se debe solamente a su alta prevalencia, también se debe a las bajas tasas
de adherencia al tratamiento farmacolégico ocasionado principalmente por RAM’s (38). La
definicion de reaccion adversa a un medicamento (RAM) es la respuesta no deseada a un
medicamento, en la cual la relacion causal con éste es, al menos, razonablemente atribuible
(39). La incidencia o la gravedad de las RAM’s depende de las caracteristicas del paciente
0 puede estar relacionado con el farmaco. En muchos casos depende de la dosificacion y
con ello la respuesta al tratamiento ya que existen medicamentos que tienen una ventana
terapéutica estrecha, es por ello que los estudios de farmacogenética permitirian
personalizar los tratamientos farmacoldgicos (37, 40)

Las principales reacciones adversas de las sulfonilureas son hipoglucemia, aumento de peso
colestasis, erupcion en la piel, anemia hemolitica, trombocitopenia y agranulocitosis (16),
de igual manera se ha planteado la hipotesis de que las sulfonilureas tienen efectos en la
fisiologia cardiaca a través del canal Katp y en algunos ensayos clinicos con glimepirida,
glibenclamida y clorpropamida han demostrado la induccion de apoptosis de células  del
pancreas, por lo que la prescripcion de este grupo de medicamentos debe hacerse con
precaucion (16, 41). En un estudio realizado con comunidades Mayas de Yucatan en
tratamiento con sulfonilureas, el 30% reportd no tener adherencia terapéutica debido a

RAM’s (32).
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1.12 HIPOGLUCEMIA

El grupo de estudio Internacional de Hipoglucemia la define como glucosa menor a 70
mg/dL (3.9 mmol/L) y como grave cuando la concentracién es menor a 54 mg/dL (3.0
mmol/L) (1). La hipoglucemia es la RAM mas reportada de las sulfonilureas, debido a la
dosis, y en este grupo de medicamentos las tasas mas altas se han observado con
glibenclamida (42, 43). El Estudio Prospectivo Inglés sobre Diabetes, (UKPDS), reportd
que las tasas de hipoglucemia son similares entre los pacientes con sulfonilureas y los que
estaban bajo tratamiento con insulina (36). Los episodios de hipoglucemia pueden
interferir con el nivel de conciencia, equilibrio, coordinacidn, vision y epidosios mas graves
pueden desencadenar en demencia, convulsiones, coma, eventos cardiovasculares graves y
muerte (42-44). En Estados Unidos de América (EUA) el Plan de Accion Nacional para la
prevencion de Eventos Adversos a Farmacos del Departamento de Salud y Servicios
Humanos clasifico a la hipoglucemia inducida por farmacos antidiabéticos como uno de los
tres objetivos prioritarios para reducir los eventos adversos de medicamentos (42, 43). En
México el 14% de los pacientes con DT2 reporta haber tenido algin evento de

hipoglucemia, en contraste con el 2.5% del promedio mundial (45).

1.13 DIVERSIDAD POBLACIONAL EN MEXICO

Meéxico es uno de los paises més ricos en cuanto a diversidad étnica en todo el continente
Americano. Actualmente, la poblacion mexicana se divide en dos grandes grupos la
indigena y la mestiza. La poblacion mestiza es una mezcla principalmente de Amerindios,
Europeos y Africanos y en menor porcentaje la Asiatica (26). Los grupos étnicos en
México con mayor poblacion, en orden descendente, son los Nahualt, Mayas, Zapotecos,
Mixteco, Otomi, Totonaca, Tzotzil, Tzeltal, Mazahua, Mazateco, Huasteco, Choles, etc. El

componente genético de las poblaciones Amerindias ha cambiado en los dltimos 500 afios
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debido a procesos demograficos y migratorios. EI mas importante movimiento fue la
conquista espafiola, lo que generd que disminuyeran las poblaciones Amerindias y que
surgieran las poblaciones mestizas, que actualmente constituyen el 93% de la poblacion
mexicana (26, 34). En Yucatan, las poblaciones mestizas estan conformadas principalmente
de Europeos (43%), Amerindios (37%), Euroasiaticos (15%) y Africanos (5%). La
poblacion Amerindia se debe principalmente a la etnia Maya, que ha tenido un bajo flujo de
deriva génica, por lo que es un grupo poblacional con un componente genético Unico. Es
por ello que los polimorfismos de estas poblaciones de grupos geogréaficos especificos,
permitiria conocer la evolucién de las poblaciones, relaciones genéticas y los componentes

principales, que resultan de importancia médica para la poblacion (35).

25



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La metformina y las sulfonilureas son los medicamentos mas utilizados en el Sector Salud
para el control glucémico de los pacientes con DT2. Sin embargo, varios estudios sugieren
que la terapia con sulfonilureas, empleada por su eficacia y bajo costo, presenta una
variabilidad inter-individual en la respuesta al medicamento en diversas poblaciones,
ocasionando en muchos casos RAM’s y como consecuencia abandono del tratamiento.

Tomando como base un estudio realizado en pacientes Mayas de la zona de Yucatan donde
se reportd que la principal causa de abandono del tratamiento fue la presencia de sintomas
de hipoglucemia, principalmente, en los pacientes que tenian tratamiento con sulfonilureas,
en este estudio se pretende conocer si en la poblacion Maya-mestiza existe desapego
terapeutico por hipoglucemia, ademéas de reportar las frecuencias de los polimorfismos

involucrados en el metabolismo lento de las sulfonilureas.
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3. JUSTIFICACION

El presente estudio permitird conocer las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 en la poblacion Maya-mestiza con DT2, ademas de conocer si tienen una
asociacion con la presencia de sintomas de hipoglucemia. Esto permitira reducir el
abandono al tratamiento farmacoldgico, minimizar las reacciones adversas, retrasar las
complicaciones de la DT2, que se reflejara en la reduccion de costos hospitalarios, mejor
control de la glucosa y del estado metabdlico de la enfermedad, asi como menor frecuencia
de hipoglucemia.

Cabe mencionar que conocer la frecuencia de los polimorfismos en la poblacion Maya-
mestiza permitira realizar futuros estudios de farmacocinética, que sustentardn la

personalizacion del tratamiento con sulfonilureas para DT2.
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4. HIPOTESIS
Ho Los pacientes con diabetes tipo 2 portadores de los polimorfismos CYP2C9*2 y

CYP2C9*3 no se asocian con la presencia de sintomas de hipoglucemia

H: Los pacientes con diabetes tipo 2 portadores de los polimorfismos CYP2C9*2 vy

CYP2C9*3 se asocian con la presencia de sintomas de hipoglucemia
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia alélica y genotipica de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en la poblacién

poblacion Maya-mestiza con DT2 y su asociacion con sintomas de hipoglucemia

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Describir los pardmetros bioquimicos y somatométricos de la poblacion con DT2
« Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos CYP2C9*2 y
CYP2C9*3
e Comparar las frecuencias obtenidas con la poblacion Maya ademé&s de con otras
poblaciones mestizas y con el promedio reportado a nivel mundial
» Determinar si los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 se asocian con la presencia

de sintomas de hipoglucemia
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6. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Es un estudio experimental, transversal, cohorte. Los pacientes fueron reclutados en el

Hospital Regional de Alta Especialidad de Yucatan (HRAEPY) en el area de consulta

externa, de enero 2018 a febrero 2019, fueron informados de los objetivos del proyecto y

firmaron el consentimiento informado para el uso de sus muestras y posteriores estudios

relacionados con el proyecto.

