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1.- RESUMEN

La diabetes mellitus o simplemente llamada diabetes, es una enfermedad cronica y
seria que ocurre cuando los niveles de glucosa se elevan debido a que el cuerpo no
produce insulina suficiente o no puede ser utilizada de manera eficiente. Variaciones
genéticas inherentes contribuyen a la variabilidad de respuesta a farmacos, ya que,
multiples genes codifican proteinas directamente involucradas en la farmacocinética
y farmacodinamia de los farmacos. Aunque existen terapias novedosas disponibles
para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (DT2), en México, la terapia combinada mas
utilizada es metformina+glibenclamida, ya que, se ha reportado que la glibenclamida
es el farmaco con mayor costo-beneficio para el tratamiento de la diabetes tipo 2 en
etapas tempranas (Rodriguez-Rivera et al.,, 2017). Tomando los datos de la
ENSANUT que reporta la prevalencia de personas con DT2 en estatus de control,
se asume que cerca del 75% de la poblacion mexicana que padece DT2 no esta

bajo criterios de control glucémico.

Se realizé un estudio en 103 pacientes con diagnéstico de DT2 que reciben
tratamiento con metformina, glibenclamida o ambas. Se encontr6 que los
polimorfismos de SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, CYP2C9 y ABCB1 no tienen
asociacion con el control glucémico definido por los niveles de glucosa en ayuno y
HbAlc. En el grupo que recibe la monoterapia, los pacientes con genotipo GAT/GAT
(rs72552763) del gen OCT1, tienen los niveles de HbAlc mas bajos (p=0.022). Los
pacientes que toman la monoterapia con metformina y que son portadores del
genotipo C/C (rs622342) del gen OCT1, tienen mayores niveles de HbAlc
(p=0.009). Un modelo de regresion logistica multiple, arrojé que existe asociacion
entre la edad en afios, el IMC mayor a 25 Kg/m?, el tiempo de tratamiento y el tipo

de tratamiento y el no control definido por HbAlc.
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Abstract: Mexico has been under official epidemiological alert due to diabetes since
2016. This study presents new information on the frequency and variants of
metformin transporters OCT1, OCT2, OCT3, ABCB1, and CYP2C9 variants as well.
It also reports the association with HbAlc control on 103 DMT2 patients. They were
genotyped through real-time PCR (TagMan assays) and grouped according to
treatment: metformin and metformin + glibenclamide. Metformin plasmatic levels
were determined through mass spectrometry. The analysis of HbAlc showed
statistical significance across genotypes in polymorphisms rs72552763 (p = 0.022),
rs622342 (p= 0.009), rs1128503 (p= 0.021), and rs2032582 (p= 0.009) within the
monotherapy group. Bivariate analysis found no association between any
polymorphism and HbAlc control. Two logistic regression models accounted for two
diplotypes in OCT1 and ABCB1, including statistically significant covariates. The first
model yielded significance in age (p = 0.026), treatment period [p = 0.001], BMI _ 25
kg/m2 (p = 0.043), and combined therapy (p < 0.001). There was no association with
GAT/GAT of rs72552763 or A/A rs622342 in OCT1. The second model yielded
significance in age (p = 0.017), treatment period (p = 0.001), BMI _ 25 kg/m2 (p =
0.042), and combined therapy (p < 0.001), finding no association with C/C of
rs1128503 or G/G of rs2032582 in ABCB1. Our multinomial logistic regression

results may benefit future predictive analyses in diabetic populations.
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2.- ANTECEDENTES.

2.1.- Definicién de diabetes.

La diabetes mellitus o simplemente llamada diabetes, es una enfermedad cronica y
seria que ocurre cuando los niveles de glucosa se elevan debido a que el cuerpo no
produce insulina suficiente o0 no puede ser utilizada de manera eficiente. Una
disminucién de insulina o la incapacidad celular para responder a ella, es lo que
lleva a tener altos niveles de glucosa, lo cual es un indicador clinico de diabetes
(International Diabetes Federation, 2021). La Organizacion de las Naciones Unidas
(ONU) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han sefialado a la diabetes
como el mayor problema de salud en vista de la perspectiva epidémica global
(Standl et al., 2019).

2.2.- Tipos de diabetes.

La guia de la American Diabetes Association por sus siglas ADA (ADA, 2022) dice

gue la diabetes puede ser clasificada en cualquiera de las siguientes categorias:

1.- Diabetes tipo 1: Es debida a destruccion de células B, deficiencia de insulina,

incluida la diabetes autoinmune del adulto.

2.- Diabetes tipo 2: Es debida a la pérdida progresiva de la adecuada secrecién de
insulina de la célula B pancreatica, frecuentemente precedida de resistencia a la

insulina.

3.- Tipos especificos de diabetes debido a otras causas: En esta clasificacion se
encuentran sindromes de diabetes monogénica, como la diabetes neonatal y la
diabetes de inicio en la madurez de los jovenes por sus siglas en inglés, diabetes
tipo MODY (maturity-onset diabetes of the young), asi como enfermedades
exocrinas del pancreas como fibrosis quistica y pancreatitis. También se encuentra
la diabetes inducida por farmacos o quimicos como por el uso de glucocorticoides

en pacientes con VIH/SIDA o después del trasplante de un érgano.
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4.- Diabetes gestacional: Es el tipo de diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre del embarazo y que no era diabetes claramente manifiesta antes del

embarazo.

La clasificacién es de suma importancia ya que, con base en esta, se determina el
tratamiento a seguir (ADA, 2022).

La diabetes tipo 1 y tipo 2 son enfermedades en las cuales la presentacion clinica 'y
sobre todo la progresion de la enfermedad, pueden variar considerablemente. Los
paradigmas tradicionales indican que la diabetes tipo 2 es propia de los adultos y
gue la diabetes tipo 1 es propia de los nifios, pero, ambas enfermedades pueden
presentarse en ambos grupos de edad. Los nifios con diabetes tipo 1, a menudo
presentan poliuria, polidipsia y aproximadamente el 50% inicia con cetoacidosis
diabética (CAD) que, ocurre por deficiencia de insulina con aumento relativo o
absoluto de glucagon, lipdlisis y cetosis progresiva (Kassper, 2016), a diferencia de
los adultos en los que los sintomas clasicos pueden no estar presentes. Las
caracteristicas mas utilizadas para discriminar sobre diabetes tipo 1 es la edad (<35
afos), IMC bajo (<25 Kg/m?), disminucién de peso no intencional, CAD y
presentacion con cifras de glucosa por arriba de 360 mg/dL. Ocasionalmente, los
pacientes con diabetes tipo 2, pueden debutar con CAD. Tanto en diabetes tipo 1
como diabetes tipo 2, varios factores tanto genéticos como ambientales pueden
resultar en la pérdida progresiva de masa/funcién de células B pancreaticas que
termina por manifestarse clinicamente como hiperglucemia y una vez que ocurre,
las personas con todas las formas de diabetes estan en el riesgo de desarrollar las
mismas complicaciones crénicas, aunque, la progresion es muy diferente, aunque,
la diabetes tipo 2 es el tipo mas comun de diabetes, con una proporcion del 90% a
nivel mundial respecto a las otras (ADA, 2022; IMSS, 2018) y es el tipo de diabetes

gue se estudia en la presente tesis.
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La caracterizacion fisiopatologica es mas precisa y mejor estudiada en diabetes tipo
1 que en diabetes tipo 2. Aunque en DT2 las vias por las que la célula B pancreatica
muere o0 comienza a perder su funcién son menos claras, la disminucion de la
secrecion de insulina con el respectivo ajuste que lleva a resistencia a la insulina,
parece ser el comun denominador en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2. Ala DT2
es comun asociarla con este defecto de secrecion de insulina que a su vez es
relacionado con factores genéticos, inflamatorios y de estrés metabdlico (ADA,
2022).

2.3.- Diagndéstico de diabetes.

La diabetes puede ser diagnosticada basada en criterio de glucosa plasmatica en
ayuno, glucosa plasmatica a 2 horas posterior a una ingesta de 75 gramos de
glucosa via oral, también llamado prueba de tolerancia oral a la glucosa y por
criterios de porcentaje de Hemoglobina glucosilada (HbAlc). Los criterios
diagnésticos globales para el diagnostico de la diabetes han sido ya armonizados
entre la OMS, la Federacién internacional de diabetes (FID) y la American Diabetes
Association (ADA), los cuales se encuentran resumidos en el cuadro 1 (Standl et
al., 2019).

Adicional a los criterios diagndsticos armonizados (Tabla 1), la guia de la ADA en
su versién del ano 2022, sugiere retomar el término “prediabetes” que es cuando se
tienen niveles de HbAlc entre 39-47 mmol/mol (5.7-6.4%).
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Tabla 1. Criterios armonizados de diagndstico de prediabetes y diabetes de acuerdo a la Federacion
internacional de diabetes (FID), Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y American diabetes association
(ADA).

DIABETES deberia ser TOLERANCIA A LA GLUCOSA GLUCOSA EN AYUNO ALTERADA
diagnosticada si UNO O MAS de los ALTERADA, deberia ser diagnosticada deberia ser diagnosticada si

siguientes criterios estan presentes. si DOS de los siguientes criterios estan

presentes
Glucosa en ayuno Glucosa en ayuno Glucosa en ayuno 6.1-6.9 mmol/L
27.0 mmol/L (126 mg/dL) <7.0 mmol/L (126 mg/dL) (110-125 mg/dL).
O Y
Glucosa plasmatica a 2 h. Glucosa plasmatica a 2 h. Y
> 11.1 mmol/L (200 mg/dL) 27.8 y <11.1 mmol/L (140 — 200
después de 75 g de glucosa via mg/dL) después de 75 g de glucosa Glucosa plasmatica a 2 h.
oral. via oral. <7.8 mmol/L (140mg/dL) después de
o + 75 g de glucosa via oral.
Glucosa aleatoria HbAlc entre 39 — 47 mmol/mol (5.7-
>11.1 mmol/L (200 mg/dL) o 6.4%). Glucosa en ayuno mayor a 8h
HbAlc> 48 mmol/mol (>6.5%). 5.6-6.9 mmol/L (100-125 mg/dL)

HbA1c: Hemoglobina glucosilada
Tomado de: Standl et al., 2019.

2.4.- Epidemiologia de la diabetes en el mundo.

Basado en la version del 2021 del atlas publicado por la Federacion internacional
de diabetes, se estima que, 537 millones de adultos de entre 20 y 79 afos
(prevalencia del 10.5%) viven con diabetes, de los cuales, el 90% padece diabetes
tipo 2. Alrededor de 783 millones de personas (prevalencia del 12.2%) padeceran
diabetes para el afio 2045, sin mencionar a los 240 millones de personas que viven
con diabetes no diagnosticada alrededor del mundo, lo cual quiere decir que al
menos 1 de cada 3 pacientes con diabetes, no sabe que tiene la enfermedad

(International Diabetes Federation, 2021).

El grupo de edad con menor prevalencia de diabetes es el grupo de 20 a 24 afios
(2-2%) mientras que, el grupo con mayor prevalencia fue el de 55-59 afios (>15%),
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encontrando datos muy similares en el grupo de edad de 50-54 afios, ademas, en
poblacion de entre 20-79 afios de edad, la prevalencia de diabetes es ligeramente
menor en hombres (10.2% vs 10.8%) respecto a mujeres (International Diabetes
Federation, 2021). Para su mejor estudio, el mundo es dividido en 7 regiones: Africa,
Europa, Este medio y norte de Africa, Norteamérica y el caribe, Suramérica y
america central, sureste de Asia y Pacifico occidental. De las 7, las 3 regiones con
mayor prevalencia de diabetes en adultos de entre 20-79 afos, reportada para el

ano 2021, son:

1. Este medio y norte de Africa (16.2%).
2. Norte América y El Caribe (14.0%).
3. Sureste de Asia (8.7%)

Segun los datos, la proyeccion para el afio 2045 indica que el sureste de Asia, sera
sustituido en la tercera posicion por el Pacifico occidental (11.5%), los dos primeros
lugares se mantendran con 20.4% y 14.2%. Los paises con mayor numero de
adultos (20-79 afios) con diabetes en el afio 2021, en millones de personas, son
China (140.9), India (124.9) y Pakistan (62.2). Le siguen Estados Unidos de América
(32.2), Indonesia (19.5), Brasil (15.7), México (14.1), Bangladesh (13.1), Japoén
(11.0) y Egipto (10.9) (International Diabetes Federation, 2021).

2.5.- Epidemiologia de la diabetes en México.

México se encuentra en la region de Norte américa y El Caribe, region que se ubica
en segundo lugar de las 7 regiones con mayor prevalencia de diabetes en el mundo
(14.0%), ademas, se estima que el 94% del incremento en el nimero de personas
con diabetes para el afio 2045, ocurrira en paises de ingresos bajos y medios y
especificamente en esta regidon del caribe, se tiene proyectado que, para el afio
2045 la prevalencia de diabetes aumentara al 24%. En esta region, México ocupa
el segundo puesto entre los paises con mayor numero de personas (20-79 afios)
con diabetes para el aflo 2021: Estados Unidos (32.2 millones), México (10.3

millones) y Canada (2.7 millones), sin embargo, en el porcentaje de prevalencia,
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México ocupa el 1er lugar con 16.9%, le siguen San Cristobal y Nieves con 16.1%,
Belice con 14.5%, Barbados 14.0% y Bermuda con 13.0% (International Diabetes
Federation, 2021).

En México, la secretaria de salud, a través del Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP), llevan a cabo la Encuesta de Salud y Nutricion (ENSANUT) desde hace mas
de 25 afos, para generar datos fidedignos y que permitieran conocer las
condiciones de salud de la poblacién mexicana y sus tendencias, asi como el usoy
percepcion de los servicios de salud (https://ensanut.insp.mx/). De acuerdo a los
datos de la ediciébn mas reciente, ENSANUT 2021 COVID 19 (Shamah-Levy et al.,
2021) la prevalencia de diabetes diagnosticada es del 11.1% (IC95%=9.5-12.8), en

un pais donde la poblacion era de 128.9 millones en 2020, indica que en ese afio,
existian 14.3 millones de Mexicanos con diabetes, es decir, que uno de cada 10
meXxicanos tiene diabetes y la proporcion de diabetes no diagnosticada, fue de 4.6%,
es decir, el 30% de los adultos que tienen diabetes, no sabe que la tiene, por lo que
en total, se puede estimar que en México existe una prevalencia de 15.7% de
diabetes, en otras palabras, de 128.9 millones de mexicanos, un total de 20.23
millones de mexicanos padece diabetes y los datos indican que podria ser mayor,
con una prevalencia de 17.6%, que indicaria a un total de 22.68 millones de
mexicanos con diabetes, sin mencionar que, en México, solo el 19.9% de los
pacientes con diabetes, se ha realizado al menos una medicion de HbAlc en los
altimos 12 meses, por lo que es posible que en México, exista un retraso en
diagnéstico ain mayor que el 30% reportado en la ENSANUT 2020 COVID-19
(Shamah-Levy et al., 2020). En cuanto al control de HbAlc, la ENSANUT en su
edicion del 2012 (Gutiérrez et al., 2012), reporta una prevalencia de control de
24.9%, mientras que, en la edicidén del 2006 (Olaiz-Fernandez et al., 2006), este
porcentaje representaba apenas el 5.2%. Aunque en la ediciones como en la
ENSANUT de medio camino de 2016 (Romero-Martinez et al., 2016) no se presenta
un porcentaje de control de HbAlc, en la edicion la ENSANUT 2020 COVID-19 a
pesar de no reportar dicho dato, si es posible analizar la base de datos disponible
en: https://ensanut.insp.mx/, donde se puede encontrar mediante conteo de

frecuencias, que el porcentaje de control de HbAlc es del 88.4%, sin embargo, este
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argumento esta basado en una base de datos que incluye Unicamente entre 14 y
290 observaciones por cada estado de la republica mexicana, con un total de 2373
observaciones. Segun los datos de la ENSANUT 2020 COVID 19, la mediana de
HbAlc en la poblacion mexicana es de 5.4 (5.1 — 5.7).

2.6.- Prediabetes.

Desde el afio 2010, la guia de la ADA, propuso retomar el término prediabetes. El
término prediabetes es aplicado especialmente a personas que reportan no padecer
diabetes y que la persona tenga: (1) Niveles de glucosa en ayuno entre 100-125
mg/dL; (2) Hemoglobina glucosilada >5.7% y <6.5%; o (3) cumplir el primer y
segundo punto (International Diabetes Federation, 2021; Sentell et al., 2012). Ogura
y cols., en 2017, estudiaron a 4800 personas habitantes de Brownsville, Texas, en
la frontera entre Estados Unidos y México, de los cuales, el 58.2% eran mexicanos.
Del total de pacientes estudiados sin diagndstico de diabetes tipo 2 (n=2220), la
prevalencia de prediabetes fue de 43.73% (n=971), encontrando que la mayor
prevalencia de prediabetes se encontraba en personas de entre 40-64 afios 44.3%
[n=528; OR= 1.70, (IC95%: 1.22 — 2.22); p<0.001] aunque la medida de asociacion
mas alta fue hallada para las personas de 65 afios 0 mas (OR=3.10, 1C95%:1.91 —
5.10). Otras variables significativamente asociadas fueron: Ser hombre [OR=1.73,
(1C95%:1.33 — 2.27); p<0.001], historia familiar de diabetes tipo 2 [OR=1.70,
(IC95%: 1.30 — 2.21); p=0.001], el IMC para personas con obesidad fue [OR=3.03,
(1IC95%: 2.02 — 4.54); p=0.001], hipertension [OR=2.03, (IC95%: 1.49 — 2.77);
p=0.001], niveles alterados de LDL [OR=1.54, (IC95%: 1.18 — 2.02); p=0.001] y
niveles anormales de triglicéridos [OR=1.61, (IC95%: 1.16 — 2.24); p=0.004]. Sentell
y cols, estudiaron a 19,417 personas pertenecientes al National Health and Nutrition
Examination survey, sin diagnéstico de diabetes y mayores de 20 afios, donde
reportaron que la prevalencia de prediabetes en personas mexico-americanas fue
del 37.3%. Segun la guia de la ADA 2022, la prediabetes no deberia verse como
una entidad clinica, sin embargo, constituye un importante factor de riesgo para la

transicion a diabetes tipo 2 con datos que sugieren que cada afio, aproximadamente

20



en 5-10% de personas con prediabetes ocurre la transicion a diabetes tipo 2 (Ogura
et al., 2017).

2.7.- Diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 2, antes conocida como diabetes no insulinodependiente o diabetes
del adulto o de inicio en el adulto, representa el 90-95% de todos los casos de
diabetes. Aunque la etiologia especifica no es conocida, la destruccidon autoinmune
de células B no ocurre y no todos los pacientes tienen alguna causa conocida de
diabetes. Muchos, pero no todos los pacientes tienen sobrepeso u obesidad y es
conocido que el exceso de peso en si, causa algun grado de resistencia a la insulina
(RI) (ADA, 2022). Rubin y cols., en 2008 estudiaron un grupo de 120 adolescentes
(60 hombres y 60 mujeres), donde reportd correlacion con la Rl evaluada mediante
la Evaluacion del Modelo Homeostético de resistencia a insulina, por sus siglas en
inglés HOMA-IR y algunas citocinas proinflamatorias. Se encontrd correlacion con
los niveles de adiponectina (r’°= 0.329, p<0.001), resistina (r>= 0.152, p=0.001) y
TNF-a (r’= 0.141, p<0.002), sin embargo, en los modelos multiples, donde fueron
incluidas estas variables junto con el estatus del peso (0= Peso normal y 1=
Sobrepeso), se encontrd que el peso fue la variable correlacionada a RI al evaluar
junto con TNF-a (BnrFa =0.032; p=0.661 vs Bpeso=0.765; p<0.001), adiponectina
(Badiponectina =-0.052; p=0.726 VS Bpeso= 1.513; p= 0.003) y resistina (Bresistina =-0.191;
p=0.279 vs Lpeso=0.765; p<0.001), observando que cuando se afiade el sobrepeso
a los modelos multiples, las variables adiponectina, resistina y TNF-a no se
encontraron estadisticamente correlacionadas a Rl medido por HOMA-IR,
encontrando que un incremento en la adiposidad (sobrepeso), resulta ligada con la
RI en adolescentes. Ademas, los pacientes que no tienen obesidad o sobrepeso por

criterios tradicionales, suelen tener una acumulacion de grasa abdominal.

El inicio de la diabetes tipo 2 suele ser incidental, ya que se presentan de forma
espontanea algunas entidades clinicas como la cetoacidosis diabética o el estado
hiperosmolar hiperglucémico, ambas son complicaciones agudas de la diabetes

mellitus. La cetoacidosis diabética se observa sobre todo en personas con diabetes
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tipo 1 (DM tipo 1) y el estado hiperosmolar hiperglucémico en personas con diabetes
tipo 2 y ambas entidades clinicas se relacionan con la deficiencia absoluta o relativa

de insulina, deficiencia de volumen y alteracion del estado mental (Kassper, 2016).

2.7.1.- Complicaciones agudas de la diabetes.

Cetoacidosis diabética (CAD). Es debida a la deficiencia de insulina con aumento
relativo o absoluto de glucagén y suele ser el resultado de la administracion
inadecuada de insulina, infeccibn (neumonia, infeccién urinaria, gastroenteritis,
sepsis etc.), infarto (cerebral, miocardico, mesentérico, periférico etc.), intervencion
quirdrgica, uso de farmacos (corticoesteroides, antipsicoticos atipicos e inhibidores

del cotransportador 2 de sodio-glucosa) y el embarazo (ADA 2022., Kassper, 2016).

Los sintomas incluyen anorexia, nausea, vomito, poliuria y sed, posteriormente
aparece dolor abdominal, alteracion del estado mental o coma. Algunos signos
clasicos son la respiracién de Kussmaul y aliento olor a acetona en el paciente. En
las pruebas de laboratorio se encuentra hiperglucemia (250 -600 mg/dL), cetosis (3
hidroxibutirato) y acidosis metabdlica (pH: 6.8 — 7.3) con aumento de la brecha
anionica o anién GAP [Na - (Cl + HCO3)]. La concentracion de potasio puede ser
normal un poco elevada e igualmente el fosfato. La concentracion sérica de sodio
esta disminuida como consecuencia de la hiperglucemia en aproximadamente 1.6

mEq por cada 100 mg/dL de incremento de glucosa (Kassper, 2016).

Estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH). Es el estado patoldgico resultante de
la relativa deficiencia de insulina y el consumo insuficiente de liquidos. Como
resultado de la hiperglucemia, se induce diuresis osmaética, que conduce a la
deficiencia marcada de volumen intravascular. Las manifestaciones clinicas
incluyen poliuria, polidipsia y alteracion del estado mental, a diferencia de la CAD,
en la EHH es notable la ausencia de sintomas como nausea, vOmito, dolor

abdominal o respiracién de Kussmaul (Kassper, 2016).

Los datos de laboratorio muestran hiperglucemia (600-1200 mg/dL), osmolalidad
(330 — 380 mosmol/mL), pH arterial elevado (>7.3), puede existir desequilibrio

aniénico por la acidosis lactica, cetonuria por la inanicién y azoemia prerrenal. El

22



sodio corregido se encuentra elevado [1.6 meq al sodio medido por cada 100 mg/dL

de glucosa sérica) (Kassper, 2016).

Hipoglucemia. Por laboratorio, la hipoglucemia se define como una concentracion
plasmatica de glucosa <50 mg/dL. Los sintomas de la hipoglucemia se presentan a
diferentes niveles de glucosa y que varian entre un individuo y otro, por lo que, por
clinica, para definir hipoglucemia es necesaria la presencia de la triada de Whipple:
(i) Sintomas compatibles con hipoglucemia, (ii) Concentracion disminuida de
glucosa plasmatica de laboratorio, (iii) Alivio de los sintomas después de la
elevacion de glucosa plasmatica. Los sintomas de hipoglucemia pueden dividirse
en autébnomos (adrenérgicos: Palpitaciones, temblor, ansiedad; colinérgicos:
Sudoraciéon, hambre y parestesia) y por glucopenia neurolégica (Cambios
conductuales, confusion, fatiga, convulsiones, pérdida de la conciencia e incluso la
muerte si es que la hipoglucemia es grave y prolongada). La etiologia de la

hipoglucemia se puede clasificar en 5 (Kassper, 2016):

1.- Farmacos: Insulina y secretagogos de insulina, alcohol, dosis altas de

salicilatos, sulfonamidas, pentamidina, quinina, quinolonas etc.

2.- Enfermedad grave: Insuficiencia hepatica, renal o cardiaca, sepsis, 0

inanicion prolongada.
3.- Deficiencias hormonales: Insuficiencia suprarrenal e hipopituitarismo.
4.- Insulinoma: Tumor de células B pancreaticas, hiperplasia de células .

5.- Otras: Causas de baja prevalencia como tumores no B como tumores
mesenquimatosos o epiteliales que son productores de factor de crecimiento
similar a la insulina tipo Il, defectos hereditarios como la intolerancia a

fructosa y galactosemia.
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2.7.2.- Complicaciones crénicas de la diabetes.

La hiperglucemia produce un aumento de productos finales de glucosilacion
avanzada que afectan el colageno tisular, favoreciendo la aparicion de lesiones
microvasculares con presencia de actividad proinflamatoria que incrementa la
permeabilidad vascular ademas, el metabolismo del exceso de glucosa, la convierte
parcialmente en sorbitol, que aumenta el estrés oxidativo, especialmente en nervios,
retina y capilares, donde se produce un amento de osmolaridad celular y una
peroxidacién de lipidos de membrana celular que conduce a isquemia e hipoxia
(Jiménez et al., 2017). La hiperglucemia es un mecanismo por el cual los pacientes
con diabetes mellitus desarrollan complicaciones a largo plazo, en cuyo desarrollo
intervienen también otros factores de riesgo, como son la hipertension arterial,
dislipidemia y tabaquismo. Las complicaciones cronicas de la diabetes se clasifican
en: Macrovasculares, microvasculares y pie diabético, este ultimo como
consecuencia de la neuropatia y/o afeccion vascular de origen microangiopatico. En
un estudio transversal realizado en Bangladesh, con 1253 personas con diabetes
tipo 2, realizado por Afros et al., en 2019, se reporté que el 64% de los pacientes
con diabetes tipo 2 tienen complicaciones de la diabetes, de los cuales 14.8% tuvo
complicacion macrovascular, 20.7% tuvo complicacién microvascular y 27.9%. En
otro estudio realizado en poblacion espafiola en pacientes con diabetes tipo 3, se
encontro que la frecuencia de complicaciones cronicas de la diabetes fue de 67.8%,
predominando las complicaciones macrovasculares, especialmente la vasculopatia
de miembros inferiores (32% IC95%: 27 — 36) y cardiopatia isquémica con un 21.2%
(IC95%: 17 — 25) y hasta un 30.6% presentd la complicacion microvascular mas
frecuente que fue la retinopatia y las complicaciones menos frecuentes fueron con
8.9% la neuropatia y con 6.4% la nefropatia (Mezcua et al., 2000) aunque, estas
mismas complicaciones tuvieron una prevalencia diferente en el estudio de
Bangladesh, con 34% nefropatia diabética, 25.1% retinopatia y 5.7% neuropatia
(Afroz et al., 2019).

24



2.7.2.1.- Complicaciones microvasculares de la diabetes.

Retinopatia diabética (RD). Es la afeccion de la microvascularizacion retiniana. La
retina es la estructura ocular mas afectada por la diabetes, aunque existen otros
factores asociados al dafio retiniano como la hipertension arterial no controlada. Es
la complicacion cronica microvascular y cronica mas frecuente que presentan las
personas con diabetes. En México, de acuerdo a cifras del gobierno federal, la
prevalencia de RD para el afio 2018 fue de 31.5%. La evolucion de la retinopatia se
puede dividir en 3 fases; (i) De origen o no proliferativa que se caracteriza por la
aparicion de microaneurismas, hemorragias y exudados duros; (ii) Preproliferativa,
caracterizada por exudados algodonosos, anormalidades venosas (duplicaciones),
arteriales (oclusion o estrechamiento) y capilares (dilataciones y tortuosidades). El
edema macular es la principal causa de pérdida de la vision y puede presentarse en
cualquier fase (M Bravo, 2001). En la edicién mas reciente del catdlogo maestro de
Guias de Préactica Clinica en México, se menciona que hasta un 20% de los
pacientes con diabetes tipo 2 tienen lesiones de retinopatia al momento del
diagndstico y a 20 afios de evolucion, la prevalencia de RD en pacientes con DT2
aumenta al 60% (IMSS, 2014). De acuerdo a un estudio de asociacion realizado en
poblacién espafiola, el riesgo de retinopatia aumenta con la edad, 270 afios [OR=1.8
(IC95%=1.22 — 2.63)], tiempo de evolucion =220 afios [OR=4.98 (IC95%=3.02 —
8.21)] y con la presencia de hipercolesterolemia [OR=1.37 (1C95%=1.00 — 1.83)]
(Mezcua et al., 2000).

Nefropatia diabética (ND). Clasicamente la ND se define como un sindrome clinico
caracterizado por albuminuria persistente (>300mg / 24 h), disminucioén progresiva
de la tasa de filtracién glomerular y presion arterial elevada (Fierro, 2009). El
deterioro de la funcién renal es un proceso progresivo, habitualmente descrito como
un camino descendente desde la normoalbuminuria hasta la insuficiencia renal
terminal. El buen control de la glucemia, control de la presién arterial y la restriccion

proteica en la dieta suele ser el tratamiento preventivo para la ND (M Bravo, 2001).
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Las caracteristicas clinicas asociadas a la aparicion de la nefropatia diabética son
la edad =70 afios [OR=5.98 (IC95%=1.63 — 18.24)] y el tiempo de evolucién =20
afios [OR=3.28 (IC95%=1.29 — 8.38)] (Mezcua et al., 2000).

Neuropatia diabética (NeD). La NeD es la complicacion sintomética méas frecuente
en pacientes con diabetes, esta presente en mas del 10% de los pacientes al
momento del diagnostico y en hasta 50% tras 10 afios de evolucion de la
enfermedad. Representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de Ulceras,
pie diabético y de amputaciéon de miembro inferior, ya que mas del 75% de las
amputaciones de miembro inferior son precedidas por la aparicién de lesiones. En
la NeD se afectan dos tipos de fibras nerviosas: Las fibras gruesas que son las
encargadas de la transmision de la sensibilidad vibratoria, propioceptiva y lo reflejos
osteotendinosos y las fibras finas que son las encargadas de transmitir el dolor
superficial, sensibilidad térmica y autonémica. La afectacion de las fibras sensitivas
en la NeD produce alteracion en la sensibilidad térmica, algésica, vibratoria y
propioceptiva, que el paciente no nota por la pérdida del reflejo osteotendinoso,
siendo en la mayoria de los casos la aparicion de una Ulcera el primer sintoma de
la NeD. Los factores clinicos asociados a la aparicion de neuropatia son edad 270
afos [OR=3.03 (IC95%=1.33 — 6.88)] y el tiempo de evolucién 220 afios [OR=5.81
(IC95%=2.71 — 12.46)] (Mezcua et al., 2000).

2.7.2.2.- Complicaciones macrovasculares de la diabetes.

La macroangiopatia es la afectacion arterioesclerética de los vasos de mediano y
gran calibre. Las enfermedades cardiovasculares suponen la principal causa de
morbilidad y mortalidad en personas con DT2, aproximadamente 70 a 80% de las
personas con diabetes fallecen a consecuencia de enfermedades cardiovasculares
(M Bravo, 2001).

26



Cardiopatia isquémica. Constituye un sindrome caracterizado por disminucién del
aporte de oxigeno al miocardio que, desde un punto de vista estructural, funcional
o ambos, afecte el flujo de sangre de una o mas arterias coronarias epicardicas o
de la circulacion coronaria. El principal sustrato fisiopatolégico lo constituye la
aterosclerosis coronaria. La manifestacién clinica mas frecuente es la angina de
pecho (angor pectoris), sin embargo, muchos pacientes permanecen asintomaticos
durante largos periodos. Las formas clinicas pueden presentarse como infarto
agudo al miocardio, cardiopatia isquémica silente e insuficiencia cardiaca (IMSS,
2009; M Bravo, 2001).

Enfermedad arterial periférica (EAP). Es un conjunto de cuadros sindrémicos,
agudos o cronicos, derivados de la presencia de enfermedad arterial oclusiva que
condiciona un insuficiente flujo a las extremidades. En la mayoria de las ocasiones,
el proceso patolégico subyacente es la enfermedad arterioesclerdtica y afecta
preferentemente la vascularizacion de las extremidades inferiores. La presencia de
diabetes es un factor asociado a la presencia de EAP. Un metaanalisis reporté que,
por cada aumento de 1% de HbAlc, se produce un incremento de riesgo de 28%
de padecer EAP [RR=1.28 (IC95%= 1.18 — 1.39)] (Selvin et al., 2012). Ademas, en
personas con diabetes, los factores asociados a la presencia de EAP son el tiempo
de evolucién de la diabetes 220 afios [OR=2.36 (IC95%=1.67 — 3.31)] y padecer
hipertension arterial [OR=1.37 (IC95%=1.06 — 1.77)] (Mezcua et al., 2000).

Enfermedad cerebrovascular (ECV). La enfermedad cerebrovascular o ictus, se
define como un trastorno circulatorio cerebral que altera de forma transitoria o
definitiva el funcionamiento del encéfalo y es debido a una isquemia o hemorragia
gue involucra a uno o0 mas vasos sanguineos cerebrales afectados por un proceso
patolégico. La EVC se puede clasificar en do tipos: Isquémica o hemorragica. La
EVC isquémica se subdivide a su vez en ataque isquémico transitorio y en infarto
cerebral (IMSS, 2017). En personas con diabetes y que ademas tienen hipertension,
la mortalidad por EVC puede llegar hasta el 50% (M Bravo, 2001).
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2.8.- Tratamiento para la diabetes tipo 2.

La hiperglucemia define diabetes y el control glucémico es fundamental para el
manejo de la diabetes. En el estudio United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS), se confirmé que el control de la glucemia, disminuy6 significativamente la
tasa de complicaciones en pacientes con diabetes tipo 2. Derivado de este estudio,
se establecio que el objetivo de control glucémico en HbAlc <7% (53 mmol/mol)
mostro reduccion de complicaciones microvasculares en pacientes con diabetes
tipo 1 y tipo 2, por lo que el manejo de los pacientes con diabetes tipo 2 debe ser
multifactorial enfocado en el adecuado control de la hiperglucemia y otros factores
de riesgo (ADA, 2022; IMSS, 2018).

La guia americana en la versidbn mas reciente al momento de escribir esta tesis
(ADA, 2022), en el apartado de terapia farmacoldgica para adultos con diabetes tipo
2, en la subseccion terapia inicial, dice que la terapia de primera linea depende de
las comorbilidades y debe ser individualizado, aunque generalmente este
tratamiento inicial es metformina y cambios en el estilo de vida. La guia de la ADA

2022 menciona que los factores a considerar para individualizar la terapia son 6:

Comorbilidades.

Riesgo de hipoglucemia.
Efectos en el peso corporal.
Reacciones adversas.

Costo.

S o

Preferencia del paciente.