Disefio Experimental

Figura 4. Diagrama del disefio experimental

Aplicacidn de encuesta para la seleccidn de pacientes en consulta externa
N=470

Seleccién de pacientes Maya-mestizos con recién diagndstico de DT2

N= 250

- aplicacidn de encuestas para obtencion de datos
farmacoldgicos, clinicos y firma del consentimiento
informado

- medidas somatométricos
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cintura, cadera,
ICC, IMC,
PAS, PAD

flebotomia
|
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Determinacion de extraccién de ADN
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glucosa, colesterol total,
triglicéridos, HDL-c, LDL-
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Genotipificacion:
CYP2C9*2 y CYP2C9*3
mediante RT-PCR

N=250
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Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra fue calculado con la férmula de poblaciones finitas

_ (Mxz’xpxq
n_(N—l)*e2+ z2xpxq

_ (1,404,457) * 1.962 % 0.102 * (1 — 0.102)
= (1,404,457) * 0.052 + 1.962 * 0.102 * (1 — 0.102)

=141

N=Tamafio de la poblacién

n= Tamafio de la muestra

z= 1.96 para el 95% de confianza

7%= 1.962

p= frecuencia de DT2 en el sureste de México

q=1-p

e= error admitido

El tamafio de la muestra considerando un 15% de pérdida fue de 163 individuos, sin

embargo, fueron evaluados 250 individuos para fines del proyecto.

Criterios de inclusion

¢ Personas igual o mayor a 18 afios, sexo indistinto

*

Recién diagndstico de DT2 (1 a 5 afios)

¢ Contar con un apellido Maya, de lo contrario tener padres o abuelos con apellido Maya

<

Tener ayuno de 10 a 12 hrs

L 2

Que acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento informado

Criterios de exclusion
¢ Pacientes con mas de 5 afios de diagnostico de diabetes

¢ Menores de 18 afios
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¢ Diagndstico de diabetes tipo 1 (DT1)

Medidas somatométricas
A todas las personas de este estudio se les midié cintura y cadera para el célculo del indice
cintura-cadera (ICC), talla y peso para el célculo del indice de masa corporal (IMC). Se

midid la presion arterial con el baumandmetro digital Marca Omron ® por duplicado

Determinaciones bioquimicas

Aquellos pacientes con ayuno previo de 10 a 12 hrs se les tomé 7mL de sangre venosa del
antebrazo con el sistema de vacio en un tubo sin anticoagulante y gel separador, las
muestras se centrifugaron para obtener el suero y realizar los andlisis bioquimicos de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL-c, LDL-c, urea, creatinina, acido urico,
nitrégeno ureico, proteinas totales, albimina, globulina, AST y ALT. Las muestras fueron
procesadas en el analizador ADVIA 1800 Chemistry System Siemens® del Laboratorio
Central del Hospital Juarez de Mexico, los métodos empleados para las determinaciones se

describen en el anexo 4.

Extraccion de ADN

A los pacientes se les tomaron 8mL de sangre venosa del antebrazo con el sistema de vacio
en dos tubos con anticoagulante EDTA para extraer el ADN gendmico mediante la técnica
modificada de Miller et. al (33) se describe en el anexo 5, fueron cuantificadas en el
espectrofotdometro NanoDrop Lite®, se verifico la integridad mediante elecroforesis en
geles de agarosa al 1.5% a 90V por 30min y se realizaron diluciones a una concentracion de

20ng/uL para el analisis de genotipificacion.
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Genotipificacion de CYP2C9*1y CYP2C9*2

Se utilizaron las sondas TagMan® C_ 25625805 10, rs1799853 para CYP2C9*2 y
C_ 27104892 10, rs1057910 para CYP2C9*3; la genotipificacion se realizd en el equipo
de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) QuantStudio™ 5 Marca
Applied Biosystems por discriminacion alélica. El programa fue 60°C por 30 seg, 95°C por
10min, posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion 95°C por 15seg y alineacién 60°C por
1min, seguido de 60 °C por 30 seg (anexo 7). Como control de calidad, el 10% de las

muestras fueron genotipificadas por duplicado.

Tabla 5. Mezcla de reaccién de RT-PCR

Reactivo Volumen (ulL) concentracion
TagMan® G_enoty_ping Master Mix 10 ox
(Applied Biosystems)
rs1799853 (CYP2C9*2)
51057910 (CYP2C9*3) 0.5 20X
Agua grado B.M. 8.5 -
ADN 1 20ng/pL

33



7. ANALISIS ESTADISTICO
En la poblacion de estudio se realizaron analisis descriptivos tanto de los datos
somatométricos como bioquimicos de los cuales se determind la normalidad mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnoff, los datos no normales se expresaron en mediana y
cuartiles (Q1 y Qs). Las variables nominales se expresaron en frecuencias (%). Se
calcularon las frecuencias genotipicas partir de frecuencias alélicas con el equilibrio de
Hardy-Weinberg, posteriormente se utilizd la prueba de chi cuadrada para verificar si entre
los valores observados y los obtenidos existian diferencias significativas con un cuadro de
contingencia. Las asociaciones de las variables cualitativas se realizaron por medio de
regresion logistica multinomial bajo el modelo dominante. Los datos fueron capturados y

analizados con el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 21®).
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8. RESULTADOS
8.1 Descripcion de la poblacién
En el estudio participaron un total de 250 personas con DT2 de recién diagnostico,
pertenecientes al Estado de Yucatan que acudian a la consulta externa del HRAEPY. El
22% fueron hombres y el 78% mujeres.
La ocupacion de la poblacion en orden descendente fue amas de casa (62%), empleados
(23%), trabajadores de campo (7%), profesionistas (4%), comerciantes (3%), desempleados
(0.8%) y estudiantes (0.2%).
El nivel de escolaridad fue primaria (47%), secundaria (30%), licenciatura (8%),
preparatoria (7%), posgrado (1%) y sin estudios (8%).
Los antecedentes familiares de DT2 estuvieron caracterizados por 64% con un familiar en
primer grado (padre, madre o hermano), 8% con un familiar en segundo grado (abuelos,
tios, primos) y el 28% report6 no tener antecedentes familiares.
Respecto al diagnostico clinico, el 20% desconocia tener DT2, 35% tenia un afio, 11% dos
anos, 8% tres afios, 13% cuatro afios, 14% cinco afios y el 1% 6 afios.
Las alteraciones metabdlicas presentes en esta poblacion fueron sobrepeso-obesidad (96%),
descontrol glicémico (46%), hipercolesterolemia (31%), hipertrigliceridemia (62%) e
hipoalfalipoproteinemia (57%). En la Tabla 6 y 7 se describen las caracteristicas

somatomeétricas y bioquimicas de la poblacion.
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Tabla 6. Datos somatomeétricos de la poblacion Maya-mestiza de

Yucatan con DT2

Variable Valores de referencia
Edad (afios) 49.87 £ 10.50
Sexo
Hombres 54 (22%)
Mujeres 196 (78%)
ICC
Hombres 0.94 + 0.06 <0.90 @
Mujeres 0.89 + 0.06 <0.80 @
IMC (kg/m?) 30.9 (28.0, 34.9) <25 kglcm? ®
PAS (mmHg) 130 (120, 144) <140 mmHg ®
PAD (mmHg) 76 (70, 84) <90 mmHg ®

Los datos representan la media + SD y la mediana (percentil 25-75). Normalidad-Prueba de Kolmogorov-Smirnov.

ICC: indice cintura cadera, IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistdlica, PAD: presion arterial diastélica.

(a) NORMA Oficial Mexicana NOM-008-SSA3-2010, Para el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad
(b) American Diabetes Association. Standards of Medical Care in Diabetes -2019. S1, Vol 41.
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Tabla 7. Pardmetros bioquimicos de la poblacion Maya-mestiza de Yucatan con DT2

Variable

Glucosa en ayuno (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)
Acido drico (mg/dL)
Nitrogeno ureico (mg/dL)
Proteinas totales (mg/dL)
Albumina (mg/dL)
Globulina (mg/dL)

Rel. A/G

AST (U/)

ALT (U/l)

124.5 (97.0, 172.7)

184.9 + 38.6

180.0 (130.5, 263.0)

46.3 +10.4
117.7 +32.3
28.0 (21.0, 34.0)
0.66 (0.55, 0.82)
4.8 (3.7,5.7)
13.0 (10.0, 16.0)
7105

4.4 (4.2, 4.6)

2.7 (2.5,3.1)

1.6 (1.4,1.8)
22.0 (18.0, 30.0)
13.0 (8.2, 20.0)

Valores de referencia
80-130 mg/dL®
<200 mg/dL®
<150mg/dL @
>50 mg/dL @
<100 mg/dL @
10-50 mg/dL ©
0.4-1.4 mg/dL©
3.7-9.2 mg/dL ©
9-23 mg/dL ©
5.7-8.2 mg/dL ©
3.2-4.8 mg/dL ©
2.3-3.8 mg/dL ©
1-2 mg/dL ©
0-34 U/ ©
10-49 U/ ©

Los datos representan la media + SD y la mediana (percentil 25-75). Normalidad-Prueba de Kolmogorov-Smirnov

HDL-c: colesterol HDL, LDL-c: colesterol LDL, Rel. A/G: relacion albimina/globulina, AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanina
aminotransferasa

(a) American Diabetes Association. Standards of Medical Care in Diabetes -2019. S1, Vol 41.

(b) NORMA Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus

(c) Valores de referencia del Laboratorio Central del Hospital Juarez de México

8.2 Descripcion Farmacoldgica

La DT2 al ser una enfermedad cronica requiere de tratamientos farmacoldgicos por largos
periodos de tiempo, es por ello que para evaluar la adherencia terapéutica, se utilizé la
herramienta de Morisky-Green (47), y se obtuvo que el 76% de la poblacion report6é no ser
adherente, las principales causas fueron por RAM’s, olvido o porque sentia mejoria. Cabe

destacar que el 60% de las personas que reportaron haber tenido un episodio de
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hipoglucemia estaban en tratamiento con sulfonilureas. En la Figura 5 se presentan las
principales sospechas de RAM's.

Los esquemas terapéuticos fueron principalmente metformina (24%), metformina +
sulfonilurea (22%), sulfonilurea (6.4%) y otros (6.6%), cabe destacar que el 41% no

contaba con algun tipo de terapia farmacoldgica para la DT2.

Figura 5. Principales sospechas de RAM’s reportadas en la poblacion Maya-mestiza en

tratamiento con hipoglucemiantes

51% sintomas de hipoglucemia
25% diarrea

13% dolor de estomago

5% nauseas

3% flatulencias

2% vOmitos

1% dolor muscular

EROENEO

8.3 Analisis molecular
Las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 se muestran en la Tabla

8. La muestra analizada cumple con el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W).
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Tabla 8. Frecuencia alélica y genotipica de CYP2C9 en la poblaciéon Maya-mestiza

) Frecuencia Frecuencia H-W
SNP genotipo n o o
genotipica alélica (P)
CIC 217 0.868
C (0.934)
CYP2C9*2 CIT 33 0.132 0.26
T (0.066)
T/T 0 0.000
AIA 239 0.956
A (0.978)
CYP2C9*3 AIC 11 0.044 0.72
C (0.022)
CIC 0 0.0

H-W: equilibrio de Hardy-Weinberg, SNP: polimorfismo de un solo nucleétido, n: tamafio de la muestra.
Prueba estadistica de chi cuadrada, P>0.05

Las frecuencias alélicas se compararon con la poblacion Amerindia, grupos mestizos de

México, EUA y con las poblaciones del proyecto 1000Genomas (Tabla 9 y 10)
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Tabla 9. Comparacidn de las frecuencias alélicas de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 entre la

poblacion Maya-mestiza, Amerindias y Mestizas de Mexico y EUA.

Poblacion Frecuencia alélica Frecuencia alélica Tamano de referencia
CYP2C9*2 (%) CYP2C9*3 (%) muestra
Maya-mestiza T (6.6) C (2.2
C(93.4) A (97.8)
Amerindias
Maya T (1.0) C (2.8) 199 32
Mazahua T (0.0) C (0.0) 47 32
Chatino T (0.0) C(3.2) 31 32
Teenek T(0.0) C (3.3) 30 gg
Mixteco T (0.0) CcC@1.7) 30 37
Chontal T(1.7) C (5.0 30 32
Cora T (0.0) C(1.7) 30 32
Mestiza de México
Mestizo-mexicano T (4.0) C (3.0 496 38
(CDMX)
Colima T (5.5) C (2.5) 100 46
Jalisco T (4.8) C(2.7) 147 46
Michoacéan T (5.5) C (3.0) 117 46
Nayarit T (5.5) C(2.2) 113 46
Mestizas de EUA
Mexicanos L.A. T (10.2) T (2.3) 98 1000 Genomas

Prueba estadistica de chi cuadrada, en letras negras P<0.05
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Tabla 10. Comparacion de las frecuencias alélicas de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 entre la
poblacion Maya-mestiza y las poblaciones del 1000 Genomas

Poblacion Frecuencia alélica Frecuencia alélica
CYP2C9*2 (%) CYP2C9*3 (%)
Maya-mestiza T (6.6) C (2.2
C (93.4) A (97.8)
Africana T (0.8) C(0.2)
ACB T (2.6) C (0.5)
ASW T (4.1) C (1.6)
GWD T (0.4) -
Amerindia T(9.9) C@3.7)
CLM T (12.2) C (6.4)
MXL T (10.2) C (2.3)
PEL T (2.4) C(1.2)
PUR T (13.9) C 4.3)
Este de Asia T (0.1) C(3.4)
CHS T (0.5) C (4.8)
CDX - C((2.7)
CHB - C (3.9)
JPT - C (1.9
KHV - C (3.5)
Europa T (12.4) C(7.3)
CEU T (15.2) C (6.6)
FIN T (8.1) C (5.6)
GBR T (8.8) C(7.1)
IBS T (14.0) C (8.4)
TSI T (15.4) C (8.4)
Sur de Asia T (3.5) C (10.9)
BEB T(1.7) C (11.6)
GIH T (4.9) C (13.1)
ITU T (2.5) C (10.3)
PJL T(5.2) C (9.9
STU T(2.9) C (9.8)

Prueba estadistica de chi cuadrada, en letras negras P<0.05

ACB: Africana Caribefia en Barbados, ASW: Americanos de ancestria Afroamericana en el suroeste de EUA, GWD:
Gambiano en la division Occidental de Gambia, CLM: Colombianos de Medellin, MXL: Mexicanos de los Angeles EUA,
PEL: Peruanos de Lima, PUR: Puertoriquefios de Puerto Rico, CHS: China del Sur, CDX: Chinos en Xishuangbanna en
China, CHB: Chinos en Beijing China, JPT: Japoneses en Tokio Japdn, KHV: Ciudad Kihn en Chi Minh Vietnam, CEU:
residentes de Utah con ascendencia del norte y oeste de Europa, FIN: Finlandés, GBR: Britanicos en Inglaterra y Escocia,
IBS: poblacién Ibérica en Espafia, TSI: Toscanos en lItalia, BEB: Bengalies de Bangladesh, GIH: Indios Gujarati de
Houston Texas, ITU: Indios Telugu de Reino Unido, PJL: Punjabi de Lahore Pakistan, STU: Sri Lanka Tamil de Reino
Unido.
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Los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 generalmente suelen asociarse con variaciones
en las concentraciones del farmaco en plasma, sin embargo, algunos estudios han realizado
asociaciones con hipoglucemia, en este proyecto se realizaron solamente en los pacientes
que estaban en tratamiento con sulfonilureas, tomando como base que estos polimorfismos
estan involucrados en el metabolismo de este grupo de farmacos, por lo cual se redujo a un
subgrupo de 45 pacientes, ademas el 60% de los episodios con sospecha de hipoglucemia
en la poblacion Maya-mestiza fueron en pacientes con tratamiento con sulfonilureas. El

analisis en ambos polimorfismos se realiz6 con el modelo dominante.

Tabla 11. Asociacion de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 con sintomas de hipoglucemia en
pacientes bajo tratamiento con sulfonilureas

N=45
SNP Alelo P OR IC95%
CYP2C9*2 T 0.378 1.85 (0.47-7.29)
rs1799853
CYP2C9*3 C 0.638 1.59 (0.22-11.10)
rs1057910

Regresion logistica multinomial con variables fijas : edad, sexo, y tiempo de evolucion de la DT2

De igual manera se realizaron asociaciones mediante la prueba de chi cuadrada sin

variables fijas de acuerdo al modelo dominante.