La guia propone un algoritmo de tratamiento inicial (Figura 1) asi como distintos
tipos de terapia combinada, considerando los factores previamente mencionados.
La metformina es la terapia de primera linea debido a que es efectiva, segura y
barata, ademas, tiene efecto benéfico en reduccion de la HbAlc y el peso, ademas,

puede reducir el riesgo de eventos cardiovasculares y muerte (ADA, 2022).
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TERAPIA DE PRIMERA LINEA: Depende de comorbilidades, factores para tratamiento centrado en el pacientes, incluir bajo costo y accesibilidad asi
como las necesidades de manejo: Generalmente metformina y cambios en el estilo de vida.
Esguema terapético para pacientes sin enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica/ riesgo de falla cardiaca o enfermedad renal crénica:

Y

Incorporar agentes que provean una adecuada EFICACIA para mejorar y mantener los objetivos glucémicos.
Terapia con mayor eficacia glucémica: GLP-1 RA; insuoina; terapia combinada.
Considerar comorbilidades adicionales, tratamiento individualizado y necesidades de gestion como sigue abajo:

i

MINIMIZAR HIPOGLUCEMIA
Sin/bajo riesgo de hipoglucemia:
iDPP-4, GLP-1 AR, iSGLT2, TZD.

Para SU o insulina basal, considerar

/

.

MINIMIZAR LA GANANCIA DE
PESO/PROMOVER LA PERDIDA DE
PESO

Preferentemente GLP-1 AR con
buena eficacia para pérdida de peso
0

CONSIDERAR COSTO Y ACCESOQ.

Disponible en forma genérica a bajo
costo:

Algunas insulinas: Considerar
disponibilidad al menor costo.

agentes con riesgo bajo de SuU
hipoglucemia. ISGLT2. TZD
J
Si HbAlc por arriba del .
objetivo Si HbAlc por arriba del
Si HbAlc por arriba del objetivo
objetivo i
Para pacientes con GLP-1 '
v AR, considerar incorporar
iISGLT2 y viceversa. Incorporar farmacos basado
Incorporar farmacos basado en comorpilidades y
en comorbilidades y Si GLP-1 AR no se tolera o necesidades.
necesidades. no esta indicado, considerar

iDPP-4 (peso neutral).

Y

Incorporar farmacos basado
en comorbilidades y
necesidades.

Figura 1. Tratamiento farmacologico para adultos con diabetes tipo 2 sin Enfermedad cardiovascular
ateroesclerotica, falla cardiaca o enfermedad renal cronica: iDPP-4: Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4.,
GLP-1 AR: Agonista del receptor tipo 1 del péptido parecido al glucagén, iSGLT2: Inhibidor del cotransportador

sodio-glucosa; SU: Sulfonilurea; TZD: Tiazolidinediona.

Adaptado de: American Diabetes Association Professional Practice Committee: Standards of Medical Care in
Diabetes—2022

Debido a que la diabetes tipo 2 es una enfermedad progresiva en muchos pacientes,
mantener los objetivos glucémicos con la monoterapia es a menudo posible solo por
algunos afios, después, la terapia combinada sera necesaria. La recomendacion
tradicional es usar la adicion escalonada de farmacos a partir de la monoterapia con
metformina para mantener los niveles de HbAlc (Figura 1). Esta recomendacion

tiene como ventaja proveer una evaluacion clara de los efectos positivos y negativos
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de cada opcion terapéutica nueva o conocida y asi, reducir potenciales reacciones

adversas.

Existen diversas opciones para afiadir a la monoterapia con metformina y establecer
una terapia combinada (Tabla 2) y como se establece en la guia, cada paciente
debe tener un tratamiento individualizado basado en las caracteristicas

mencionadas previamente (ADA, 2022).

Aunque existen terapias novedosas disponibles para el tratamiento de la diabetes
tipo 2, en México, la terapia combinada mas utilizada es metformina+glibenclamida,
ya que, se ha reportado que la glibenclamida es el farmaco con mayor costo-
beneficio para el tratamiento de la diabetes tipo 2 en etapas tempranas (Samara

Rodriguez-Rivera et al., 2017).
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Tabla 2.- Farmacos y factores a considerar en la eleccion del tratamiento anti hiperglucémico en adultos con diabetes tipo 2.

Farmaco Eficacia Riesgo de Cambio en Efectos cardiovasculares/ Costo Consideraciones Mecanismo de accion
hipoglucemia peso renales. adicionales
Biguanida. Alta. No. Modesta EVAEC: Potencial beneficio. Bajo. | Efectos Incremento de actividad de
pérdida. FC: Neutral. gastrointestinales AMPK, estimulando oxidacion de
Progresion de ERC: Neutral. comunes (Diarrea 'y acidos grasos, captacion de
Consideracion renal: nausea). glucosa y el metabolismo no
Contraindicado con TFG<30 Potencial deficiencia de oxidativo. Reduce la lipogénesis y
mL/min/1.73 m2. vitamina B12. la gluconeogénesis. Aumenta el
almacenamiento de glucégeno en
musculo estriado, disminuye la
produccién hepética de glucosa y
aumenta la sensibilidad a insulina.
Se ha demostrado inhibicion del
complejo | mitocondrial (Laurence
L. Brunton et al., 2019).
Inhibidores SGLT2. Intermedia. No. Pérdida. EVAEC: Beneficio cardiovascular Alto. | Deberia ser Inhibicién del cotransportador 2

Empagliflozina® y canagliflozinat.
FC: Beneficio empagliflozina¥,
canaglifiozina, dapagliflozina*y
ertugliflozina.

Progresion ERC: Benéfico
canaglifiozina®, empagliflozina y
dapagliflozinas.

El efecto de reduccién de la
glucosa es menor en pacientes

disminucion de la TFG.

descontinuado previo a
una cirugia o riesgo de
CAD.

Riesgo de CAD.
Riesgo de fracturas
(Canagliflozina).
Infecciones urinarias.
Riesgo de deplecion de
volumen.

tColesterol LDL.
Riesgo de gangrena de

Fournier.

de sodio-glucosa (SGLT2).
SGLT2 se expresa en el tibulo
renal proximal y su funcion de
cotransporte al reabsorber
glucosa mediante el intercambio
de sodio. Al inhibir SGLT2 se
causa glucosuria de entre 50 a
100 g/dia. También provoca un
efecto diurético leve (Laurence L.
Brunton et al., 2019).
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GLP-1 AR. Alta. No. Pérdida. Benéfico: DulaglutidaT, Alto. | FDA Black Box: Riesgo | Las incretinas son hormonas
liraglutida®, Semaglutida (SQ) . de tumores de células C | gastrointestinales que se liberan
Neutral: Exenatida una vez a la en tiroides en roedores, después de la ingesta de
semana y lixisenatida. en humanos la alimentos y estimulan la liberacién
FC: Neutral. relevancia no ha sido de insulina, las mejor conocidas
Progresion en ERC: Efecto determinada (liraglutida, | con GLP-1y GIP. Los receptores
benéfico en ensayos clinicos, dulaglutida, exenatida de | GLP-1 se expresan en las células
medido por albuminuria: liberacion prolongada y B del pancreas, sistema nervioso
Liraglutida, semaglutida y semaglutida). central y periférico, corazon,
dulaglutida. Pancreatitis ha sido vasos sanguineaos, rifién, pulmon
No necesita ajuste de dosis renal: reportada en ensayos e intestino. La unién de agonistas
Dulaglutida, liraglutida y clinicos pero la del receptor GLP-1 tiene como
semaglutida. causalidad no ha sido efectos la activacion de la via de
Precaucion al incrementar dosis establecida. CcAMP-PKA, inicio de las sefiales
por riesgo de nausea, vomito, Descontinuar si se de PKA y PI3K, resultando en
diarrea o deshidratacion. sospecha pancreatitis. incremento de la biosintesis de
insulina y exocitosis dependiente
de glucosa en las células 3
(Laurence L. Brunton et al., 2019).
Inhibidores Intermedia. | No. Neutral. EVAEC: Neutral. Alto. | Pancreatitis ha sido DPP-4 es una serina proteasa
DPP-4. FC: Potencial riesgo con reportado en ensayos gue se expresa en la superficie de

Saxagliptina.

Progresion de ERC: Neutral.
Requiere ajuste de dosis:
Sitagliptina, saxagliptina 'y
alogliptina.

No requiere ajuste renal:

Linagliptina.

clinicos pero la
causalidad no ha sido
establecida.
Descontinuar si se
sospecha pancreatitis.

Dolor articular.

los linfocitos T y es decisiva para
la desactivacion de incretinas. Los
inhibidores de la DPP-4
incrementan el &rea bajo la curva
de GLP-1y GIP cuando ocurre su
secrecion por alimentos

(Laurence L. Brunton et al., 2019)
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Tiazolidinedionas. Alto. No. Ganancia. EVAEC: Potencial beneficio con Bajo. | FDA Black Box: Falla Las tiazolidinedionas son ligandos
pioglitazona. cardiaca congestive del receptor activador de la
FC: Incremento de riesgo. (Pioglitazona y proliferacion del peroxisoma y
Progresion ERC: Neutral. rosiglitazona). (PPAR y), un grupo de receptores
No se requiere ajuste renal. Retencion de fluidos hormonales nucleares que
No se recomienda en (edema y falla cardiaca). | participan en la regulacion de los
enfermedad renal debido a la Beneficio en esteatosis genes relacionados con el
potencial retencién de liquidos. hepética no alcohdlica. metabolismo de la glucosa y los
Riesgo de fracturas lipidos. La principal respuesta de
Oseas. la activacion de PPAR Yy es la
Céancer de vejiga diferenciacion de adipocitos,
(Pioglitazona). desplazando reservas de lipidos
1Colesterol LDL de tejidos extra adiposos al tejido
(Rosiglitoazona). adiposo, ademas, aumenta la
sensibilidad de los tejidos a la
insulina (Laurence L. Brunton et
al., 2019).
Sulfonilureas de 2da Alta. Si. Ganancia. EVAEC: Neutral. Bajo. | Especial riesgo de Estimula la liberacion de insulina

generacion.

FC: Neutral.

Progreso de ERC: Neutral.
Generalmente la gliburida no se
recomienda en ERC.

Glipizida y glimepirida se inician
conservativamente por el riesgo

de hipoglucemia.

incremento de riesgo de
mortalidad
cardiovascular basado
en estudios de una
antigua sulfonilurea
(Tolbutamida).

al unirse al receptor SUR
(Sulfonilurea receptor) de la célula
B. SUR es un receptor canal de
potasio dependiente de ATP. La
inhibicién de SUR causa
despolarizacion de la membrana
celular que tiene como efecto la
secrecion de insulina (Laurence L.
Brunton et al., 2019).
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Insulina.

Insulina

humana.

Anélogos.

Alta.

Si

Ganancia

EVAEC: Neutral.

FC: Neutral.

Progresion ERC: Neutral.

Se requiere disminucién de dosis
conforme a la disminucion en la
TFG.

Bajo

(SQ).

Alto.

Reacciones en sitio de
inyeccion.

Alto riesgo de
hipoglucemia con
insulina humana (NPH o
formulaciones
premezcladas) vs

analogos.

La insulina inicia su accién por la
unién al receptor a insulina
localizado en la membrana
celular. La union de insulina a su
receptor activa dos principales
vias de transduccion, (i) Via del
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y
la (ii) Via de las cinasas activadas
por mitégenos (MAP cinasas).
Ambas vias regulan las acciones
de la insulina asociadas a la
regulacion del metabolismo. A
través de la via PI3K, la insulina
promueve la translocacion del
transportador de glucosa GLUT 4
(Laurence L. Brunton et al., 2019).

TAprobado por la FDA para beneficio cardiovascular, ¥Aprobado por la FDA para indicacion en falla cardiaca. SAprobado por la FDA para indicacion en enfermedad renal cronica. FDA Black Box: Aviso de

riesgo, alerta al publico y personal de salud por proveer serias reacciones adversas como lesién o muerte. ERC: Enfermedad renal crénica. EVAEC: Enfermedad vascular ateroesclerética. FC: Falla

cardiaca. SQ: Subcutaneo. TFG: Tasa de filtracion glomerular.

Cuadro adaptado de: American Diabetes Association Professional Practice Committee: Standards of Medical Care in Diabetes—2022, tabla 9.2, Enfoque farmacolégico para el tratamiento de la glicemia.

S133.
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2.8.1.- Metformina.
La metformina (1,1-dimetilbiguanida) se aisl6 por primera vez de la Galega

officinalis, una planta que ha sido utilizada en medicina por siglos hasta la
identificacion de la guanidina que mostré efectos de disminucion de la glucosa en
conejos a mediados del siglo XIX. La metformina es un farmaco miembro de la clase
de las biguanidas y es el Unico miembro de su clase que se encuentra disponible
hoy en dia, ademas, es ampliamente prescrito para el tratamiento de la diabetes
tipo 2 y es considerado un medicamento esencial por la OMS. El efecto antidiabético
de la metformina es primariamente la inhibicion hepatica de la gluconeogénesis, sin
embargo, su mecanismo de accién permanece a debate (Khan et al., 2021;

Laurence L. Brunton et al., 2019).

2.8.1.1.- Farmacocinética de la metformina.

La metformina tiene una biodisponibilidad de 50 a 60% cuando se administra via
oral, después su absorcién intestinal y entra a la circulacién portal acumulandose
en el higado. A los pacientes con diabetes se les prescribe una dosis de entre 500
mg al dia a 2550 gramos al dia, alcanzando a una concentracion plasmatica de~10
MM a 40 puM. Sin embargo, las concentraciones de metformina son notablemente
discordantes en la literatura al comparar in vivo e in vitro. Aunque el consenso de la
concentracion plasmatica de metformina en seres humanos tratados con
metformina se ubica en el rango de entre 0.1 mg/L a 4mg/L (10 uM a™40 pM) (Khan
et al., 2021). Después de la administracion oral, la metformina se absorbe
principalmente en el intestino delgado y no se une a proteinas plasmaticas y se
excreta sin cambios en la orina. Tiene un T12 de 2 horas y dado que la metformina
es una molécula hidrofilica positivamente cargada, su transporte en el organismo es
llevado a cabo principalmente por la familia transportadores de cationes organicos
1 a 3 (OCT1-3), el transportador equilibrante de nucleésidos (ENT4) y el
transportador de extrusion de multiples farmacos 1y 2k (MATE 1y MATE 2-k) (Khan
et al., 2021, Staiger et al., 2015).

35



Una vez en la luz intestinal, la metformina es absorbida por los enterocitos via ENT4
y OCT3 para posteriormente ser liberada al espacio intravascular via OCT1, donde
se distribuye en el cuerpo. Los hepatocitos captan a la metformina via OCT1 y
OCT3, excretandola via biliar por MATEL, aunque, no es la Unica via de eliminacion
ya que, las células tubulares renales captan a la metformina desde el espacio
intravascular via OCT2 y es excretada por la orina via MATEL1, MATE2-k y OCT1.
(Staiger et al., 2015). Asi, la distribucion de la metformina es consistente con la
expresion de estos transportadores en humanos, llevando acumulacion de
concentraciones mas altas en higado, rifién e intestino con relativamente baja

captacion de otros drganos periféricos (Khan et al., 2021).

2.8.1.2.- Farmacodinamia de la metformina.

La investigacion sobre el mecanismo de accion de la metformina se encuentra en
conflicto todavia, sin embargo, uno de los mecanismos de accion de la metformina
mas ampliamente estudiados es la inhibicidn de la gluconeogénesis hepatica (Khan
et al., 2021).

2.8.1.2.1.- Mecanismos propuestos mediante los cuales la metformina inhibe la
gluconeogénesis hepatica.

Inhibicion del complejo I. La fosforilacion oxidativa es un proceso de culminacion
metabdlica productor de energia en donde todos los pasos oxidativos de la
degradacion de glucidos, grasas y aminoacidos convergen en esta etapa final de
respiracion celular aerébica, donde la energia de la oxidacion impulsa la sintesis de
ATP, donde el aceptor final de electrones y protones es el oxigeno. En eucariotas,
la fosforilacion oxidativa tiene lugar en las mitocondrias donde intervienen enormes
complejos incrustados en la cresta mitocondriales: (i) Complejo | o NADH

deshidrogenasa, (ii) complejo Il o succinato deshidrogenasa, (iii) complejo 3 o
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Ubiquinona-citocromo ¢ oxidorreductasa, (iv) complejo IV citocromo oxidasa y (v)

complejo V, que es una ATP asa (David L. Nelson, 2019).

El balance energético de la fosforilacion oxidativa es: Por cada NADHz2, se sintetizan
3 moléculas de ATP y por cada FADHz2, se producen 2 moléculas de ATP, ya que el
complejo V produce ATP a partir de la fosforilacion del ADP disponible (David L.
Nelson, 2019).

Secundario a la inhibicion del complejo | disminuye la produccién mitocondrial de
ATP y aumento de niveles de ADP y AMP que tienen un efecto inhibidor sobre la
enzima reguladora de la gluconeogénesis: La enzima fructosa 1,6 bifosfatasa. Otro
efecto colateral de la inhibicion del complejo | es la acumulaciéon de NADH2,
propiciando una restriccion de la conversién de lactato a piruvato, evitando que sirva
como sustrato para la gluconeogénesis, recordando que la gluconeogénesis es la
via metabdlica en que se forma glucosa a partir de metabolitos que no son
carbohidratos (Morantes-Caballero, 2017; Ortega, 2021). Aunque este efecto puede
ser también atribuido a la inhibicién de la enzima glicerol fosfato deshidrogenasa
que cataliza la formacion de glicerol fosfato a dihidroxiacetona fosfato,
disminuyendo la concentracion de NAD, aumentando la relacion NADH2/NAD
(Morantes-Caballero, 2017)

La inhibicion del complejo | es comunmente adjudicado como mecanismo de accion
de la metformina en su efecto anti hiperglucémico sin embargo también es
importante la inhibicién de la enzima glicerol fosfato deshidrogenasa mediante el
cual cambia el potencial redox. El complejo | es el sitio de contribucion de NADH del
gradiente de protones mitocondrial y dado el coste energético de la
gluconeogénesis, su inhibicién es ligada a la disminucién hepética de glucosa
(David L. Nelson, 2019; Khan et al., 2021; Morantes-Caballero, 2017; Ortega, 2021).
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2.8.1.3.- Farmacogenética de la metformina.