Tabla 12. Asociacion de CYP2C9*2 con sintomas de hipoglucemia en pacientes bajo
tratamiento con sulfonilureas

N=45
Parimetro Frecuencia Frecuencia P
(CT+TT) (CO)
sintomas de hipoglucemia 83% 56% <0.0001

Prueba estadistica de chi cuadrada, en letras negras P<0.05
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Tabla 13. Asociacion de CYP2C9*3 con sintomas de hipoglucemia en pacientes bajo
tratamiento con sulfonilureas

N=45
Pardmetro Frecuencia Frecuencia P
(AC +CC) (AA)
sintomas de hipoglucemia 33% 62% <0.0001

Prueba estadistica de chi cuadrada, en letras negras P<0.05
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9. DISCUSIONES

Los diversos estudios enfocados en los medicamentos hipoglucemiantes tienen el fin de
lograr que un paciente con diabetes tenga una mejor respuesta al tratamiento, evitar RAM's
y asegurar un adecudo control metabdlico. Existen diversos farmacos, sin embargo, los mas
eficaces y que suelen ser proporcionados por los las instituciones de salud son las
sulfonilureas, las cuales, a pesar de su eficacia también presentan diversas RAM’s. Los
estudios de farmacogenética permitirian personalizar el tratamiento y adecuarlo a las
poblaciones. En el presente estudio se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas
de CYP2C9 y su asociacion con sintomas de hipoglucemia. Para ello se incluyeron a 250
pacientes Maya-mestizo con DT2 de recién diagnostico que acudian al HRAEPY del estado
de Yucatan, se les realizaron evaluaciones bioquimicas, farmacoldgicas y analisis
molecular.

En la primera etapa se realizaron determinaciones somatométricas y bioquimicas con el fin
de conocer si la poblacién estaba en adecuado control metabdlico y conocer las
caracteristicas de estos pacientes con DT2 de recién diagnostico. La edad promedio fue de
49 + 10 afios , en su mayoria mujeres (78%), estos datos indican que la DT2 en Yucatan se
presenta en personas jovenes, estos datos son alarmantes al comparar con la media nacional
(60 + 9 afios) (8) y otras poblaciones, como China donde la edad promedio es de 56 + 7.78
afios (51) y en Reino Unido de 54 afios (52). En las determinaciones somatométricas de este
estudio, se encontrd que el 88% tenia obesidad central y el 96% sobrepeso-obesidad de
acuerdo a la clasificacion del IMC vy al ajuste por talla baja establecidos en la NOM-008
(48), es importante destacar que los resultados obtenidos no solo superan la prevalencia
nacional reportada en la ENSANUT 2016 (8) para sobrepeso-obesidad (72.5%), sino

también a lo reportado en la zona sur del pais (72.7%) (8) y en la zona Maya (90%)(55).
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Estos resultados denotan que la zona sureste del pais tiene un grave problema de sobrepeso-
obesidad y que este es un factor de riesgo en conjunto con la DT2 para el desarrollo de
complicaciones micro 'y macrovasculares como aterosclerosis, enfermedades
cardiovasculares e infarto al miocardio

En cuanto a los resultados bioquimicos se obervé que el 46% de la poblacién estudiada no
tenia un adecuado control glucémico, lo que coincide con lo reportado para el centro del
pais (48.7%) (56) y difieren del norte del pais (29.6%) (57). Este descontrol metabdlico se
empieza a reflejar con la aparicién de complicaciones, en este estudio los pacientes ya
presentan complicaciones visuales y neuropatia.

Los pacientes diabéticos no solo presentan descontrol glicémico, sino también
dislipidemias, caracterizadas por la presencia de hipertrigliceridemia (62%) e
hipoalfalipoproteinemia (57%), diversos estudios han reportado que las dislipidemias son
muy frecuentes en México y son considerados factores de riesgo por inducir inflamacion
cronica y resistencia a la insulina (58, 59). Un estudio realizado en la poblacion Maya (55)
informd que existe alta frecuencia de hipoalfalipoproteinemia (46%), lo que nos indicaria
que en la poblacion Maya-mestiza del presente estudio existiria cierta susceptibilidad en
desarrollar este tipo de dislipidemias.

Se realizd un andlisis descriptivo referente al tratamiento farmacoldgico con el fin de saber
si el pacientes contaba con medicamento y si tenia adherencia. Llama la atencion que el
20% de los participantes desconocia tener DT2, lo que significa que no han tomado alguna
accion para tratar la enfermedad y controlarla. Ademas, solo el 59% de los pacientes
contaba con algun tratamiento farmacoldgico, inferior a lo reportado a nivel nacional
(87.8%) (8). Algo que llama la atencion es el uso preferente de remedios herbolarios,
principalmente la Moringa oleifera, Andrews et al. (60) reportd que el 63.6% de la

poblacion de Guatemala utilizaba esta planta para el tratamiento de la DT2 de igual manera
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en ese estudio se identificd que algunas personas presentaron eventos de hipoglucemia, en
este trabajo se encontrd que el 45% emplea la Moringa oleifera para el control glucémico.
Los mecanismos propuestos por lo cuales la Moringa oleifera reduce las concentraciones
de glucosa en plasma incluyen la inhibicion de las actividades de a-amilasa y a-
glucosidasa, aumento de la captacion de glucosa en los musculos y el higado, inhibicion de
la captacion de glucosa desde el intestino, disminucidon de la gluconeogénesis y sensibilidad
a lainsulina, sin embargo, estos estudios son limitados y se han realizado principalmente en
modelos animales, in vitro e in vivo (61). De los pacientes que si contaban con algin
tratamiento farmacolégico (59%), solo el 24% era adherente, la falta de adherencia (76%)
fue por las RAM’s descritas en la Figura 5; llama la atencion la elevada frecuencia de
eventos hipoglucémicos que se presentaron en los pacientes con tratamiento a base de
sulfonilureas (60%), siendo superior a lo reportado en poblacién asiatica (33.1%) (62),
londinense (23.2%), caribefia (39.1%) y en los indios de Bangladesh (47.5%) (63).

La importancia de estudiar a los CYPs radica en conocer la variabilidad entre diversas
poblaciones, que sirven como base para posteriormente realizar estudios de farmacocinética
y asi personalizar los tratamientos farmacoldgicos. Se han realizado diversos estudios sobre
el gen CYP2C9 encargado de metabolizar cerca del 20% de los farmacos en existencia,
como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s), los anticoagulantes orales
(warfarina), antiepilépticos (fenitoina), antidepresivos, antibiéticos y las sulfonilureas (32,
35, 54). Las frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2C9 son diferentes en las diversas
poblaciones e incluso dentro de un mismo pais, sin embargo, conocer las frecuencias e
identificar los diversos tipos de metabolizadores permitird realizar estudios
farmacocinéticos y con ello definir mejores esquemas de tratamiento farmacologico.
México es considerado un pais con una poblacion muy diversa y eso se debe a la existencia

de 65 etnias indigenas distribuidas a lo largo de todo el pais, actualmente el 93% de la
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poblacion mexicana es mestiza (26). La poblacién Yucateca (Maya-mestiza), es diferente al
resto de las poblaciones mestizas de México, en esta poblacién se habla de un componente
genético Unico resultado de la proporcion Amerindia, principalmente Maya (50%) vy al
aporte Mestizo, proveniente de Europa-Asia (45%) y Africa (5%) (26, 50). Con base en lo
anterior, ademas de la elevada prevalencia de DT2 de la zona Maya (8) la frecuencia
elevada de RAM’s respecto a otras regiones de México en tratamiento con sulfonilureas
(38) y que en un estudio previo en la poblacion Maya (55) donde se identificaron episodios
de hipoglucemia en personas que estaban principalmente en tratamiento con sulfonilureas
se planteo este proyecto. Se decidié estudiar los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 ya
que de acuerdo a la guias del grupo de trabajo de farmacogenética de la asociacion real de
Farmaceuticos Holandeses (DPWG) estas variantes son las que presentan relevancia clinica
en la eficacia de la glibenclamida, pero es de destacar que existen reportes de otras
variantes en la plataforma PharmGKB® como son rs5219 en el gen KCNJ11, rs889299 en
el gen SCNN1B, rs202A 376G en el gen G6PD y rs5030868 en el gen G6PD.