Respecto a los factores biologicos, la eficacia y toxicidad de una medicacién son
determinados por el balance en su farmacocinética (absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacion del farmaco) y su farmacodinamia (el efecto fisiologico
del farmaco activo en el sitio biolégico de accion. Variaciones genéticas inherentes
contribuyen a esta variabilidad, ya que, mdultiples genes codifican proteinas
directamente involucradas en la farmacocinética y farmacodinamia de los farmacos
(Huang & Florez, 2011).

2.8.1.3.1.- Transportadores de cationes organicos.

La difusién de iones y compuestos organicos a través de la membrana plasmatica,
es facilitada gracias a los transportadores de membrana. Este proceso es conocido
como difusion facilitada que es un tipo de transporte dirigido por transportadores
gue no requiere aporte energético (Laurence L. Brunton et al., 2019). Los
transportadores que se encuentran involucrados en la farmacocinética de la
metformina, pertenecen a la familia SLC22 (aka solute carrier). En esta superfamilia
se encuentran algunos grupos como los transportadores de cationes organicos
(OCTs), los transportadores de cationes organicos/carnitina (OCTNSs), los
transportadores de aniones organicos (OATs) y el transportador de urato 1
(URAT1). Aunque los transportadores MATE1/SLC47A1 y MATEZ2-k/SLC47A2
también pertenecen a la familia SLC, tienen funcion de transportadores de eflujo
localizados en la membrana apical de 6rganos barrera (Lai, 2013). De los
transportadores mencionados anteriormente, son los del grupo de transportadores
de cationes organicos (OCTs) los que tienen impacto directo sobre la
farmacocinética de la metformina y cuyos polimorfismos han mostrado alterar la
farmacocinética de la biguanida en cuestion y alterar su accién terapéutica (Khan et
al., 2021).
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2.8.1.3.1.1.- Transportador de cationes organicos 1 (OCT1).

Los transportadores de la familia SLC son particularmente expresados en 6érganos
secretores, como rifion, donde el 6rgano juega un rol importante en la eliminacion
de farmacos. En seres humanos, OCT1 es expresado en la membrana sinusoidal
de los hepatocitos y media el primer paso de entrada hacia los hepatocitos para
muchos farmacos cationes organicos clinicamente relevantes como la metformina
(Lai, 2013). El transportador OCT1 es una proteina de 554 aminoacidos y que tiene
peso molecular de 61154 Da y es codificada por el gen SLC22A1, situado en el
brazo largo del cromosoma 6 en la regién 25.3 (6g25.3) y posee un total de 12
exones (NCBI, 2022b; Weizzman Institute of Science, 2022b) . Al igual que muchos
miembros de la familia SLC22, tiene 12 hélices o dominios transmembranales
(TMs); con un largo y extracelular anillo o loop entre el dominio 1y 2 y un largo e
intracelular anillo o loop entre los dominios 6 y 7 (Koepsell et al., 2007).

SLC22A1 es un gen altamente polimorfico y la presencia de polimorfismos en el
gen, puede tener como resultado una funcion alterada de OCT1, repercutiendo en
la farmacocinética de la metformina, asi como la respuesta a la misma (Lai, 2013;
Staiger et al., 2015). Aungue han sido identificados mas de 23 variantes genéticas
en SLC22A1 o polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), en este trabajo de tesis
se estudia un polimorfismo exoénico (por cambios directos en la proteina) y un
polimorfismo intrénico (por la posibilidad de cambios en la traduccién de la proteina).
El polimorfismo exdnico a estudiar es rs72552763 ya que, puede ser representativo
de otros 3 polimorfismos que son el rs3567514, rs34305973 y rs35191146, que son
polimorfismos ubicados en el exdn 7 y que, en la proteina final, se encontrarian en
el dominio transmembranal nimero 9 (Lai, 2013; Srijib, 2014). Otro polimorfismo de
OCT1 a estudiar es rs622342, gue es una variante intrénica con la posibilidad de

tener repercusion en la disminucion de la tasa de transcripcion (Becker et al., 2010).
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2.8.1.3.1.1.1.- OCT1 Met420 delecién (p.M420del) (rs72552763).

La delecion de OCT1 Met420del ocurre en el exén 7, con la delecion de 3 bases
(ATG) en el codon 420 (rs72552763). Es representativo de rs35167514, donde
ocurre una delecion de una adenina en el nucleétido 1258 (1258A>del), de
rs34305973, donde ocurre una delecion de una timina en la posicion 1259
(1259T>del) y de rs35191146 donde ocurre una delecién de una guanina en la
posicion 1260 (1260G>del) (Lai, 2013; Srijib, 2014). La presencia de la delecion es
relativamente comun con una frecuencia de hasta 18.5% en caucasicos y de 5% en
afroamericanos (Srijib, 2014). Se ha encontrado que la presencia de la delecion,
tiene como efecto una disminucion de la captacion de metformina por los
hepatocitos de hasta 3.4 veces menor (p<0.001) en las células con genotipo
recesivo para la delecion (del/del) comparado con el heterdcigo y el homécigo
dominante (GAT/GAT + GAT/del) (Shu, 2009). En un estudio realizado en poblacién
mexicana que incluyé 265 pacientes con diabetes tipo 2 bajo tratamiento con
metformina o la combinacion con sulfonilureas, se compararon los niveles de
glucosa en ayuno (mg/dL) encontrando para el genotipo GAT/GAT glucosa en
ayuno (mg/dL) de 142.0 (114.5 — 206.0), para el genotipo GAT/del 130.0 (96.0 —
190.0) y para el genotipo del/del 146.0 (99.0 — 254.5); p=0.368 y al evaluar los
niveles de %HbA1c se encontrd para GAT/GAT= 8.0 (7.0 — 9.9), GAT/del=7.5 (6.4
—8.9) y del/del= 7.4 (6.4 — 10.6); p=0.181, encontrando diferencia en la proporcion
de pacientes controlados segun HbAlc, con una proporcién de control/no control
para pacientes con genotipo GAT/GAT= 33/107, GAT/del= 19/39 y del/del=16/16;
p=0.011 (Menjivar et al., 2020). En un estudio realizado en 103 voluntarios sanos
de Alemania, se estudi6 el aclaramiento renal de metformina en sujetos con cero,
uno y dos alelos de baja actividad, encontrando un aclaramiento renal de
metformina (I/h) y error estandar a la media (SEM) para individuos con el genotipo
GAT/GAT=31.6 (0.8), GAT/del=32.7 (1.1) y del/del= 36.6(4.9); p=0.23 (Tzvetkov et
al., 2009), sin embargo, en un estudio realizado en una cohorte de 371 pacientes
daneses bajo tratamiento con metformina, se encontré que el numero de reduccion

de alelos de funcién en OCTL1 (incluyendo rs72552763) se asociaron con una
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disminucién del estado estacionario de la metformina y con un incremento en los
niveles de HbAlc (Christensen et al., 2011). En otro estudio derivado de la base de
datos de la auditoria de diabetes e investigacion en Tayside Escocia, por sus siglas
en inglés (DARTS), estudié un total de 1531 pacientes bajo tratamiento con
metformina, encontrando que el polimorfismo rs72552763 no afectan los niveles de
HbAlc inicial (p=0.47) ni la reduccién de la misma (p=0.92) con resultados a 42

meses de seguimiento (K. Zhou et al., 2009).

2.8.1.3.1.1.2.- C1386A (rs622342).

El polimorfismo rs622342 (1386C>A) donde existe un cambio de una citocina por
una adenina, es una variante intronica localizada entre el intrén 8 y el exén 9 del
gen SLC22A1 (Umamaheswaran et al., 2011). Segun un estudio realizado en 98
pacientes derivados de una cohorte de 7983 pacientes del estudio de Rotterdam
que eran pacientes caucasicos de mas de 55 afios y usuarios incidentes de
metformina, encontré que el efecto del polimorfismo de MATEL rs2289669 en la
disminucién de la glucosa era mayor en pacientes que también eran portadores del
genotipo CC para el polimorfismo rs622342, que fue un hallazgo reportado a partir
de la disminucién de HbAlc (-0.68; IC95%: -1.06 a -0.30; p=0.005). En contraparte,
en el estudio realizado por (Christensen et al., 2011) no se encontré asociacion entre
el genotipo y la disminucién en la HbAlc, obteniendo cambios en HbAlc a los 24
meses tomando como referencia al genotipo wild type (AA) en el genotipo
heterdcigo: (0.2; IC95%: -0.3 — 0.7) y en el homadcigo recesivo CC: 0.5 (IC95%: -0.3
— 1.3); p= 0.47 con hallazgos similares a los 6 meses (p= 0.33), por lo que los
hallazgos de Becker et al., 2010, no se reprodujeron en este ultimo estudio. En un
estudio realizado en 122 pacientes del Sur de India con DT2 de reciente diagndstico,
se encontré en un analisis de regresion logistica mediante un analisis de modelo
codominante, en el que se toma como premisa que a cada genotipo se le confiere
un riesgo diferente y no aditivo (Flores-Alfaro et al., 2012), para la respuesta a

metformina, que, comparado con el genotipo de referencia (AA) OR=1.0, los
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pacientes con genotipo AC tenian [OR:3.5 (IC95%: 1.39 — 8.84); p=0.011] y
portadores del genotipo CC tenian [OR: 5.6 (IC95%: 1.24 — 25.8); p=0.033].

En el modelo de regresién logistica aplicando un modelo genotipico dominante, se
encontré que portadores de los genotipos CC + AC tenian un riesgo de [OR:3.85
(IC95%: 1.61 — 9.19); p=0.001] para la falta de respuesta a metformina
(Umamaheswaran et al., 2015). En otro estudio realizado en 300 pacientes del Norte
de Jordania que contaban con diagndstico de DT2, se compararon los niveles de
HbAlc entre los diferentes genotipos de rs622342, encontrando que los niveles de
HbAlc fueron de 8.14 +2.20 para portadores del genotipo AA, de 8.16 £2.17 para
portadores del genotipo AC y de 8.10 +2.09 para portadores del genotipo CC;
p=0.277 (Al-Eitan et al., 2019).

2.8.1.3.1.2.- Transportador de cationes organicos 2 (OCT2).

El transportador de cationes organicos 2 (OCT2), es el transportador que se expresa
mayormente en la membrana basolateral de las células del tubulo renal y media la
captacion de cationes organicos desde el espacio intravascular a las células
tubulares proximales. OCT2 es considerado un transportador especifico-renal, para
muchos farmacos y juega un rol importante en las propiedades farmacolégicas,
farmacocinéticas y toxicolégicas de agentes terapéuticos como la metformina. Se
expresa en otros tejidos como placenta, pulmén, cerebro e intestino delgado (Lai,
2013). El transportador OCT 2 es una proteina de 555 amino4cidos con una masa
molecular de 62581 Da y es codificado por el gen SLC22A2 (Weizzman Institute of
Science, 2022c). El gen SLC22A2 se encuentra en el cromosoma 6, brazo largo en
la regién 25.3 y cuenta con un total de 11 exones (NCBI, 2022c). Aunque se han
identificado mas de 11 polimorfismos en SLC22A2 ademas de 134 inserciones, el
polimorfismo que clinicamente tiene mayor relevancia en la farmacocinética de la
metformina y la variante mas comun en SLC22A2 es G808T (rs316019) (Islam et
al., 2018; Lai, 2013).
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2.8.1.3.1.2.1.- G80ST (rs316019).

Este SNP involucra un cambio de una Guanina por una Timina en la cadena de ADN
en la posicion 808, lo cual resulta en la sustitucién de una Alanina por una Serina
en la posicién 270 de la secuencia de OCT2 (Ala270Ser), siendo potencialmente
influyente en la secrecion renal de farmacos como la metformina (Frenzel et al.,
2019). En un estudio realizado en 112 sujetos chinos voluntarios sanos, se encontro
que la presencia del alelo menor de rs316019 estaba asociado con una reduccién
del aclaramiento renal de la metformina (Z. J. Wang et al., 2008), encontrando que
el aclaramiento renal de metformina es menor (6.32+ 0.954 ml.mint.kg?) en
participantes portadores de T808T comparado con participantes portadores de
G808G (8.78+ 1.75 ml.mint.kg'1; p=0.037).

Un hallazgo sumamente peculiar en estudios in vitro es el reportado por Leabman
et al., 2002 quien encontrd que los valores de Km h! son diferentes entre la variante
G808T: Km=20.8 #8.1h! y el de la referencia Km= 11.8 +1.3h! en el estudio de

captacion del cation organico prototipico: 1-metil-4-fenilpiridina (MPP™).

En el estudio realizado en pacientes mexicanos publicado por (Menjivar et al., 2020)
el polimorfismo se encontr6 en desequilibrio de Hardy Weinberg por lo que sus
efectos en pacientes mexicanos con diabetes tipo 2 que reciben metformina,

sulfonilureas o ambas, no fue estudiado.

2.8.1.3.1.3.- Transportador de cationes organicos 3 (OCT3).

El transportador de cationes organicos 3 (OCT3) es expresado en la membrana de
los tubulos proximales renales, ademas, OCT3 ha sido identificado en musculo, glia
y células cardiacas ademas de en algunos tumores (Lai, 2013). El transportador
OCT3 es una proteina de 556 aminoacidos, tiene una masa molecular de 61280 Da
y es codificado por gen SLC22A3, que se encuentra en el cromosoma 6, brazo largo
region 25.3 y tiene un total de 15 exones (NCBI, 2022d; Weizzman Institute of
Science, 2022d). Se han descrito poco mas de cinco SNPs en SLC22A3, que han
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mostrado asociacion con reduccion en la captacion de histamina, sin embargo, la
asociacion con el efecto sobre el aclaramiento de la metformina es controversial
(Lai, 2013).

2.8.1.3.1.3.1.- C698G (rs2076828).

El SNP rs2076828 es un polimorfismo del gen SLC22A3 ubicado en 6g25.3 y la
variante no provoca un transcrito codificante (Nasykhova et al., 2020). En un articulo
publicado por Chen et al., 2015 se cloné laregion 3’'UTR de OCT3 y mediante vector
se introdujo la variante C698G y se evalud la actividad de la luciferasa que evalla
la transcripcion del gen SLC22A3. Se encontr6 que la variante rs2076828 tuvo un
efecto en la luciferasa, donde al alelo menor G exhibi6 significativamente una menor
actividad comparado con el alelo de referencia C (p<0.01). Concluyendo que el SNP
tiene un efecto en la expresién de SLC22A3 de forma cuantitativa. Chen et al., 2015
evaluaron el efecto de C698G en la respuesta a metformina en ratones sin
enfermedades, encontrando que en aquellos portadores del alelo G tenian cambios
significativamente menores en los niveles de glucosa (mg/dl) evaluado por area bajo
la curva: CC: -88 +40, CG: -34 +51 y GG: -41 £72 mg/dl; p<0.001. Por lo que el alelo
menor tiene un efecto significativo en una menor AUC de glucosa posterior a la
administracion de metformina. En tanto al andlisis cuantitativo de expresion de
SLC22A3 con C698G insertado a través de vector en el SLC22A3 clonado, la
expresion cuantitativa del gen fue significativamente menor en los portadores del

alelo menor G al medir los niveles de mRNA de OCT3 en tejido adiposo (p<0.01).
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2.8.1.3.2.- Generalidades de la superfamilia ATP binding cassette (ABC).

Los transportadores ABC se dividen en 7 subgrupos segun la homologia de su
secuencia: ABCA (12 miembros), ABCB (11 miembros), ABCC (13 miembros),
ABCD (cuatro miembros) y ABCG (cinco miembros). Los genes ABC de esta
superfamilia, son esenciales para muchos procesos celulares y mutaciones en ellos
contribuyen a la aparicion de trastornos genéticos especificos ademas de conferir

resistencia a multiples farmacos (Laurence L. Brunton et al., 2019).

En particular MDR1 o proteina de resistencia a multiples farmacos o también
llamada P-glucoproteina (P-gp), es codificada por el gen ABCB1 y patrticipa en el
eflujo de algunos farmacos, confiriendo resistencia a los mismos. Tipicamente la P-
gp es considerada una bomba de extrusién o transportador multiespecifico que
puede reconocer a una gran variedad de sustratos con diversas estructuras
quimicas (D. Wang & Sadée, 2006). Uno de los farmacos que es transportado por
esta ATP asa (MDR1) es la metformina, ya que se ha demostrado en células de
placenta humana que la metformina es transportada en un 58 +20%, lo cual indica
gque MDR1 puede tener un efecto de resistencia a la metformina (Hemauer S, L.
Patrievka Svetrlana, 2010). Ademas, ha sido reportado que la metformina activa a
la AMP cinasa (AMPK) y suprime la expresion de MDR1 mediante la inhibicién del
factor nuclear kappa beta (NF- kB) y la proteina de elemento de union de respuesta-
CAMP (CREB) (Kim et al., 2011).

Se han identificado numerosos SNPs en ABCB1, sin embargo, la frecuencia de
muchos de estos SNPs es baja (<8%) a excepcion de 3: en el exdén 12 C1236T
(rs1128503), en el exdn 21 G2677T/A (rs2032582) y en el exdn 26 C3435T
(rs1045642) (D. Wang & Sadée, 2006).

2.8.1.3.2.1.- C1236T (rs1128503).

En el polimorfismo rs1128503 ocurre un cambio de una citocina por una timina en

la posicion 1236. (Llaud¢ et al., 2013). Ha sido reportado el efecto que tiene esta
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variante en la actividad de la P-gp en pacientes con trasplante renal, encontrando
que aquellos individuos portadores del genotipo 1236CC mostraron la mas alta
actividad de la P-gp comparado con el heterécigo 1236CT y el homaocigo (CC: 46.11
+ 4.11; CT: 43.71 £2.68 y TT: 30.9 £3.33; p= 0.02) (Llaud6 et al., 2013). En un
estudio que incluy6 a 1086 pacientes con DT2 y 1122 controles sanos de China, se
analizaron las frecuencias entre las dos poblaciones genotipificando para
rs1128503 para conocer si alguna variante del polimorfismo influia en la
susceptibilidad a DT2. Se evalu6 mediante comparacion por genotipos, alelos y por
modelos dominantes y recesivos, sin encontrar significancia estadistica al comparar
al grupo de pacientes con DT2 y el grupo control (Yan et al., 2020). El polimorfismo
rs1128503 ha sido asociado previamente con carcinoma hepatocelular y cancer de
mama, pero en el estudio de casos y controles no se encontré asociacion con DT2.
El SNP rs1128503 es una variante intronica de ABCB1 y es posible que los intrones

pierdan su funcion durante la evolucién (Yan et al., 2020).

2.8.1.3.2.2.- G2677T/A (rs2032582).

En el polimorfismo G2677T/A, puede ocurrir un cambio de una Guanina por una
Timina o una Adenina siendo definido como un polimorfismo trialélico (Tian et al.,
2021). Se ha evaluado el efecto del polimorfismo en la actividad de la P-gp,
encontrando que los portadores del alelo mayor G: GG y GT tenian una mayor
actividad de a P-gp comparado con los homocigotos y portadores del alelo menor T
(GG: 45.96 +3.79: GT: 45.71 £3.38; TT: 30.47 +4.52; p=0.04). (Llaudo et al., 2013).
Ha sido reportado que la presencia del alelo menor en rs2032582 esta asociado al

dafio hepatico inducido por atorvastatina (p<0.001).

En un estudio realizado en pacientes chinos con DT2 se ha encontrado la mas alta
mutacion de homocigotos para este polimorfismo (n= 75, 21.31%), resultados que
reflejan que en poblacién china con DT2 es un polimorfismo comun en este tipo de

pacientes (Tian et al., 2021).
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2.8.1.3.2.3.- C3435T (rs1045642).

En el polimorfismo rs1045642 ocurre un cambio de una Citocina por una Timina en
la posicion 3435. En cuanto al efecto de rs1045642 sobre la actividad de la P-gp, se
ha encontrado que los portadores de 3435CC y 3435CT poseen la mas alta
actividad de la P-gp comparado con los portadores de 3435TT (CC: 48.33 +4.69;
CT: 45.9 £3.18, TT: 31.62 +£3.37; p= 0.02) (Llaudo et al., 2013). En un estudio que
involucré a a 183 pacientes con DT2 y 150 controles (n= 333) de India, se analizé
si rs1045642 estaba asociado con el riesgo de DT2. Al analizar las frecuencias por
genotipo y por alelo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Rizvi et al., 2017).

2.8.2 Glibenclamida.

La glibenclamida pertenece a un grupo de farmacos denominados como
moduladores de los conductos de potasio dependiente de ATP (Katp) y todos los
miembros de esta clase son considerados arilsulfonilureas sustituidas. Las
diferencias entre estos farmacos son las situaciones de posicion para en el anillo de
benceno y un acido de nitrégeno en la radical urea. Las sulfonilureas se dividen en
dos grupos o generaciones de farmacos. Las sulfonilureas de primera generacion
(tolbutamida, tolazamida, y clorpropamida) rara vez se utilizan para el tratamiento
de la DT2 y las sulfonilureas de segunda generacion qué, son mas potentes

(glibenclamida o gliburida, glipizida y glimepirida) (Laurence L. Brunton et al., 2019).

2.8.2.1.- Farmacodinamia de la glibenclamida.

A diferencia de la metformina, la glibenclamida tiene un mecanismo de accion bien
conocido y definido. Las sulfonilureas estimulan la liberacién de insulina al unirse a
un sitio especifico de los canales de potasio dependientes de ATP que se

encuentran en las células beta del pancreas, este sitio es conocido como receptor
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de sulfonilureas o SUR. Al unirse a SUR, las sulfonilureas inhiben el Katp l0 que
ocasiona un cambio de potencial de membrana culminando en la despolarizacion
de la membrana celular, estimulando la apertura de canales de Calcio, que

ocasionan la exocitosis de granulos de insulina (Laurence L. Brunton et al., 2019).

2.8.2.2.- Farmacocinética de la glibenclamida.

Las sulfonilureas se absorben en tubo digestivo y en plasma estan unidas
principalmente a proteinas plasmaticas entre un 90 a 99%, siendo la albumina la
proteina de mayor union a sulfonilureas. El volumen de distribucion se encuentre en
0.2 L/kg. Aunque el T12 es corto (3 a 5 h) los efectos hipoglucemiantes son evidentes
por 12 a 24 h (Laurence L. Brunton et al., 2019).

Las sulfonilureas son metabolizadas por el citocromo hepéatico P450,
especificamente por CYP2C9, que biotransforma a la glibenclamida mediante
hidroxilacion del anillo aromético, en dos metabolitos: El 4 trans-hidroxi-
glibenclamida (M1) y el 3 cis-hidroxi-glibenclamida (M2). Farmacol6gicamente estos
metabolitos tienen potentes efectos hipoglucémicos, por eso la discrepancia entre
el Tuz y los efectos hipoglucemiantes. Después de ser metabolizada, la
glibenclamida y sus metabolitos son finalmente eliminados por la orina (Laurence L.
Brunton et al., 2019; S. F. Zhou et al., 2010).

2.8.2.3.- Farmacogenética de la cinética de la glibenclamida.

CYP2C9 es la enzima méas abundante de la subfamilia CYP2C en el higado y el mas
importante contribuidor de esta subfamilia al metabolismo de farmacos, de hecho,
CYP2C9 representa aproximadamente el 20% del total de las proteinas del
citocromo hepatico 450. Después de CYP3A4 y CYP2D6, CYP2C9 es el mas
importante en términos de niumero de agentes terapéuticos metabolizados. Asi, la
variabilidad interindividual en CYP2C9 puede impactar en la eficacia y seguridad de

muchos farmacos como en el caso de la glibenclamida (Daly et al., 2018). CYP2C9
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es una proteina de 490 aminoacidos con una masa molecular de 55628 Da, que es
codificada por el gen CYP2C9 localizado en el cromosoma 10, brazo largo region
23.33 (NCBI, 2022a; Weizzman Institute of Science, 2022a)

Evidencia de que la existencia de polimorfismos que afectan el metabolismo de las
sulfonilureas data del afio 1978. Los dos polimorfismos mas ampliamente
estudiados son C430T (rs1799853) y A1075C (rs1057910) que forman parte de los
alelos CYP2C9*2 y de CYP2C9*3 respectivamente, ademés, no solo son
clinicamente relevantes, sino que también son las variantes mas comunes en
grupos étnicos (Daly et al., 2018; Tornio & Backman, 2018; Yee et al., 2021).

Existe una clasificacion de acuerdo al numero de alelos en diplotipos y el fenotipo
metabdlico, en el que para CYP2C9 se considera un metabolizador normal a
aguellos pacientes con el diplotipo *1/*1, metabolizador intermedio a aquellos con
el diplotipo *1/*2 y *1/*3, es decir, aquellos que mantienen una copia del wild type
(*1) y como metabolizadores pobres a aquellos portadores de *2/*2, *2/*3 y *3/*3
(Surendiran et al., 2011; Tornio & Backman, 2018). Derivado de esto se conoce que
los alelos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 pueden marcadamente reducir el aclaramiento
de las sulfonilureas e incluso hay estudios en el que se ha reportado que los
portadores de las variantes de CYP2C9 son mas sensibles a efectos de
hipoglucemia con las sulfonilureas (Daly et al., 2018; Tornio & Backman, 2018). En
un estudio realizado en 80 pacientes con DT2 procedentes de Iran, tratados con
glibenclamida o glicazida se compararon los niveles de glucosa en ayuno a 2.5 h
después de la ultima dosis de glibenclamida y a 12 h después de la Gltima dosis de
glicazida, encontrando glucosa en ayuno de 185 mg/dl en pacientes portadores del
diplotipo *1/*1, de 202 mg/dl en pacientes *1/*2, de 196 mg/dl en portadores *1/*3,
de 109 mg/dl en pacientes portadores de *2/*2 y de 162 mg/dl en portadores de
*2/*3 sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=
0.666), mismo caso al comparar los niveles de %HbA1c (p= 0.711) (Saberi et al.,
2020). En otro estudio de tipo longitudinal, realizado en 88 pacientes de Libano con
criterio de glicemia no controlada definida por glucosa en ayuno >126 mg/dl y por

HbA1c 27.0% a los cuales se les recetdé metformina 500mg/glibenclamida 5mg. Se
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siguieron a los pacientes durante 6 meses con toma de bioquimicos al inicio, a los
3 y a los 6 meses y se obtuvieron los genotipos para CYP2C9*1, *2 y *3. Se
agruparon a los pacientes de acuerdo a la presencia de alelo menor de rs622342 y
los alelos de CYP2C9 en cuatro grupos: (i) AAy AC, *1/*1y *1/*2, (ii)) AAy AC, *1/*3,
(i) CC, *1/*1y *1/*2 y (iv) CC, *1/*3) comparando los niveles de HbAlc basales, a
los 3y 6 meses sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en el punto
inicial (p=0.062) pero se observé una diferencia estadisticamente significativa a los
3 meses (p= 0.004) y a los 6 meses (p<0.001) donde el grupo mayormente
beneficiado fue el de los pacientes portadores de AA, ACy *1/*3 a 3 (p=0.004) y 6
meses (p<0.001) con media de HbAlc a los 3 meses de 7.53 £0.27 y a los 6 meses
de 7.45 +0.52 (Naja et al., 2020).

En el analisis por separado, considerando Unicamente a los polimorfismos
rs1799853 y rs1057910 de CYP2C9, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al ser estratificados por fenotipo *1/*1 y *1/*2 versus
*1/*3 (p= 0.623) (Naja et al., 2020). En un estudio realizado en 454 pacientes
mestizos mexicanos con diagnostico de DT2 de la Ciudad de México, se encontrd
asociacion mediante una regresion logistica en aquellos pacientes CYP2C9*3,
tomando como referencia el genotipo AA de CYP2C9*3, con un OR: 2.747; 1C95%:
1.194 - 6.324; p=0.024 para el genotipo AC y se obtuvo un OR: 2.779; 1C95%: 1.142
— 6.763; p=0.024 para el modelo ajustado por edad, ejercicio, IMC, tiempo con la
enfermedad y dosis de metformina y/o glibenclamida (Castelan-Martinez et al.,
2018). Otro estudio realizado en pacientes mexicanos con DT2, mostr6é un analisis
en el que agrup6 a IVS8-109A>T (rs1934969) que es un variante intrénica, de
acuerdo a sus genotipos en cada subgrupo de acuerdo al tipo de metabolizador
segun CYP2C9, donde se encontro que los pacientes *1/*1 y que son portadores -
109TT, tienen mayores niveles de HbAlc 9.07 (5.86 — 12.29) comparado con los
gue son *1/*1 + AT con HbAlc de 8.11 (5.68 — 10.55) y *1/*1 + AA con HbAlc de
8.03 (5.71 — 10.34) (p<0.05) (Cuautle-Rodriguez et al., 2019).
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En la tabla numero 3, se resumen los hallazgos estadisticamente significativos en

captacion de metformina, concentraciéon de metformina, analisis de distribucion de

genotipos entre poblacion con diabetes y sujetos sanos, niveles de HbAlc, entre

otros hallazgos, con la presencia de alelos o genotipos de los polimorfismos de los
genes SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, ABCB1 y CYP2C9.

Tabla 3.- Resumen de hallazgos significativos de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) estudiados de los
genes SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, ABCB1y CYP2C9.

Gen SNP ID Poblacién Farmaco utilizado Hallazgos Referencia
Disminucién de la captacién de
Hepatocitos de ] metformina en portadores del alelo
i Metformina.
raton. menor (GAT/GAT vs del/GAT+del/del; (Shu, 2007)
p<0.001).
265 pacientes ) Diferencia en distribucién genotipica
) Metformina + ) .
mexicanos con ] ] entre pacientes controlados y no (Menijivar et al.,
glibenclamida.
rs72552763 DT2. controlados (p= 0.011). 2020)
Metformina como | Disminucién de las concentraciones
) monoterapia o del estado estacionario de metformina
371 pacientes .
combinada con: en portadores del alelo menor ]
daneses con ) (Christensen et
Insulina, (p=0.027).
DT2. o al., 2011)
rosiglitazona o
SLC22A1 placebo.
) Reduccion de HbAlc menor en
98 usuarios
o portadores del alelo menor (p=0.005).
incidentes de ) ) 3
] Metformina Se sugiere un efecto de una proteina (Becker et al.,
metformina de )
menos efectiva para el transporte de 2010)
Holanda. )
metformina.
308 pacientes Portadores del genotipo CC poseen o
rs622342 ) . ) (Reséndiz-Abarca
mexicanos con Metformina mayores niveles de HbAlc a 12 meses tal., 2019)
etal.,
DT2. de seguimiento (p<0.001).
] Pacientes portadores del alelo menor
122 pacientes ) )
] ) tienen mayor riesgo de no responder al | (Umamaheswaran
de India con Metformina ) .
DT2 tratamiento con metformina (p=0.011 et al., 2015)

para AC y p=0.033 para CC).
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Continuacion...

127 pacientes

Metformina +

Los pacientes portadores del genotipo

AA fueron 2.7 veces mas

egipcios con ) . (Ebid et al., 2019)
DT2 glimepirida respondedores que los portadores del
' alelo C (p= 0.025).
o Valores de Km h* son mayores (Leabman et al.,
Estudio in vitro. MPP* i ) ]
cuando esta presente el polimorfismo. 2002)
Aclaramiento renal de metformina es
SLC22A2 rs316019 ] ]
112 sujetos ) menor en sujetos portadores del
] Metformina ) (Z.J. Wang et al.,
sanos chinos. genotipo TT comparado con 2008)
portadores de GG (p=0.037).
La presencia del alelo menor G exhibio
una menor expresion de SLC22A3.
Menor biodisponibilidad en portadores
del alelo menor (p<0.001). Disminucion
Estudio in vitro y del efecto de metformina en
SLC22A3 rs2076828 en concentracion plasmética de glucosa (Chenetal.,
Metformina
ratones en portadores del alelo menor (p<0.05). 2015)
Efecto de metformina en fosforilacién
de AMP y la expresion de GLUT4
ausentes en portadores del genotipo
homdécigo recesivo.
70 pacientes Inmunosupresores | Pacientes portadores del alelo menor
espafioles que como: T, poseen la actividad de P-gp mas )
. ] ] ) (Llaudd et al.,
rs1128503 recibieron Ciclosporina, baja comparado con los portadores del 2013)
trasplante renal tacrolimus y genotipo CC (p=0.02).
sirolimus.
70 pacientes Inmunosupresores | Pacientes portadores del genotipo TT,
espafioles que como: poseen la menor actividad de P-gp al 3
o ) ) (Llaudo et al.,
recibieron Ciclosporina, comparar con los portadores del alelo 2013)
trasplante renal tacrolimus y G (p=0.04).
rs2032582 .
ABCB1 sirolimus.
352 pacientes No especificado La més alta frecuencia de mutacion en
chinos con DT2 homocigotos para el alelo A (21.31%, (Tian et al., 2021)
n=75).
70 pacientes Inmunosupresores | Portadores del genotipo homocigotos (Llaudé et al.,
espafioles que como: recesivo TT poseen la menor actividad 2013)
recibieron Ciclosporina, de P-gp comparado con portadores del
rs1045642 )
trasplante renal tacrolimus y alelo C (p=0.02).
sirolimus.
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CYP2C9

88 pacientes de

Metformina +

glibenclamida

Pacientes portadores de los alelos AA,
AC de rs622342 y *1*3, mostraron

rs1799853 i . y (Naja et al., 2020)
“2) Libano con DT2 mayor beneficio en reduccion de
HbAlc a 3 y 6 meses.
rs1057910 i i _
+3) 400 pacientes Metformina + La variante CYP2C9*3 se encontro (Castelan-
mexicanos con glibenclamida asociada con un buen control Martinez et al.,
DT2 glucémico (p=0.024). 2018)
Metformina, Pacientes con el genotipo TT y que
248 pacientes glibenclamida o son portadores de *1/*1 poseen (Cuautle-
rs1934969 mexicanos con metformina + mayores niveles de HbAlc Rodriguez et al.,

DT2

glibenclamida.

comparados con los portadores del

alelo mayor A.