En el presente estudio la frecuencia de la poblacion Maya-mestiza del polimorfismo
CYP2C9*2 fue del 6.6% y del CYP2C9*3 fue del 2.2%, cuando se compararon con la
poblacion Maya se obtuvo diferencia significativa con el CYP2C9*2, estudios indican que
este polimofismo tiene una influencia principalmente Europea y Africana (28), lo que
sugiere que CYP2C9*2 se debe en gran parte al componente mestizo de esta poblacion
Yucateca, compuesto principalmente de la mezcla Europea, Africana y Asiatica y tambiéen
al aporte de la proporcion Amerindia (Maya), lo cual hace que su frecuencia sea mas
elevada incluso que la Maya. La frecuencia alélica de CYP2C9*3 fue semejante a la etnia
Maya, este polimorfismo ha sido mas asociado con metabolismo lento y su frecuencia es

baja en diversas poblaciones (54).
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Cuando se compararon las frecuencias de ambos polimorfismos con otras poblaciones
mestizas de México se observa que no presentan diferencias significativas, lo cual nos
indica que el comportamiento es semejante, sin embargo, cuando se hace la comparacion
con otras poblaciones Amerindias de México, la frecuencia del polimorfismo CYP2C9*2
tiene similitud con el grupo Chontal y eso puede deberse a su proximidad geografica de
Tabasco (32) dado su componente Maya; en el caso del polimorfismo CYP2C9*3 la
frecuencia fue semejante a los otros grupos étnicos. Respecto a la comparacién con el 1000
Genomas la frecuencia del polimorfismo CYP2C9*3 de la poblacion estudiada tuvo mayor
diferencia con las poblaciones del sur de Asia, ya que en ésta region continental las
frecuencias son las més elevadas, incluso a nivel mundial.

El enfoque principal de los estudios dirigidos a la identificacion de los polimorfismos
CYP2C*2 y CYP2C9*3 es correlacionarlos con las concentraciones de farmacos en plasma,
sin embargo, algunos estudios han reportado la asociacién de éstos polimorfismos con
eventos de hipoglucemia (42-44). Los primeros estudios de estos polimorfismos asociados
con hipoglucemia fueron reportados por Holstein en donde se demostré que los pacientes
que estaba en tratamiento con sulfonilureas y que eran portadores de los alelos CYP2C9*2
y CYP2C9*3 tenian 5.2 veces mas riesgo de tener eventos de hipoglucemia (49).

En el presente estudio se encontr6 que la presencia del polimorfismo CYP2C9*2 no
presentaba asociacion con hipoglucemia bajo el modelo de regresion logistica multinomial,
sin embargo, mediante comparacion de frecuencias y sin variables fijas la presencia de la
variante se asocia con sintomas de hipoglucemia en pacientes bajo tratamiento con
sulfonilureas ya sea en monoterapia o0 terapia combinada (P<0.0001). Otro hallazgo
importante fue que los portadores del CYP2C9*3 presentan un menor riesgo a presentar
eventos de hipoglucemia (P<0.0001), sin embargo, es importante mencionar que son

necesarios mas estudios que confirmen estos resultados. Ya que algunos autores como
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Dujic T. en Escocia (64) reportan no haber encontrado riesgo al ser portador de los
polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 con sintomas de hipoglucemia (P=0.177) al igual
que Zeng en China (54) no encontraron mayor riesgo en presencia de estos polimorfismos
(P=0.183); sin embargo, Yin O et al. (65) en China si reportd asociacion del polimorfismo
CYP2C9*3 con la presencia de hipoglucemia (P=0.029). En el presente estudio los analisis
de asociacion se realizaron en un subgrupo 45/250 participantes, ya que solo se
seleccionaron aquellos que estaban bajo tratamiento con sulfonilureas, cuando existen
resportes de estudios en los cuales las asociaciones se han realizado en paciente que estan

en tratamiento concomitante con otro hipoglucemiante oral.

49



10. CONCLUSIONES

Se encontr6 que los pacientes estaban en descontrol glicemico, ademas presentaban
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia, considerados factores
de riesgo para la aparicion temprana de complicaciones micro y macrovasculares, aunado a
que la adherencia terapéutica es menor a lo reportado en la poblacién general del pais. La
frecuencia de sobrepeso-obesidad en la poblacion Maya-mestiza (96%) con DT2 de recién

diagnostico supera a la media nacional (72.5%).

La frecuencia alélica de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 fue de 6.6% y 2.2% respectivamente. Se
encontrd que el polimorfismo CYP2C9*2 esta asociado a sintomas de hipoglucemia en
tratamiento con sulfonilureas, sin embargo, se requieren mayores estudios en la poblacién y

continuar con el estudio farmacocinético.

Este estudio establece las bases de la medicina personalizada que permitaran atender a la
poblacion diabética Maya-mestiza con una dosificacion adecuada para cada individuo.
Asimismo, los resultados sefialan la necesidad de realizar estudios posteriores de
farmacocinética y farmacodinamia de las sulfonilureas en esta poblacion que permitan
profundizar en el conocimiento y manejo adecuado de farmacos hipoglicemiantes, lo cual
impactara en la reduccion de la aparicion de complicaciones metabodlicas asociadas a la

diabetes como consecuencia del abandono de la terapia.
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11. ANEXOS

Anexo 11.1 Carta de Aceptacion y Ejecucion del Protocolo de Investigacion por el
Comité de Investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad

PN
SA LU D I g RN ¢ Hospltal Regiomnl de Abtn Especinlidad de la m

e
SICRETARIA DAL SALLID Y v Penlmsuls de Yocatin
Ta

OFICIO DG/2330/2017
DIRECCION GENERAL

Mérida. Yucatan,, a 02 de agosto del 2017

2017 “Afo del Centenario de ln Promulgacion de In Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos™

Asunto: Autorzacion de ejecucion de protocolo de investigacion.,

DRA. MARTHA ALICIA MENJIVAR IRAHETA
INVESTIGADOR PRINCIPAL

DRA. KATY ALEJANDRA SANCHEZ POZOS
ESTUDIANTE DE LA MAESTRIA EN INVESTIGACION
PRESENTE.-

Con fundamento en lo establecido al articulo 14 de ta Ley General de Salud en Materia de Investigacidn para
la Salud y de acuerdo al dictamen de APROBADO por el Comité de Investigacion de este Hospitalenla
6* Sesidén Ordinaria de fecha 28 de Junio del 2017, se AUTORIZA Ia ejecucidn del protocolo
2017-001 con titulo:

"PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CYP2C9, OCT1; OCT2, MATE1 Y MATEZ EN LA
EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON SULFONILUREAS Y METFORMINA EN PACIENTES CON DIABETES
TIPO 2 DE LA PENINSULA DE YUCATAN"

[ oda vez que sta autorzacion no implica compromiso de proveer recursos humanos, materiaies y/o financieros
de manera parcial o total por parte del Hospital Regional de Alta Especialidad de ia Peninsula de Yucatan, o
cual debera gestiongrse & través de fa convocatoria que para tal efecto se emita

Asi mismo se le exhorta @ mantener apego a la normatividad vigente materia de investigacion en salud y a
presentar los informes correspondientes en jos tiempos y formas que marca el Comité de Investigacion de este
Hospital

Sin otro particular reciba un cordial saludo,

ATENTAMENTE

Cep Men C Sallde los Sentos Bricees. Director de
MCE, Rolando Aurebo Diaz Castiio
Comith de Investigacion del HRAEPY
Mitanc

e ; _.’/

Uil 7 80 33 poe 20y 22, Frace. Ahadey P OTLIO Mende Yious ~

Ted 0999 007 Te0mww raes seatai sslnd geloms
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Anexo 11.2 Consentimiento informado

Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan
Laboratorio de diabetes-Unidad de Medicina personalizada
Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Papel de los polimorfismos en los genes CYP2C9, OCTH1,
OCT2, MATE1 y MATE2 en la eficacia del tratamiento con
sulfonilureas y metformina en pacientes con diabetes tipo 2 de
la Peninsula de Yucacén

Nombre del Investigador | Dra. Marta Menjivar iraheta

Responsable

Direccion: Laboratorio de Diabetes, Facultad de Quimica, UNAM, CU.y
Unidad de Medicina Personalizada, Hospital Regional de Alta
Especialidad de la Peninsula de Yucatén, Calle 7, No. 433 por
20 y 22 Fracc. Altabnsa Mérida, Yucatan CP. 97130