2019)
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El 75% de la poblacion que vive con diabetes en México no se encuentra bajo
criterios de control definido por HbAlc. Aunque la diabetes es una enfermedad
multifactorial, existen antecedentes que logran asociar la presencia de
polimorfismos de un solo nucleétido de genes involucrados en la farmacocinética o
farmacodinamia de los tratamientos para la DT2, con un mejor control glucémico en
pacientes con DT2. En México el tratamiento de primera linea es metformina y la
terapia combinada més utilizada es la combinacion con sulfonilureas. Conocer si los
factores genéticos de polimorfismos de un solo nucleétido estan asociados a un
buen control glucémico, puede contribuir a disminuir la prevalencia de no control

glucémico en la poblacién mexicana que vive con diabetes.
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4.- JUSTIFICACION.,

Aunque existen terapias novedosas disponibles para el tratamiento de la diabetes
tipo 2, en México la terapia combinada mas utilizada es metformina+glibenclamida.
Existen factores como las variaciones genéticas inherentes que pueden contribuir a
la variabilidad de respuesta a farmacos, ya que, multiples genes codifican proteinas
directamente involucradas en la farmacocinética y farmacodinamia de los farmacos
Conocer los aspectos farmacogenéticos de los farmacos més comidnmente
prescritos para tratar diabetes en poblacién mexicana no solamente retroalimentaria
un mejor conocimiento de la fisiopatologia y terapéutica de la enfermedad, sino
también puede contribuir al perfilamiento mateméatico de una poblacion
escasamente estudiada en México en lo que se conoce como medicina
personalizada. Las herramientas analiticas de la bioestadistica y la bioinformatica,
pueden ser aplicables en muchos campos incluido la medicina y especificamente
en la terapéutica. La intervencion y atencion de las variables clinicas, bioquimicas y
farmacogenéticas puede contribuir a la disminucién de la prevalencia de pacientes
mexicanos con diabetes tipo 2 con el estatus de no controlado, la proporcion de
pacientes que demanden atencidbn médica y quirdrgica de las complicaciones
asociadas a la diabetes, repercutiendo en la tasa de mortalidad, gasto en salud y

ausentismo.
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5.- PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe asociacion con el control glucémico definido por HbAlc y alguna de las
variantes alélicas de los polimorfismos de los genes SLC22A1 (rs72552763 y
rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828), ABCB1 (rs1128503,
rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853, rs1057910 y rs1934969) en
pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 en tratamiento con metformina,

glibenclamida o ambas?

P: Pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 en tratamiento con

metformina, glibenclamida o ambas).
I: NA.

C: Variantes alélicas de los polimorfismos de los genes SLC22A1 (rs72552763 y
rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828), ABCB1l (rs1128503,
rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853, rs1057910 y rs1934969).

O: Control glucémico definido por HbAlc.
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6.- PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS.

HO: No existe asociacion entre el control glucémico definido por HbAlc y alguna de
las variantes alélicas de los polimorfismos de los genes SLC22A1 (rs72552763 y
rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828), ABCB1 (rs1128503,
rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853, rs1057910 y rs1934969) en
pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 en tratamiento con metformina,

glibenclamida o ambas.

H1: Si existe asociacion entre el control glucémico definido por HbAlc y alguna de
las variantes alélicas de los polimorfismos de los genes SLC22A1 (rs72552763 y
rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828), ABCB1 (rs1128503,
rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853, rs1057910 y rs1934969) en
pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 en tratamiento con metformina,

glibenclamida o ambas.
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7.- OBJETIVOS.

Objetivo primario.

1.

Determinar si existe asociacion entre el control glucémico definido por HbAlc
y alguna de las variantes alélicas de los polimorfismos de los genes SLC22A1
(rs72552763 y rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828),
ABCB1 (rs1128503, rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853,
rs1057910 y rs1934969) en pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo

2 en tratamiento con metformina, glibenclamida o ambas.

Objetivos secundarios.

1.

2.

3.

Determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos de los genes
SLC22A1 (rs72552763 y rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3
(rs2076828), ABCB1 (rs1128503, rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9
(rs1799853, rs1057910 y rs1934969) en pacientes mestizos mexicanos con
diabetes tipo 2 en tratamiento con metformina, glibenclamida o ambas.
Agrupar a los pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 de acuerdo
al tratamiento que reciben, ya sea con metformina, glibenclamida o ambas.
Agrupar a los pacientes mestizos mexicanos con diabetes tipo 2 de acuerdo
al genotipo de los polimorfismos de los genes SLC22A1 (rs72552763 y
rs622342), SLC22A2 (rs316019), SLC22A3 (rs2076828), ABCB1
(rs1128503, rs2032582 y rs1045642) y CYP2C9 (rs1799853, rs1057910 y
rs1934969).

58



8.- MATERIAL Y METODOS.

8.1.- Tipo y disefio del estudio.

Por intervencion del investigador: Observacional.
Por el objetivo: Clinico, analitico y de asociacion.
Por la temporalidad: Longitudinal.

Por la obtencidn de la informacion: Ambispectivo.
Por la direccionalidad: Ambispectivo.

Por el nUmero de sedes: Unicéntrico

8.2.- Poblacion.
Pacientes mestizos mexicanos con diagnostico de diabetes tipo 2 que reciben

tratamiento con metformina, glibenclamida o ambas.

8.3.- Tamafio de la muestra.
Para el célculo del tamafio de la muestra se utilizé la formula para estimar una

proporcién en una poblacion infinita:

ZiXpXq
82

Donde

Z«?: Es el valor de una variable aleatoria que tiene distribuciéon normal estandar, en
donde se acumula una probabilidad de 1-a, para cuando alfa tiene un valor de
0.05 = 1.96*1.96.

g: Es la proporcion estimada del parametro poblacional= 0.5.
p: Valor de 1-p=0.5
0: Es el valor de la amplitud del intervalo de confianza= 0.06.
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El valor de delta fue obtenido a partir de estudios previos como el de Menjivar et
al, 2020, con una n= 265. Se utiliz6 la formula de calculo del tamafio de la muestra
para estimar una proporcion en una poblacion infinita y se despejo el valor de

delta:

’0.5 * 0.5 ’0.25
6 =1.96 % s 1.96 = 265 1.96 * v0.00094 = 1.96 x 0.0307 = 0.06

Célculo del tamafio de la muestra para una proporcion no conocida (p= 0.50):

38416+ 0.5%0.5  0.9604

_ - = 266.77 més 20% = 320
n 0.062 0.0036 mas 20%

Céalculo del tamafio de la muestra para la frecuencia del alelo mayor y menor de
rs72552763.

Considerando p= 0.76 y g= 0.24 reportado por Menjivar et al., 2020, previamente
para rs72552763:

_3.8416+0.76 x0.24  0.7007

_ — — 194.64 més 20% = 233.56
n 0.062 0.0036 mas 20%
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8.4.- Criterios de seleccion.
8.4.1.- Inclusioén.

Diagnostico de diabetes segun la ADA 2020/GPC 2015.

Mas de 18 afios de edad.

Derechohabientes del HRAEI.

En tratamiento con metformina, glibenclamida o ambas por minimo 3

meses.

Pacientes que acepten firmar el consentimiento informado.

8.4.2.- Exclusion.

Pacientes con complicaciones macro vasculares.
Alcoholismo cronico.

Patologia pancreéatica previa.

Uso de una medicacion distinta a metformina, glibenclamida o ambas.

Pacientes no derechohabientes del HRAEI.
No apego al tratamiento.
Mujeres en edad fértil en tratamiento anticonceptivo.

Medicamentos para control de peso (p.ej. Esteroides, sibutramina).

8.4.3.- Eliminacion.

Retiro voluntario del paciente.

No adherencia al tratamiento.
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8.5.- Operacionalizacion de variables.

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

la OMS

2.- Sobrepeso
3.- Obesidad |
4.- Obesidad Il
5.- Obesidad

morbida
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Variables bioquimicas y genéticas.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Unidad de Tipo de
medicion variable

Glucosaen Concentracion de Dato obtenido a partir de los  mg/dl Cuantitativa

ayuno glucosa en sangre (sin  resultados de andlisis de continua
haber comido ni bebido laboratorios a través
nada durante 8 horas del Sistema Integral de
antes de la prueba). Laboratorios, determinado

con un rango de referencia
ideal de 70 - 99 mg/d|

Glucosaen Condicién de Dato obtenido a del ultimo 0.- Menor a Cualitativa

ayuno laboratorio que estudio de laboratorio 126mg/dl dicotémica

controlada diferencia entre el previo a la toma de muestra
sujeto controlado y no  para genotipificacion. 1.- Mayor a
controlado respecto a Definicién de control en 126mg/dl
los niveles de glucosa  ayuno <126mg/dl
en ayuno.

%HbAlc Porcentaje de Dato obtenido del ultimo Porcentaje Cuantitativa
hemoglobina unida a estudio de laboratorio continua
glucosa. previo a la toma de muestra

para genotipificacion

Control Condiciéon de Definicion de control por 0.- Menor a 7 % Cualitativa

HbA1C laboratorio que HbAlc: <7 % 1.- Mayor a 7 % dicotomica
diferencia entre un
sujeto controlado y no
controlado a partir del
porcentaje de HbAlc.

Cantidad total de Dato obtenido a partir de los mg/dI Cuantitativa

Colesterol colesterol en la sangre. resultados de andlisis de continua

total laboratorios a través
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del Sistema Integral de
Laboratorios, determinado
con un rango de referencia
ideal de 125 a 200 mg/dL.

Control Condicion que define Dato obtenido a partir del 0.- Menor a Cualitativa

colesterol. colesterol elevado y perfil lipidico de los 200mg/dI dicotémica
colesterol en rangos pacientes, tomando como 1.- Mayor a
normales. control un punto de corte de  200mg/dl

200mg/dl.

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

Control TAG. Condicion de Dato obtenido a partir delo  0.- Menor de Cuantitativa
laboratorio que define reportado en los estudios 150mg/dI dicotémica
triglicéridos elevados o de laboratorio. 1.- Mayor de
en rangos normales. Punto de referencia: 150mg/dI

150mg/dl

SLC22A1, Polimorfismo en el gen  Dato obtenido a partir 1.- GAT/GAT. Cualitativa

Met420del SLC22A1, en el exén genotipificacién por 2.- GAT/del. nominal

(rs72552763). 7, donde hay una discriminacion alélica 3.- del/del.
delecion de 3 bases mediante de PCR en tiempo
(ATG) en el coddn 420. real.

SLC22A1, Variante intrénica en la  Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa

1386 C>A; posicion 1386 entre el  genotipificacion por A/A nominal

(rs622342). intrén 8y 9. discriminacion alélica 2.- Heterocigoto

mediante de PCR en tiempo

real.

AIC

64



3.- Homocigoto
CiC

SLC22A2; Polimorfismo del gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa
p.Ala270Ser; SLC22A2, donde hay genaotipificacién por ciC nominal
(rs316019) un cambio de una discriminacién alélica 2.- Heterocigoto

alanina por una serina  mediante de PCR en tiempo C/A

en la posicién 270. real. 3.- Homocigoto

AIA

SLC22A3; Polimorfismo del gen Dato obtenido a partir 1.- Homicgoto C/C  Cualitativa
c. C698G SLC22A3, donde hay genotipificacion por 2.- Heterocigoto nominal
rs2076828 un cambio de una discriminacion alélica C/IG

citocina por una mediante de PCR en tiempo 3.- Homocigoto

guanina en la posicién  real. GIG

698.
ABCB1; Polimorfismo en el gen  Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa
g. C1236T,; ABCBL1, localizado en genotipificacién por ciCc nominal
(rs1128503). la cadena de DNA, discriminacién alélica 2.- Heterocigoto

aminoacido 1236, mediante de PCR en tiempo C/T

donde hay un cambio real. 3.- Homocigoto T/T

de citocina por timina.
ABCB1; Polimorfismo del gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto A/A  Cualitativa
p. Ala893Thr; ABCBL, en el codon genotipificacion por 2.- Heterocigoto nominal
(rs2032582). 89, donde hay un discriminacion alélica AIG

cambio de alanina por  mediante de PCR en tiempo 3.- Homocigoto

treonina. real. GIG
CYP2C9; Polimorfismo del gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa
g. 430 C>T; CYP2C9, en genoatipificacion por *1/*1 nominal
p. aminoacido 430, donde discriminacion alélica 2.- Heterocigoto
Arg144Cys; hay un cambio de mediante de PCR en tiempo *1/*2
(rs1799853). citosina por timina. real. 3.- Homocigoto

*2/*2

CYP2C9; Polimorfismo del gen Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa

CYP2C9, en genotipificacion por *1/*1 nominal
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g. 1075 A>C aminoécido 1075, discriminacién alélica 2.- Heterocigoto
p.lle359Leu donde hay un cambio mediante de PCR en tiempo *1/*3
(rs1057910). de una adenina por real. 3.- Homocigoto

citosina. *3/*3
CYP2CY9; Polimorfismo en el gen  Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa
g.818delA; CYP2C9, donde hay genotipificacién por *1/*1 nominal
p.Lys273Arg un cambio de lisina por discriminacion alélica 2.- Heterocigoto
(rs9332131). arginina en el codon mediante de PCR en tiempo *1/*6

273. real. 3.- Homocigoto

*6/*6

CYP2C9; Polimorfismo intrénico ~ Dato obtenido a partir 1.- Homocigoto Cualitativa
IVS8-109 en el gen CYP2C9, genotipificacién por A/A nominal
A>T localizado en la regiébn  discriminacion alélica 2.- Heterocigoto
(rs1934969)  8-109, donde hay un mediante de PCR en tiempo A/T

cambio de adenina por real. 3.- Homocigoto T/T

timina.

8.6.- Procedimiento de obtencién de la informacion.
8.6.1 Genotipificacion.

EL ADN gendmico (ADNg) fue obtenido a partir de muestras de sangre periférica
obtenidas por flebotomia. La sangre fue recolectada en tubos con EDTA del cual se
separ6 plasma (para mediciones metabdlicas) y alicuotas de 1000 ul que fueron
congeladas y almacenadas para su uso posterior. Se realizé la extraccion de ADNg
a partir de 200ul de sangre venosa usando reactivos de aislamiento UltraClean®
BloodSpin® DNA (Mo Bio Laboratories; Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA). Para
evaluar la integridad y concentracion del material genético se utilizo electroforesis
en agarosa 1% y espectrofotometria usando NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
Scientific, Wilmington DE, USA), respectivamente. Las determinaciones alélicas de
los polimorfismos de los genes CYP2C9, SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3 y ABCB1,
fueron realizadas mediante discriminacion alélica con sondas TagMan® con PCR
en tiempo real usando el equipo Fast7300, ambos de Applied Biosystems (Thermo
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Fisher Scientific, Foster City, CA, USA). Las reacciones fueron realizadas en un
volumen de reaccion final de 10 ul, con 30 ng de ADN gendmico templado, 1X
TagMan® Universal PCR Master mix system de Applied Biosystems, 1X de cada
sonda evaluada (CYP2C9*1: C _ 160889442 10, CYP2C9*2: rs1799853,
C_25625805_10; CYP2C9*3: rs1057910, C_27104892_10; CYP2C9*6: rs9332131,
C_32287221 20; SLC22A1:rs12208357, C__30634096_10; SLC22A1: rs2282143,
C__ 15877554 _40; SLC22A1: rs594709, C__ 1898206 20; SLC22A1: rs622342,
C__ 928527 _30; SLC22A1: rs628031, C__ 8709275 60; SLC22A1: rs683369,
C__ 928536_30; SLC22A1:rs72552763, C__34211613_10; SLC22A2: rs316019,
C__ 3111809 20; SLC22A3:rs2076828, C__ 2763995 1 ; SLC22A3:rs8187725,
C__ 30633894 _10; ABCBL1: rs1045642, C__ 7586657 20; ABCB1: rs1128503,
C__ 7586662 10; ABCB1: rs2032582, C 11711720D_40; ABCB1: rs2032582,
C_11711720C_30; ABCB1: rs2032588, C_ 11711718 10).. Las condiciones de

amplificacion fueron previamente descritas (Cuautle-Rodriguez et al., 2019).

El polimorfismo intrénico CYP2C9 IVS8-109A>T (rs1934969) fue analizado usando
la combinacion de PCR con fragmentos de restriccion de longitud polimorfica
(PCR/RFLP). El PCR punto final fue realizado utilizando el equipo Mastercycler®
384 (Eppendorf, Hamburg, Germany). Para identificacion de los genotipos se realizé
la digestion de los productos de amplificacion con la enzima Hinfl (New England
BioLabs Inc., Ipswitch, MA, USA; cat no. RO155S) y se observé el patron de
restriccion obtenido para cada paciente mediante electroforesis en geles de agarosa
2%. La restriccion del alelo CYP2C9 IVS8-109T dio como resultado fragmentos de
468 y 154 pb, mientras una banda de 622pb correspondientes a fragmentos no
cortados correspondié al alelo de CYP2C9 IVS8-109A, la combinacion de estos
patrones denoté a los individuos heterocigotos. Las frecuencias alélicas y
genotipadas de OCT1, OCT2, OCT3, ABCB1 y CYP2C9 fueron obtenidas por
conteo directo.
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8.6.2. Determinacion plasmatica de metformina.

De los 204 candidatos iniciales, 101 fueron excluidos de los andlisis por las
siguientes razones: 2 muestras de plasma fueron insuficientes, 14 fueron reportadas
como no cuantificada y 29 fueron reportadas como no determinado (total 45),
mientras que, 56 mas fueron perdidos durante el seguimiento (41 por cambios en
tratamiento y 15 por no tener registros de HbAlc) (Esquema 1). De los 103
pacientes incluidos, la concentracion plasmatica solo pude ser determinada en 86,
9 habian sido registrado como no determinados y 8 mas fueron no cuantificados
(por suero hemolizado o suero lipémico). Las determinaciones fueron realizadas en
la Unidad de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UNAM. La metodologia
fue validada de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA 1-2013, la cual
establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es
intercambiable; los requerimientos mandatorios autorizados que terceros deben
observar; que investigacion o instituciones de asistencia sanitara podran realizar
pruebas de biocomparabilidad; y procedimientos internos de validacion. El estudio
ademas adhiere requerimientos internaciones que aceptan parametros que fueron
establecidos en el Standard Operating Procedure SOP-UA-05-09 “Validation of
analytical methodology on special and bioavailability and/or bioequivalence studies”.
El método analitico fue selectivo para la cuantificacion de metformina y
glibenclamida plasmatica, sin interferencia de compuestos enddgenos o exdgenos.
La metodologia empleada logro ser selectiva, lineal, precisa y exacta sobre el rango

de concentracion evaluado.