Teléfono de contacto 56-22-38-22-UNAM y 9 942 7600 Ext. 54404 HRAEPY

Introduccion:

El documento que se expone a continuacion cumpie con lo dispuesto por el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacién en Salud. Articulos 10., 20, fraccion VII, 30
fraccion IX, 40, 70.,13 apartado "A” fracciones |, 1X, X, apartado "B" fracciones | y VI, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103 y demas relativos a la Ley General de Salud

Queremos invitarlo a formar parte del proyecto “Papel de los polimorfismos en los genes
CYP2C9, OCT1, OCT2, MATE1 y MATEZ2 en la eficacia del tratamiento con sulfonilureas y
metformina en pacentes con diabetes tipo 2 de la Peninsula de Yucacan” que sera
desarrollado por investigadoras de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México y el Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan,
preocupadas por el alarmante alza de personas que son afectadas de diabetes en nuestro
pais. Esta enfermedad se caracteriza por aumentar el azicar en sangre y que con el tiempo
dafia los nfiones, los 0jos y el corazon entre otras cosas. La metformina y ghbenclamida, son
los medicamentos principales para el control de la diabetes tipo 2. Estos tratamientos son
caracterizados por una vanabilidad intenndividual, eficacia clinica y presencia de reacciones
adversas (RAM). El desarrollo de estudios farmacogenéticos en poblaciones mexicanas
representa una contribucion al conocimiento sobre la variabilidad genética en la respuesta a los
farmacos para mejoramiento del tratamiento y control de la enfermedad.

Este estudio iene como objetivo pnncipal Evaluar el efecto de los polimorfismos en los genes
CYP2C9, OCT1, OCT2, MATE1 y MATE2 en la eficacia de sulfonilureas y metformina en
pacientes con diabetes tipo 2, que afecta en la disminucion de la calidad de vida de las
personas que la presentan.

Antes de que usted acepte participar en esle estudio, se le presenta este documento de

nombre “Consentimiento_Informado”™, que tiene como ob;etlvo comunicarie de los posibles
nesgos y beneficios para que usted pueda tomar una decision informada y voluntana.

El consentimiento informado le proporciona informacion sobre el estudio al que se le esta
invitando a participar, por elio es de suma importancia que lo lea cuidadosamente antes de
tomar alguna decision y si usted lo desea, puede comentario con quien desee (un amigo, un
familiar de confianza, etc.) Si usted tiene preguntas puede hacerlas directamente a su médico
tratante o al personal del estudio quienes le ayudaran a resolver cualquier duda

Una vez que tenga conocimiento sobre el estudio y los procedimientos que se llevaran a cabo,
se le pedira que firme esta forma para poder participar en el estudio. Su decision de que es
voluntana, lo que significa que usted es totalmente libre de ingresar a o no en el estudio. Podra
retirar su consentimiento en cualquier momento y sin tener que explicar las razones sin que
esto signifique una disminucion en la calidad de la atencion médica que se le brinde, ni afectara
la relacion con su medico. Si decide no participar, usted puede platicar con su medico sobre los
cuidados medicos regulares. Su médico puede retirarlo o recomendarie no participar en caso
de que asf lo considere.
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Este estudio representara un recurso de investigacion util para conocer sobre la vanabilidad

genética en la respuesta a los farmacos para mejoramiento del tratamiento para la diabetes en
poblacion mexicana que implicara:

Toma de una muestra de sangre, mediante puncidon venosa del brazo de un volumen de
aproximadamente 20 mi para que con su sangre se hagan 3 cosas.

(1) La extraccion de matenal genético (ADN) para el estudio de los genes especificados en
el protocolo “Blisqueda de polimorfismos y mutaciones en genes relacionados con la
aparicion de diabetes, en poblacion indigena mexicana”.

(2} Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la
“Diabetes”, por ello se le solicita que autorice al investigador a almacenar su muestra
para el estudio de otros genes que se puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta
autorizar este almacenamiento, se eliminaran de la muestra todos los vinculos con su
identidad, antes de guardaria, y no sera posible liegar a conocer su identidad a partir
de ella. Esta muestra solo se utilizara para estudiar genes importantes implicados en la
Diabetes y no se realizaran otros estudios con ella

(3) Evaluacion de azlcar y grasas en sangre.

* Usted también puede acepiar que en dicha muestra de sangre donde se extraera el
maternal de herencia (ADN) se realicen ofros estudios para estudiar otras
enfermedades diferentes.

* Si usted acepta solo los estudios de herencia descritos en el punto 1, su muestra se
destruira después de completar la prueba, Si usted acepta que se guarde esa muestra
para futuros estudios como se describe en el punto 2, el investigador garantiza que
guardara y utilizard la muestra hasta que ya no quede mas. Una vez separada la
muestra no podra ser destruida, pero no se podra relacionar con usted,

* Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito, indicando qué parte del
estudio genético acepta y firmando este documento, antes de la obtencion del maternial
genético.

(4) Evaluacion de los niveles de medicamento en sangre. Después de los analisis de DNA
si usted desea participar en la prueba funcional se le realizara un estudio en donde se
tomaran 17 muestras de sangre en 24 horas.

En caso de ser voluntaro:

1 Cada voluntano sera recibido en el centro de salud o en la unidad metabdlica del
Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan por 12h.

2 Se le realizara una puncion venosa en el brazo para colocar un catéter que se dejara
durante las 12 horas de estancia en el hospital.

3. Se administrara una dosis Unica de glibenclamida o metformina.

4. Se tomaran 5mi de muestra sanguinea en diferentes intervalos de tiempo durante 12h
y una ultima muestra a las 24h

Procedimiento

* Siacepta a participar en el estudio, tendra lugar lo siguiente:

+ Se le examinard fisicamente, tomaran medidas de peso, estatura, cintura y cadera para
determinar el indice de Masa Corporal (IMC) y presion arterial.

* Se sometera a un analisis de laboratorio en el cual le haran una extraccion de sangre
Le pediran que mantenga un ayuno de al menos 8 horas antes de la toma de muestra.

* Le solicitaran que responda a un cuestionarno para evaluar sus habitos alimenticios,
nivel de estrés y actividad fisica En el mismo cuestionano le pediran algunos datos
personales y antecedentes de enfermedades.

Riesgos

Los nesgos de la extraccion de sangre incluyen molestias temporales ocasionadas por la
puncion con la aguja y/o hematomas.
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Beneficios

Se le entregaran al participante los resultados bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéndos,
acido urico, creatinina) y sera de su conocimiento si es diabético, propenso a la diabetes o una
persona sana

Confidencialidad

Usted tiene derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal
de Proteccion de datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de solicitar el
acceso, correccion y oposicion de su informacion personal. La informacion sera procesada de
acuerdo a las regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacion no
podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto es con la finalidad de
proteger la integridad del estudio.

No se revelara la identidad de las personas que participen en el estudio en ningun informe o
publicacion que se genere a partir de este trabajo

¢A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto?

Si usted tiene preguntas acerca de la recoleccion de muestras, sus derechos en este proyecto
o sobre el almacenamiento de las mismas, puede llamar a la Unidad de Medicina
Personalizada en el HRAEPY al teléfono 999-942-76-00 ext. 54404 con la Dra. Marta Menjivar
Iraheta o al Parque Cientifico y Teconolégico de Yucatan-Facultad de Quimica-UNAM al
teléfono 999-688-53-04 ext. 7621.

Consentimiento

1. Yo declaro bajo mi
responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto participar en este
estudio genético.

2. Se me ha entregado una copia de este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me
han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y
resgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar pregunias.
Todas las prequntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion.

3. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara mi sangre y mis muestras
de maternial genético (ADN) con un nimero codificado.

4. Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo, sin
tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento médico
futuro. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra codificada. Si se hubiera refirado
previamente el vinculo de identificacion de la muestra, no se podra relacionar conmigo, de
forma que no se podréa destruir.

5. Me han informado que la evaluacion fisica, de laboratorio clinico y el estudio genético no
fiene ningtin costo, y no habra ningn gasto adicional para mi.

6. En que toda la informacién genética de la muestra sea depositada en bases de datos
cientificas de libre acceso (publicas) en Internet.

7. En que una vez que la muestra haya sido estudiada, no podré retirar la informacion de mi
muestra de las bases de datos aentificas.

He leido o escuchado toda la informacion, he hecho todas las preguntas que he tenido, y todas
mis preguntas han sido respondidas satisfactonamente. Soy consciente que dar una muestra
es mi decision.

Medite su eleccion, elija uno de los siguientes puntos y firme si usted esta de acuerdo.

Punto 1. Yo DOY mu consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar el estudio
genético referente a la "Diabetes” en mi muestra de materal genético (ADN).

Punto 2. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi muestra matenal
genético (ADN), con desvinculacion de la identidad. Esto permitira la realizacion de nuevas

Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan m
|
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e e , o - o — / ———————
pruebas en el futuro cuando se tengan mas conocimientos sobre los genes relacionados con la

Punto 3. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que en mi muestra de matenal
genético (ADN) desvinculada se puedan realizar futuros estudios en otras enfermedades.

Acepto que se me realice la toma de muestra de sangre periférica.

Lugar y fecha

Nombre del participante:
Direccion:
Firma del participante:
¢ Se le otorgd copia al participante? Si No
Firma del Investigador
Nombre del testigo:
Firma: Fecha:

dd-mmm-aaaa
Direccion. Relacion con el participante.
Nombre del testigo:
Firma: Fecha:

dd-mmm-aaaa
Direccion: Relacion con el participante:

Nombre escrito de la persona que explica el consentimiento

Firma de la persona que explica el consentimiento dd-mmm-aaaa
Fecha
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Anexo 11.3 Cuestionario

CUESTIONARIO “PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS EN EL GEN CYP2C9 EN LA EFICACIA DEL
TRATAMIENTO CON SULFONILUREAS EN PACIENTES MAYAS CON DIABETES TIPO 27

Fecha:
No. Afiliacion:
Nombre del Paciente:

Fecha de nacimiento:

Género: 10Femenino  20Masculino Ocupacion:

Teléfono(s): Domicilio:

ID del paciente;

Edad: anos

Estadocivil:  10Soltero  20Casado  30Viudo  400Separado
Nivel de escolandad: 10sin estudios  200Pnmana 300 Secundaria
Fecha de Diagnostico:

1. ; Usted. sus padres o abuelos tienen al menos un apellido Maya?
[ Lsi |
()] 2.No |

2. ;Tiene panentes o antecedentes familiares con diabetes upo 27

400 Preparatona

(O] 1S Quien?
()] 2No
3. ;Presenta o ha presentado algim problema en el niton?
()] L Si (Cuindo?
()| 2. No

4. ;Presenta o ha presentado algin problema en ¢l higado?
() | 181 Cuindo?

{2} 2. No

o

- ¢ Usted fuma?

1. Si (Con qué frecuencia?

LC).
()| 2. No

6. ; Ingiere bebidas alcoholicas?

() 1.Si; Con qué frecuencia?
() 2.No

7. i Realiza alguna actividad fisica?

()| 1.Si;Con qué frecuencia?
() 2.No

8. ;Considera tener buenos hibitos alimenticios?

()l 1S

()| 2. No ;Por qué?

SOLicenciatura 600 Posgrado
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9, ;Que medicamento se le prescribe para ef tratammento de la diabetes tipo 2? (Puede elegir mas de una opcion)

Medicamento Dosis

-

1. Metformuna

2. Glibenclamida

3. Glipizida

4. Glimepinida

5. Repaghmida

6. Nateglinida

7. Pioglitazona

8. Acarbosa

9. Exenatida_

10. Sitagliptina

11.Vildaglipuna

12. Insulina

—~——

13. Otro ;Cual?

10. ;Dejé de tomar alguna vez el medicamento?
() LS
()| 2.No

11. ;Porque razon dejo de tomar el medicamento?

1. Falta de nempo

2. Olvido

IS N N

4. Presenta algin malestar ;Cual?

)
) | 3. Porque siente mejoria
)

_

5. Owra razon ;Cual?

12. ;Cuanto tiempo lleva con el tratamiento?

1.De 1 a5 afos 3
) | 2.De 5 aiios | mes a 10 afios
)| 3.De 10 aios | mes a 15 afios
)

o on

-

4. Mas de 15 aftos

—

13 ;Toma el medicamento a las horas indicadas?
()] Lsi

()| 2. No

14. ;Ha presentado mejoria con el medicamento prescrito para el tratamiento de la diabetes?

(] 1.8i
() | 2. No ;Por qué?

15, Ha presentado alguna de las siguientes complicaciones? (Puede elegir mas de una opeion:
( ) 1. Problemas cardiovasculares (Cardiopatia)
) | 2. Problemas visuales (Retinopatia)

) | 3. Piediabéuco

) 4. Problemas en el niion (Nefropatia)

) | 5. Complicaciones nervioso-cerebral (Neuropatia)

) | 6. Ninguna

16, Cuando se encuentra bien, jdeja de tomar la medicacion?

() Lsi
()| 2No

£
¢
(
(
(




17. Actualmente ;toma otros medicamentos?
O] 181 Cual?
2. No

18, ; Toma algin remedio herbolario, suplemento alimenticio o vitamina?

() 1.Si;Cuil?
()] 2.No

19. ;Presento algun evento adverso cuando micio el tratanuento para la diabetes tipo 27
()| L.Si
() 2. No(Aqui termina ¢l cuestionano)

20. ;Qué evento adverso presenta o presentd al iniciar o durante el ratamiento para la diabetes tipo 27 (Puede ser una o mas
opciones a elegir).

() 1. Nauseas
() 2 Vomito
() 3. Hipoglucenma
()] 4. Diarrea
S‘Débi&’c_éiii&n

-'_’- Gastritis
8. Flatulencias
9. Estrefimicento

10. Dolor muscular

11. Otros

Cvs-ﬂ-ﬂ-z

-
—

21. ;Cuanto tiempo curso o lleva cursando los eventos adversos

()| 1. Dias (Cuantos?

3 2. Scmams (Cuantas?
() 3 Mesa ,,Cuémos"
() 4. Afios ;Cuintos?

22 Sialguna vez le sienta mal. ;deja usted de tomarla?

() LS
¢)| 2.No
DATOS ANTROPOMETRICOS
() 1. Peso kg
() 2. Talla cm
() 3.IMC
() 4 Presion artenal mmig
() 5. Dextrosis mg/dL

Comentanos:




Anexo 11.4 Determinaciones Bioquimicas

11.4.1 Glucosa

Para su determinacion, la glucosa es oxidada a acido gluconico en presencia de la enzima
glucosa oxidasa (GOD). El peroxido de hidrégeno (H202) producido en esta reaccion, se

detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de

peroxidasa (POD):
B-D Glucosa + Oz + H20 GOD ~ Acido gluconico + Hz0
H20- + Fenol + Ampirona POD Quinona + H.0O

v

Condiciones del ensayo: 505nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: Suero o plasma 80-130mg/dL (3.33-6.10 mmol/L)

11.4.2 Colesterol Total

La determinacion de colesterol es una de las herramientas més importantes para el
diagndstico y clasificacion de las lipemias, el aumento del nivel del colesterol es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular

Fundamento: El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la

siguiente reaccion

Esteres colesterol + H>0 Colesterol esterasa  colesterol + acidos grasos
Colesterol + O2 colesterol oxidasa _ 4-colestenona + H20:
H202 + fenol + 4-aminofenazona POD ,» Quinonimina + 4H,0

Condiciones del ensayo: 505nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: Suero <200mg/dL
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11.4.3 Colesterol HDL

Las particulas de HDL son lipoproteinas que transportan el colesterol a las células. Un nivel
bajo de HDL es considerado un factor de riesgo cardiovascular y de enfermedades de las
arterias coronarias

Fundamento: ElI método se basa en las propiedades de un detergente que solubiliza solo la
fraccion HDL de forma que el HDL-c se libera reaccionando con el colesterol esterasa, la
colesterol oxidasa y los cromogenos.