Para el analisis de las muestras, se utilizé técnica de Cromatografia de liquidos
acoplado a detecciéon de MS/MS en modo MRM. El espectrometro de masas fue un
equipo Agilent Technologies G6490A. En la preparacion de las curvas de calibracion
y controles para el analisis de las muestras fueron empleadas las siguientes
sustancias como referencia: Clorhidrato de metformina (U.S.P batch RO69HO,
pureza 97%), glibenclamida (U.S.P lote R022S0, pureza 99.4%) y loratadina (U.S.P

lote RO52U0, pureza 99.8%). Para la cuantificacion de metformina/glibenclamida

68



plasmatica, se seleccion¢ la tasa de masa/carga de metformina 130.1/71.0, y para
glibenclamida 494.0/369.0 y el estandar interno loratadina 383.1/337.1. Para la
separacion y determinacion de analitos, se empleé una columna Phenomenex
2.0X100mm, 3.0 p. La elucion isocratica se llevo a cabo empleando como fase movil
un formato de amonio acidificado 10mM: A proporcion de formiato (35%) y

acetonitrilo (65%).

Los analitos fueron previamente extraidos a través de extraccion/precipitacion de
proteinas: Una alicuota de 100uL fue extraida de la muestra del plasma y
subsecuentemente depositada en un microtubo. Adicionamos una alicuota de 10 pL
de la solucién del estandar interno de loratadina (30 pug/mL). Para llevar a cabo la
precipitacion de proteinas, adicionamos una alicuota de 400 pL de acetonitrilo grado
HPLC. El tubo fue agitado en un vortex multiple a velocidad méaxima por 1 minuto.
El tubo fue centrifugado a 13 000 rpm y a 4° C por 5 minutos. Recobramos 250 pL
del sobrenadante y lo transferimos a una laminilla de 96 pozos. El volumen de
inyeccién en el sistema cromatogréafico fue de 2.0 uL. EI método fue lineal en el
rango de 20-10000 ng/mL para metformina y de 2 a 400 ng/mL para glibenclamida.
Los coeficientes de variacion intra e inter dia fueron de menos del 15%. En el caso
de metformina, un rango de recuperacion de 89.676 a 90.731% y para glibenclamida
un rango de recuperacion de 95.571 a 96.697. La relacion entre la respuesta
cromatografica y la concentracion de cada curva de calibracion fue ajustada a través
de una regresion lineal por minimos cuadrados para metformina. Para cuantificar
las muestras plasmaticas, la regresion fue realizada a través del software Mass

Hunter B.08 Quantitative Analysis.

Los pacientes fueron citados por su respectivo médico tratante, teniendo un periodo
de al menos 8 h de ayuno. Todas las muestras de sangre fueron tomadas dentro de
un intervalo de 8 h después de la dosis diurna de metformina. Una muestra de
sangre venosa periférica de 10 mL fue extraida usando tubos EDTA Vacutainer. La
muestra fue centrifugada a 400x g por 5 minutos a 4°. Una vez que el plasma fue

obtenido, las alicuotas se realizaron usando tubos Eppendorf y las muestras fueron
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congeladas a -80°C hasta que la determinacién del farmaco fuera realizada

simultdneamente en todos los pacientes.

8.6.3. Evaluacion clinica.

De los 204 pacientes inicialmente evaluados, 52 fueron eliminados debido a que no
cumplian criterios de inclusion. De estos, 152 permanecieron en observacion, 26 no
tuvieron HbAlc reportada en sus expedientes y 23 no tenian reporte de
concentracion plasmatica de metformina, asi, solo 103 pacientes fueron aptos para

el andlisis del biomarcador (Esquema 1) (Ortega-Ayala et al., 2022).

Los pacientes fueron reclutados de acuerdo a los siguientes criterios de inclusion:
(i) Pacientes que estuvieran bajo tratamiento con metformina o la terapia combinada
metformina+glibenclamida, (ii) Los pacientes debian estar bajo un régimen de
esquema terapéutico de por lo menos 3 meses; (iii) Que las caracteristicas y
antecedentes de los pacientes estuvieran accesibles en el expediente clinico
correspondiente al centro, particularmente los datos de dosis de farmacos
(incluyendo los agentes hipoglucemiantes) durante lo anteriormente mencionado,
por 3 meses; (iv) Los expedientes clinicos debian contener parametros
antropométricos (WHO, 1995) y reportes de laboratorio clinico realizados en el
Hospital Regional en un niumero de clave para variables bioguimicas (incluyendo
HbAlc a través de HPLC, en un Variant Il Turbo 2.0 Bio-Rad, Hercules CA, USA;
glucosa en ayuno, colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos, creatinina por fotometria
en un analizador quimico AU480, Beckman Colter, Brea CA, USA). Una base de
datos fue creada para recuperar y analizar la informacién de 103 pacientes incluidos
en el estudio. La revision de los expedientes fue realizada a través de un muestreo

probabilistico aleatorio.
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Pacientes evaluados para
elegibilidad (n= 204).

Determinacion plasmatica de
metformina.

Evaluacion clinica.

Muestras para cuantificacion de

metfarmina (n=204). No cumplieron criterios de inclusion (n=52).

Excluidos (n=52).

Recibieron otro tratamiento.

Cuantificacion de metformina
plasmatica.
Muestra insuficiente (n=2).
Mo cuantificable (n=14).
Indeterminado (n=29).

Grupos- Metformina (n=84) o
metformina+glibenclamida (n=68).
Asignado a intervencién (n=152).

Determinadas (n=159).

I

Pérdidias en el seguimiento
(n=56).
Cambio a otro tratamiento
(n=41).
Sin reporte de HbAlc (n=15).

Pérdidas en el seguimiento (n=49).
Sin datos de HbAlc en grupo de
metformina (n=11).

Sin datos de HbAlc en grupo de
metformina+glibenclamida (n=15).
Sin datos de IMC (n=10).

Sin datos de tiempo de fratamiento (n=13).

Casos analizados (n=103).

Esguema 1. Diagrama de flujo CONSORT de la muestra del estudio.

Tomado de: (Ortega-Ayala et al., 2022)
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8.7.- Andlisis estadistico.

La distribucion de los datos fue evaluada a través de la prueba de Shapiro-Wilk o
Kolmogorov-Smirnov segun fuera necesario. Las variables con distribucién normal
son mostradas con media y desviacion estandar mientras que, las variables con
libre distribucidbn son mostradas con mediana y rangos intercuartilares. Los
pacientes fueron agrupados de acuerdo a (i) Control o no control de HbA1c; (ii) Tipo
de tratamiento; y (iii) polimorfismos de SLC22Al1 (OCT1), SLC22A2 (OCT2),
SLC22A3 (OCT3), ABCB1 y CYP2C9, donde %HbAlc y concentracion plasmatica
de metformina fueron evaluados. Variables con distribucion normal fueron
comparadas con la prueba t de Student mientras que, variables con libre distribucién
fueron comparadas con la prueba U de Mann Whitney. Cuando se compararon
variables con libre distribucién entre 3 grupos, la prueba de Kruskal-Wallis fue
empleada. Las variables cualitativas fueron comparadas usando la prueba Chi
cuadrada de Pearson o la prueba exacta de Fisher cuando fuera necesario. Las
variables ordinales fueron comparadas a través de la prueba U de Mann Whitney.
Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los analisis
fueron realizados usando SPSS version 23 para Windows (IBM Corp., Armonk, NY,
USA).

8.7.1. Andlisis de frecuencias alélicas y genotipicas.
Las frecuencias alélicas fueron contadas y los valores esperados fueron calculados
para cada genotipo. Un valor de p>0.05 definié que las frecuencias se encontraban

en Equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado a través de la prueba Chi cuadrada de

Pearson.

8.7.2. Regresion logistica.

Nos enfocamos en los hallazgos estadisticamente significativos de HbAlc por
genotipos de cada SNPs, dichos genotipos fueron rs72552763 y rs622342 en OCT1,
rs1128503 y rs2032582 en ABCBL1 (tabla 7).
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Un modelo codominante fue realizado para cada SNP, asumiendo que cada
genotipo implicaba un riesgo diferente para la variable dependiente, la cual fue el
no control definido como HbA1c 27%. Adicionalmente, cada SNP se le realizé un
modelo de regresion logistica simple o multiple aplicando un modelo genotipico
dominante. El modelo multiple fue ajustado de acuerdo a edad, tiempo de
tratamiento, tipo de tratamiento e IMC, los cuales muestran OR (IC95%) en cada

caso. Se consider6 un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.

Un segundo modelo de regresion logistica multiple fue realizado considerando
rs72552763 y rs622342 en OCT1 y rs1128503 y rs2032582 en ABCB1 como
diplotipos. Los valores de referencia para las variables cualitativas fueron IMC de
menos de 25 Kg/m?, terapia con metformina, y para ambos polimorfismos fue el
heterocigoto y el homocigoto recesivo en cada modelo de los polimorfismos
analizados. La variable dependiente fue no control definido por HbA1c 27%. Las
referencias fueron seleccionadas de esta forma para explorar el riesgo de no control
para un paciente con un IMC 225 Kg/m?, con terapia combinada y portador de los
genotipos GAT/GATrs72552763 con A/Ars622342 en un primer modelo y
C/Crs1128503 con G/Grs2032582 en un segundo modelo.
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9.- RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1 Caracteristicas generales de los pacientes por agrupados por tipo de
tratamiento.

Se agruparon a los pacientes de acuerdo al tipo de tratamiento recibido ya sea
metformina (n= 59) o la terapia combinada metformina + glibenclamida (n=44)
(Tabla 3). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso
evaluado en kilogramos siendo mas alto en los pacientes que toman la monoterapia
con metformina (p= 0.022), caso similar para la evaluacion del indice de masa
corporal (p= 0.020) estos datos no concuerdan con una de las reacciones adversas
mas comunmente adjudicadas a la metformina que es la pérdida de peso y por el
contrario, en caso de la glibenclamida una ganancia discreta en el peso (Khan et
al., 2021; Morantes-Caballero, 2017) sin embargo este hallazgo es similar al
reportado por Menjivar et al., 2020. Una posible explicacién de este hallazgo es el
hecho de encontrar diferencias estadisticas en el tiempo de tratamiento en afios,
siendo de 3 (1.25 — 7.5) en pacientes que toman metformina y de 7.5 (3 — 14.5) en
pacientes que toman la monoterapia. ElI sindrome metabdlico y la presencia de
diabetes estan asociados, con una tasa de conversion anual a diabetes cercana al
10%, por lo que es posible que este hallazgo sea secundario al sindrome metabdlico
que dio origen a la DT2 (Ogura et al., 2017) y en el caso de un peso inferior en los
pacientes con la terapia combinada, es posible al efecto de disminucion de la
metformina aunado a la sarcopenia que es resultado de un inadecuado control
glucémico (Kassper, 2016) y es que, precisamente estos pacientes tienen mayores
niveles de HbAlc comparado con los pacientes que toman la monoterapia (p<0.001)
asi como la prevalencia de no control que es de 88.6% en el grupo de la terapia
combinada y de 27.5% en el grupo de la monoterapia (p<0.001). En cuanto a la
prevalencia de no control, en nuestra muestra fue de 56.5%, resultado un tanto
distinto al 11.6% nacional que se puede constatar en la base de datos de la
ENSANUT 2020 COVID 19 y menor que la reportada en la ENSANUT 2012 que fue
de 75% para el no control glucémico definido por HbA1c 27% (ADA, 2022; IMSS,
2018).
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Tabla 3. Datos antropométricos y de bioquimica clinica de pacientes con diabtes tipo 2 (DT2)

agrupados por tipo de tratamiento.

Metformina +

. Metformina : .
Variable n= 59 (57.3%) C;Ilbfgagn;!g? p valor
Edad (afios) 55.8 £10.83 53.11 £11.28 0.225t
Peso (Kg) 78.83 £16.73 71.72 £13.39 0.022*
Sexo “n” (%)
Femenino 42 (71.2%) 31 (70.5%) i
Masculino 17 (28.8 %) 13 (29.5%) 0.936
Periodo de
tratamiento 3(1.25-17.5) 7.5(3-14.5) <0.001*Y
(ARos)
IMC (Kg/m?) 31.92 £6.29 29.23 £4.81 0.020*
Peso normal 4 (6.8%) 7 (15.9%)
Sobrepeso 20 (33.9%) 19 (43.2%)
Tipo de obesidad
| 18(30.5%) 8 (18.2%) 0.0747
I 12 (20.3%) 8 (18.2%)
11 5 (8.5%) 2 (4.5%)
Concentracion
- 290.75 570.91
plasmatica de (107.69-815.02) (170.58-1043.33) 0-203°
metformina (ng/mL)

Glucosa (mg/dL) 115.5 (102-157) 192.5 (139-238.5) < 0.001*Y
HbAlc % 6.4 (5.9-7.3) 9.05 (7.55-10.9) < 0.001*Y
Control 43 (72.9%) 5 (11.4%) < 0.001%%

No control 16 (27.1%) 39 (88.6%) '
CO'%rSng;g'L)tOta' 175.05 +39.46 182.1 +33.78 0.360"
Control 41 (70.7%) 27 (67.5%) 0,736
No control 17 (29.3%) 13 (32.5%) '
Colesterol LDL 91.41 +32.43 103.69 +29.89 0.105t
(mg/dL)
Co'iﬁzr/g'l_)HDL 41 (34.55-45.75) 415 (36.8 -47.2) 0.806Y
Triglicéridos (mg/dL) 194 (131-223.5) 157 (131-252) 0.925Y
Control 16 (29.1%) 17 (44.7%) 0121
No control 39 (70.9%) 21 (55.3%) '
Tasa de filtracion
glomerula4r) (MDRD- 93.4 (87.81-115.16) 103.4 (89.23-131.7) 0.329Y
Dosis de metformina ;64 g5.1700) 2125 (1700-2550) 0.001*
(mg/dia)
Dosis diaria de
metformina 19.25 (11.92-25.84) 29.2 (21.55-34.21) <0.001*!Y

(mg/kg/dia)

Variables con distribucién normal son presentadas con Media y + desviacion estandar, variables con libre distribuciéon son
presentadas con mediana y rangos intercuartilares 25-75%, ' Prueba t de Student, Y Prueba U de Mann Whitney, X' Prueba

Chi cuadrada de Pearson, * Significancia estadistica (p<0.05).



Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con diabetes tipo 2 (n= 103).

: -~ Frecuencias
Gen SNP Frecuencias genotipicas

alélicas
GAT/GAT  del/GAT del/del GAT del “p=
SLC22A1 572552763 0.427 (44) 0.447 (46) 0.126 (13)  0.650 0.349  0.984
(OCT1) AA AC cC A C
rs622342 0.398 (41) 0.388 (40) 0.214 (22) 0.592 0.407 0.138
A AIA A
SLC22A c/C c/ / C e
(OCT2) rs316019 0.913 (94) 0.078 (8) 0.01(1) 0.951 0.048 '
SLC22A3 c/c CIG GIG C G
(OCT3)  rs2076828 0.757 (78) 0.204 (21) 0.039 (4) 0.859 0.140  0.280
cc cT TT C T
rs1128503  (.262(27) 0.437 (45) 0.301(31) 0.48 0.519  0.447
ABCBL cc CT TT C T
rs1045642 0.35 (36) 0.447 (46) 0.204 (21)  0.556 0.443  0.674
2032582 GG GT TT TA GA G T A
0.330 (34) 0.417 (43) 0.165 (17) 0.019 (2) 0.058 (6) 0.573 0.387 0.039 0.879
r317(,?2%853 *1/%1 *1 /%2 *1/+3 *2/+3 x1 w3
rslcg)glo 0.825(85)  0.097 (10)  0.068 (7) 0.01(1) 0.907 0.053 0.038 0.848
CYP2Cc9 rs1934969 A/A AIT TIT A T
(IVS8-
109A>T) 0.661 (69) 0.328 (27) 0.041 (7) 0.81 0.19 0.197

*P Para prueba de Chi cuadrada para prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg.

9.2 Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de Hardy-Weinberg.

Analizamos las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los genes
en la tabla 4. Hasta donde es de nuestro conocimiento, se reporta por primera vez
las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con diabetes tipo 2 de los
polimorfismos mas frecuentes del gen ABCBL1: en el exén 12 C1236T (rs1128503),
en el exon 21 G2677T/A (rs2032582) y en el exdn 26 C3435T (rs1045642) (D. Wang
& Sadée, 2006). Todos los polimorfismos de los genes analizados se encontraron

en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05).
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9.3.- Frecuencias genotipicas de los pacientes agrupados segun el criterio de
control de HbAlc.