Condiciones del ensayo: 600 a 700nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: Suero en hombres > 50mg/dL y mujeres > 60mg/dL

11.4.4 Urea

Es excretada del organismo por los rifiones por lo que su determinacidn es importante para
el diagndstico de algunas enfermedades renales y metabolicas

Fundamento: Para su determinacion la ureasa cataliza la hidrélisis de la urea presente en la
muestra, en amoniaco (NHs3) y anhidrido carbdnico (COz). EI amoniaco formado se
incorpora al a-cetoglutarato por accion del glutamato deshidrogenasa (GLDH) con
oxidacion paralela de NADH a NAD. La disminucién de la concentracion de NAD™ en el
medio es proporcional a la concentracion de la muestra a analizar

Urea + H20 + 2H" ureasa . 2NH3+ CO;
2 NHs + a-cetoglutarato + NADH GLDH . H20 + NAD" + L-glutamato

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero 15-45mg/dL, orina 20-35¢g/24hrs
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11.4.5 Creatinina

El ensayo esta basada en la reaccion de la creatinina con el picrato alcalino produciendo un
complejo rojizo descrito por Jaffe. El intervalo de tiempo elegido para las lecturas permite
eliminar gran parte de las interferencias conocidas del método. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracion de creatinina de la muestra a analizar
Condiciones del ensayo: 492nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero o plasma en hombres 0.7-1.4mg/dL y mujeres 0.6-1.1mg/dL

11.4.6 Acido arico

El acido urico proviene del metabolismo del nitrégeno por degradacion de las purinas y es
toxico en el organismo, por lo cual se elimina principalmente en orina.

Fundamento: el acido Urico es oxidado por la uricasa produciendo alantoina y peréxido de
hidrogeno (2 H.0). Posteriormente, en presencia de la peroxidasa (POD), 4-
aminofenazona (4-AF) y 2-4 Diclorofenol Sulfonato (DCPS) forma un compuesto rosaceo.

Acido Urico + 2H,0 + O uricasa Alantoina + CO2 + 2H202
2H,02 + 4-AF + DCPS POD Quinonaimina + 4H,0

v

\ 4

Condiciones del ensayo: 520nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero o plasma en hombres 3.6-7.7mg/dL y mujeres 2.5-6.8mg/dL

11.4.7 Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT es una enzima intracelular que se encuentra principalmente en el higado, se

encuentra elevado en enfermedades hepaticas
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Fundamento: La ALT cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al
a-cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a
lactato en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:

alanina + o-cetoglutarato ALT Glutamato + piruvato

Piruvato + NADH + H* LDH Lactato + NAD™

v

\ 4

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero en hombres 40U/L y mujeres 32U/L

11.4.8 Aspartato aminotransferasa (AST)

ES una enzima intracelular se encuentra en niveles altos en el musculo del corazon, las
células del higado y en menor cantidad en otros tejidos, un nivel elevado de AST no es
especifico de enfermedad hepatica, se emplea con otras enzimas como ALT. Fundamento:
La AST cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al o-
cetoglutarato con formaciéon de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es
reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH

aspartato + o-cetoglutarato AST Glutamato + oxalacetato
oxalacetato + NADH + H* MDH Malato + NAD*

v

v

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero en hombres 38 U/L y mujeres 31 U/L
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Anexo 11.5 Extraccion de ADN mediante la técnica modificada de Miller et. al.

1.

9.

10.

11

12

13

14

15

16

En un tubo de 15mL colocar 2mL de sangre total (EDTA), agregar 5mL de una
solucion sacarosa triton 2X frio, llevar a un volumen final de 10mL con agua estéril,
mezclar suavemente por inversién e incubar en hielo 30min (mezclar de ves en cuando

suavemente).

. centrifugar a 2500rpm durante 15min a 4°C.

. Decantar el sobrenadante y desechar.

Lavar el boton con 2mL de solucién sacarosa-triton 1X (frio).

. centrifugar a 2500rpm durante 15min a 4°C.

. Tirar el sobrenadante (con gasa estéril limpiar boca del tubo), el pellet debe verse

rosado, si no, lavar nuevamente con sacarosa-triton 1X

. Agregar 800uL de buffer de lisis nuclear, 45uL de SDS 10% y 20uL de Proteinasa K,

incubar a 37°C con agitacién suave toda la noche

. Pasada la incubacion agregar 480uL de cloruro de sodio saturado y agitar

vigorosamente
centrifugar a 3000rpm durante 20min a 4°C.
Incubar en hielo 20min
. Transferir el sobrenadante a otro tubo cdnico estéril
. Agregar 2 volimenes de etanol al 100% frio
. Sacar el ADN con una pipeta Pasteur, mezclar por inversion y sacar el ADN restante.
. Lavar el ADN con etanol al 70% dentro de u tubo de 600uL.
. Dejar secar y depositar en 200uL de agua grado biologia molecular en un tubo de
600uL por 30min a 37°C

. Almacenar a -20°C
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Anexo 11.6 Fundamento de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR)

El objetivo de la RT-PCR ha sido detectar y cuantificar las secuencias especificas de acidos
nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion. El término en tiempo
real se refiere a que la deteccién de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la
reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la
cantidad de ADN en la muestra. Precisamente, estas Ultimas dos caracteristicas representan
grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que sea
manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa como sucede en la
PCR punto final. Actualmente, la PCR en tiempo real es el método méas sensible para
detectar y cuantificar los &cidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de

templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia.

Figura 6. RT-PCR con sondas TagMan®

Allele

Match Mismatch

Allele @ I

Mismatch Maich

Homocigoto alelo 1 Heterocigoto alelo 1 + 2 Homocigoto alelo 2

O=vnc O Q© =vic+ram ‘ = FAM
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Anexo 11.7 Programa de amplificacion de RT-PCR

El programa de amplificacion para las sondas CYP2C9*2 y CYP2C9*3 fue:

Figura 7. Programa de amplificacion para la sondas CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Pre-Read stage Hold stage PCR Stage Post-Read stage
95°C 95°C
10:00min 00:15seg
60 °C
00:30seg 1:00min 00:30seg
Anexo 11.8 Secuencias de las sondas
Sonda Secuencia VIC | FAM

CYP2C9

% GATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGACIC/TIGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCT C T
CYP2C9 | TGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATAC[C/A]ITTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCC c A

*3

Anexo 11.9 Preparacion de reactivos

11.9.1 Cloruro de sodio saturado (1L)

En un vaso de precipitado agregar 500mL de agua destilada y agregar poco a poco los 3509

de cloruro de sodio (NaCl), solubilizar lo méas posible y agregar posteriormente los otros

500mL de agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente
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11.9.2 Sacarosa-Tritén 2X (1L)

Pesar 219g de sacarosa, 2.42g de tris base, 2.03g de cloruro de magnesio (MgCl,), y
disolver en 500mL de agua destilada, solubilizar lo mas posible y agregar lentamente 10mL
de Triton 100X, transferir la solucion a un matraz aforado y ajustar la solucién a 1000mL

con agua destilada, filtrar y almacenar a 4°C.

11.9.3 Buffer de lisis nuclear (500mL)
En un vaso de precipitado con 500mL de agua destilada agregar 1.21g de tris base, 23.4 de
NaCl y 0.75¢g de sal de sodio del &cido etilendiamino tetraacético (Na;EDTA), solubilizar

lo mas posible, esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

11.9.4 Buffer TBE 5X (500mL)

En un vaso de precipitado con 250mL de agua estéril agregar 279 de tris base y 13.75g de
acido bdrico, disolver lo mas posible y transferir a un matraz aforado, agregar lentamente
10mL de EDTA 0.5M pH 8.0, ajustar a a marca de 500mL con agua destilada, filtrar y

almacenar a temperatura ambiente.

11.9.5 Gel de agarosa al 1.5%

En un matraz de 250mL disolver 0.75g de agarosa con 50mL de buffer TBE 1X, calentar
para disolver, esperar que enfrie aproximadamente a temperatura ambiente y agregar 0.5uL
de colorante gel green, verter en el molde, agregar los peines y esperar que el gel se

solidifique.
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