Como se muestra en la tabla 5, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas al comparar las frecuencias de pacientes con adecuado control
glucémico versus inadecuado control definido por HbAlc. Nuestros resultados son
diferentes a los hallazgos reportados por Menjivar et al., 2020 para el caso de las
frecuencias en rs72552763 , en nuestro estudio, encontramos frecuencias de
control y no control muy similares entre los genotipos GAT/GAT (47.9% vs 38.2%)
a diferencia del estudio de Menjivar donde la diferencia en frecuencia es de hasta 4
veces mas en los no controlados (33 vs 107; p=0.011) pudiendo considerar al
genotipo GAT/GAT como un genotipo de riesgo para el no control glucémico. En
este estudio tampoco encontraron diferencias en las frecuencias de rs622342 de
SLC22A1. Nuestros hallazgos incluso encuentran una frecuencia de no control
mayor en el heterocigoto y una menor proporcion en el homocigoto recesivo del/del,
gue son resultados un poco mas apegados a los hallazgos de (Shu, 2009). Sin

embargo, nuestros hallazgos no son estadisticamente significativos.
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Tabla 5. Eficacia terapéutica por SNP en pacientes con DT2 agrupados por criterio de control de

%HbALc.
Gene SNP Genotipo Control No control *p valor
(n=48) (n=55)
HbA1lc <7 (%) HbA1c 27 (%)
GAT/GAT 23 (47.9%) 21 (38.2%)
rS72552763 ~ qe|/GAT 18 (37.5%) 28 (50.9%) 0.392
SLC22A1 del/del 7 (14.6%) 6 (10.9%)
(OCT1) AIA 22 (45.8%) 19 (34.5%)
622342 AIC 15 (31.3%) 25 (45.5%) 0.324
cic 11 (22.9%) 11 (20%)
cic 43 (89.6%) 51 (92.7%)
s;.ggg)z rs316019 AC 5 (10.4%) 3 5.5%) 0.425
AA 0 (0%) 1 (1.8%)
cIC 40 (83.3%) 38 (69.1%)
S'(-gggf rs2076828 CIG 7 (14.6%) 14 (25.5%) 0.232
GIG 1(2.1%) 3 (5.5%)
ciC 13 (27.1%) 14 (25.5%)
rs1128503 cIT 19 (39.6%) 26 (47.3%) 0.710
T 16 (33.3%) 15 (27.3%)
GIG 17 (35.4%) 17 (31.5%)
GIT 21 (43.8%) 22 (40.7%)
ABCBL 5
rs2032582 TIT 8 (16.7%) 9 (16.7%) 0.662
TIA 0 (0%) 2 (3.7%)
GIA 2 (4.2%) 4 (7.4%)
cic 15 (31.3%) 21 (38.2%)
rs1045642 cIT 21 (43.8%) 25 (45.5%) 0.520
T 12 (25%) 9 (16.4%)
141 39 (81.3%) 46 (83.6%)
rs1799853 *1/*2 7 (14.6%) 3 (5.5%)
rs1057910 *1/+3 2 (4.2%) 5 (9.1%) 0.261
CYP2C9 23 0 1 (1.8%)
AA 30 (62.5%) 39 (70.9%)
rs1934969 AIT 14 (29.2%) 13 (23.6%) 0.643
T 4 (8.3%) 3 (5.5%)

*p para prueba de Chi cuadrada.
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9.4.- Concentracién plasmatica de metformina en pacientes agrupados segun
criterio de control por HbAlc y terapia recibida.

Un apartado importante en nuestro trabajo es que reportamos la concentracion
plasmatica de metformina, teniendo una mediana de 290.75 ng/ml en el grupo que
recibe metformina como monoterapia y de 570.91 ng/ml en el grupo que recibe la
terapia combinada con resultados un tanto similares al consenso reportado como
concentracion plasmatica de metformina normal en seres humanos 0.1 mg/L a
4mg/L (Khan et al.,, 2021). Aunque no evaluamos el aclaramiento renal, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
plasmatica de metformina para rs72552763 y posiblemente el aclaramiento renal de
metformina sea semejante en ambas poblaciones al tener las mismas
concentraciones plasmaticas (p= 0.358) en pacientes con HbA1lc<7% y (p=0.820)
en pacientes con HbA1c= 7%, un hallazgo que puede ser interpretado de manera
similar a los hallazgos de (Tzvetkov et al., 2009). En cuanto al caso del polimorfismo
rs316019 de OCT2 que es principalmente expresado en células tubulares renales,
en teoria se esperaria encontrar diferencias en las concentraciones plasmaticas de
metformina ya que, OCT2 tiene una funcion principalmente excretora (Lai, 2013)
ademas, los hallazgos reportados por Leabman et al., 2002 donde se muestra que
los valores de la Km (Constante de Michaelis Menten) son diferentes en el genotipo
de referencia comparado con el genotipo de la variante, se pudo haber visto
reflejado en las concentraciones plasmaticas de metformina de nuestros pacientes,
sin embargo no se hallaron diferencias al comparar entre pacientes controlados y

no controlados y tampoco entre genotipos de cada subgrupo (Tabla 6 y figura 2).

Hallamos diferencias estadisticas para las concentraciones plasméaticas de
metformina en el polimorfismo rs1128503 para genotipo CT, sin embargo, este
hallazgo no concuerda con lo reportado por (Llaudo et al., 2013) quien menciona
gue la mayor actividad de la P-gp esta dada por 1236CC y no por 1236CT. La P-gp
como bomba de eflujo deberia dar como resultado una mayor concentracion
plasmatica de metformina en el genotipo CC, luego en el CT y finalmente en el TT,

pero no fue posible replicarlo en nuestros hallazgos, es posible que en un analisis
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estratificado por dosis pudiera observarse este efecto. Para el caso de rs2032582,
se encontro diferencia al comparar entre los pacientes controlados y no controlados
en el genotipo G/T, en su trabajo, Llaudd et al., 2013 encuentra que la mayor
actividad de P-gp esta dada por el alelo GT, sin embargo, no solo encontramos
diferencias en la concentracion plasmética de metformina al comparar grupos de
pacientes por estatus de control sino que, a pesar de no haber diferencias
estadisticamente significativas, las concentraciones plasmaticas de metformina en
el genotipo GT dentro del grupo no controlado y el grupo controlado, son de las mas
bajas de los genotipos de rs2032582 (Tabla 6). Otro Hallazgo estadisticamente
significativo fue encontrado para el genotipo CT de rs1045642, al comparar entre
estatus de control (p= 0.002) y al comparar por genotipo dentro del grupo de
pacientes controlados (p=0.014) en este caso, lo que reporta Llaudd et al., 2013 es
que la mayor actividad de la P-gp se observa para los genotipos CC y CT de
rs1045642, sin embargo, nuestros hallazgos indican que las concentraciones de
metformina son mas bajas en el genotipo CT comparado con el genotipo CCy TT
de rs1045642 (Tabla 6 y figura 3). No se encontro significancia estadistica al evaluar
las concentraciones plasmaticas de metformina con los diferentes diplotipos de
CYP2C9 (Tabla 6 y figura 4). Hallazgos similares a los ya descritos y discutidos

pueden ser observados en la tabla 7 al agrupar por tratamiento.
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Tabla 6. Concentracion plasmatica de metformina en pacientes con DT2 agrupados por genotipo y por

control de %HbA1lc.

Control No control
Gen SNP Genotipo (ng/mL) mediana (ng/mL) mediana p
(RIC 25-75%) [n] (RIC 25-75%) [n]
GAT/GAT 376.9 (133.4 — 763) [17] 481.7 (185.9 — 971) [17] 0.812
1572550763 _ UEVGAT 137.1 (66.47 687.4) [14] 790.6 (228.8 — 1030.2) [27]  0.115
del/del 139.1 (107.6 — 264.3) [6] 785.6 (70.2 — 1642.7)[5]  0.792
SLC22A1 p 0.358 0.820
(OCT1) AIA 339.7 (129.8 — 700.9) [16] 526.3 (169 — 1000.9) [16]  0.616
1622342 AIC 102.6 (57.2 - 737.7) [12] 725 (254.5 — 969) [23] 0.141
CIiC 157.8 (132.1 — 687.4) [9] 795.4 (70.2 — 1642.7) [10]  0.604
p 0.381 0.821
CIC 151.9 (105.2 — 687.4) [34] 648.2 (183.3 — 1030.9) [46]  0.098
SLCA22A2  o1enio AIC 302.5 (283.4 — 589.5) [3] 804 (507.4 — 1025.8) [3] 0.827
(OCT2) A/A [0] [0] -
p 0.373 0.646
CIC 144.3 (105.2 — 763) [30] 685.7 (126.9 — 1030.2) [35]  0.286
SLC22A3 ,oeoo0 CIG 320.6 (157.8 — 618.8) [6] 611 (386.1 — 880.8) [11] 0.122
(OCT3) GIG 1321.6 [1] 1030.9 (723.9 — 1336.8) [3] -
p 0.734 0.634
CIC 763 (264.3 — 1321.6) [9] 526.3 (146 — 1004.7) [14]  0.450
(51128503 CIT 139.8 (90.3 — 649.7) [16] 844.7 (481.7 -1095.1) [22]  0.011*
TIT 150.1 (113.9 — 402.6) [12] 219.8 (70.2-530.7) [13]  0.624
p 0.233 0.066
GIG 496.5 (107.6 — 815) [13] 788.1 (146 — 1055.6) [16]  0.539
GIT 181.1 (118.2 — 768.5) [17] 491.4 (185.9 —884.2) [18]  0.041*
TIT 526.3 (142.5 — 752.7) [6] 210.8 (72.9 — 869.7) [9] 0.955
ABCBL 152032582 5 o] 2086 (1348.7 —3223.2)[2] -
G/A 105.2 [1] 428.9 (199.6 — 1158.2) [3] -
p 0.584 0.733
CIC 700.9 (133.4 — 1321.6) [10]  785.6 (233.3 —1017.8)[19]  0.891
(51045642 CIT 116.3 (85.7 — 157.8) [17] ¥ 530.7 (185.9 — 1095.1) [21]  0.002*
T/T 414.4 (264.3 — 876.5) [10] 290.5 (72.9 — 901.4) [9] 0.568
P= 0.014« 0.692
*1/*1 200.68 (111.5 — 815) [29] 725 (210.8 — 1030.9) [41]  0.222
*1 [*
(1799853 *1/*2 278.9 (92.9 — 481.5) [7] 107.8 (89 — 126.9) [3] 0.425
) s 851 G-z E
*1/*3 157.85 [1 712.3 (376.7 — 2078.2) [4 -
rsl(zfg)glo 23 -[0] 1705.38 [1] i
CYP2C9 *3/*3 - [0] - [0] -
p 0.753 0.077
A/A 151.9 (106.4 — 649.7) [24] 530.7 (210.8 — 1088.9) [33]  0.051
151934969 AT 451.6 (80.5 — 1321.3) [10] 785.6 (290.5 — 971) [13] 0.620
TIT 133.4 (122.5 — 474.2) [3] 22.817 (15.9-539.2)[3]  0.513
p 0.770 0.374

*Prueba U de Mann Whitney <0.05. ¥ P<0.05 Prueba de Kruskal Wallis. ¥ P<0.05 para pruebas posthoc entre

genotipos.
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Figura 2. Grafico de cajas de la concentracién plasmatica de metformina (ng/mL), incluyendo medianas, rangos
intercuartilares y puntos atipicos (circulos negros). (A) rs72552763 (OCT1). (B) rs622342 (OCT1). (C) rs316019 (OCT2).
(D) rs2076828 (OCT3). Los datos estan agrupados de acuerdo a genotipo y tipo de tratamiento (metformina del lado
izquierdo y metformina+glibenclamida del lado derecho. No se observan diferencias estadisticas.

En un andlisis de regresion lineal (figura 5) realizado por subgrupos terapéuticos
tomando como eje de las ordenadas las concentraciones plasmaticas de
metformina y como eje de las abscisas la dosis de metformina mg/kg/dia, se
encontré correlacion positiva en el genotipo CT en los pacientes que toman
metformina B= 26.202, p= 0.017, r’>= 0.252, estos hallazgos son congruentes con lo
que reporta (Llaudé et al., 2013) ya que, al estratificar por dosis utilizada en el grupo
que solo recibe metformina, se puede observar que a mayor dosis, mayor
concentracion plasmatica de metformina (p=0.017) lo que puede ser derivado de

una mayor actividad de la P-gp como se ha reportado previamente.
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Figura 3. Gréfico de cajas de la concentracion plasmatica de metformina (ng/mL), incluyendo medianas, rangos intercuartilares y valores
atipicos (circulos negros). (A) rs1128503. (B) rs2032582. (C) rs1045642. Todos de ABCB1l. Metformina a la izquierda,
metformina+glibenclamida a la derecha de acuerdo con genotipo. Solo el genotipo C/T de rs1128503 reporta diferencias estadisticas extragrupo
(**p=0.002) e intragrupo (*p=0.007).
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Figura 4. Gréfico de cajas de la concentracion plasméatica de metformina (ng/mL), incluyendo medianas, rangos intercuartilares y valores
atipicos (circulos negros). (A) rs1799853 (*1/*2) y rs1057910 (*1/*3) en CYP2C9. (B) rs1934969 (1VS8-109 A/T) en CYP2C9. Metformina a la
izquierda y metformina+glibenclamida a la derecha de acuerdo a genotipo. No se observaron diferencias estadisticas intra o extra grupo.
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Figura 5. Grafico de dispersion de concentracién de metformina (ng/mL) y dosis de metformina (mg/Kg/dia). Se muestra coeficiente angular
de regresion con p valor y coeficiente de determinacion. (A) Pacientes que reciben la monoterapia con metformina agrupados por genotipo de
ABCBL1 rs1045642. (B) Pacientes que reciben metformina+glibenclamida agrupados por genotipo de ABCB1 (rs1045642). El genotipo C/T
presenta una correlacion positiva entre pacientes que reciben la monoterapia con metformina (*: p=0.017).
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Tabla 7. Concentracion plasmatica de metformina en pacientes con DT2 agrupados por tratamiento y genotipo.

Metformin Metformin+Glibenclamide
Gene SNP Genotype (ng/mL) median (ng/mL) median p
(IQR 25-75%) [n] (IQR 25-75%) [n]
GAT/GAT 504 (129.8 — 923.7) [20] 366 (185.9 — 731) [14] 0.861
deliGAT 262.1 (57.2 — 765.1) [19] 797.3 (183.3—1088.9) [22]  0.067
r$72552763  jai/del 146.1 (119.9 — 792.9) [7] 427.9 (46.2 — 1336.3) [4] 0.705
SLC22A1 D 0.463 0.459
(OCT1) A/A 451.6 (126.1 — 876) [18] 366 (185.9 — 731) [14] 0.939
AIC 270.5 (57.2 — 770) [16] 790.6 (215.1 — 1030.2) [19] __ 0.154
5622342 ciC 237.5 (119.9 — 1063.4) [12] 785.6 (114 — 1994.8) [7] 0.447
D 0.639 0.682
cic 327.9 (105.2 — 815) [42] 511 (157.8 — 1030.9) [38] 0.272
SLCA22A2 AIC 283.4 (237 — 589.5) [4] 1025 (804 — 1247.5) [2] 0.165
(OCT2) rs316019 AA [0] -10] -
D 0.755 0.238
cIC 146.1 (102.6 — 810.1) [35] 608.2 (146 — 1055.6) [30] 0.206
SLC22A3 CIG 481.7 (264.3 — 687.4) [9] 551.2 (268.7 — 939.7) [8] 0.564
(OCT3) r$2076828 G/G 1482.2 (1321.6 — 1642.7) [2] 723.9 (416.8 — 1030.9) [2] 0.121
D 0.120 0.878
ciC 815 (4415 — 1482.2) [11] 344.2 (126.9 — 897.6) [12] 0.124
CIT 282.3 (98.9 — 765.1) [24] 994.5 (731 — 1344.1) [14]¥ __ 0.002*
rs1128503 T 142.5 (113.9 — 402.6) [11] 210.2 (85.7 — 530.7) [14] 0.511
D 0.075 0.007
G/G 618.8 (87 — 1068.3) [15] 788.1 (219.8 — 1030.9) [14] __ 0.513
GIT 282.3 (100 — 805.3) [22] 416.8 (185.9 — 685.7) [13] 0.339
T 278.9 (176.6 — 606.8) [7] 478 (58 — 1472.3) [8] 1.000
ABCBL rs2032582 TIA 1348.7 [1] 32232 [1] -
GIA 105.28 [1] 611 (428.9 — 1158.2) [3] -
D 0.884 0.442
cic 618.8 (99.9 — 789) [11] 837.4 (441.6 — 1055.6) [18] __ 0.164
CIT 139.1 (98.9 — 765.1) [24] 308.7 (157.8 — 685.7) [14] 0.204
rs1045642 T 526.3 (271.6 — 888.8) [11] 221.3 (58 — 946.5) [8] 0.322
D 0.258 0.175
*1/51 376.9 (109.6 — 888.8) [39] 685.7 (210.2 - 1043.3) [31] _ 0.244
1s1799853 *1/%2 290.7 (100 — 660.5) [6] 96.8 (78 — 126.9) [4] ¥ 0.201
(*2) "2/2 -[0] 101 -
rs1057910  *1/°3 262.76 [1] 712.3 (324.6 — 2078.7) [4] -
(*3) 23 -[0] 1705.3 [1] -
CYP2C9 D 0.483 0.035
A/A 262.1 (112 - 673.9) [27] 511 (157.8 — 1088.9) [30] 0.190
AT 725 (191.5 — 1146.3) [15] 758.3 (238.2 — 910.8) [8] 0.897
r$1934969 T 122.5 (60.2 — 474.2) [4] 539.2 (22.8 — 1055.6) [2] 0.643
D 0.344 0.870

*P<0.05 for Mann Whitney’s U test . ¥ P<0.05 for Kruskal Wallis test. ¥ P<0.05 for post-hoc test between genotypes.
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Tabla 8. Hemoglobina glicada (HbA1c) en pacientes con DT2 agrupados por tratamiento y genotipo.

Metformina Metformina+Glibenclamida
Gen SNP Genotipo (%HbA1lc) mediana (%HbA1c) mediana p
(RIC 25-75%) [n] (RIC 25-75%) [n]
GAT/GAT 6 (5.7- 6.8) [28] ¥ 9.4 (8.5— 11.2) [16] <0.001*
del/GAT 6.5 (6.2 - 9.2) [22] 8.3 (7.3 - 10.4) [24] 0.023*
1$72552763 — jay/del 6.5 (6.4 — 6.8) [9)] 10.1 (8.4- 11.3) [4] 0.045*
SLC22A1 D 0.022 ¢ 0.221
(OCT1) A/A 6 (5.8 — 6.5) [25] 9.4 (8.5 11.2) [16] <0.001*
6522342 AIC 6.4 (6.1 7.7) [19] 8.7 (7.5 — 10.9) [21] 0.001*
ciC 6.8 (6.4 — 9.3) [15] ¥ 8.3(7.1-9.8)[7] 0.397
D 0.009 ¥ 0.332
ciC 6.4 (5.9 7.2) [52] 9 (7.6 — 10.9) [42] <0.001*
SLCA22A2 AIC 6.2 (5.8—8.1) [6] 8.4 (7.3-9.5) 2] 0.180
(ocT2) ~ rs316019 A/A 8.1[1] 0] i
D 0.818 0.573
ciC 6.3 (5.9  6.9) [46] 8.9 (7.5 — 10.5) [32] <0.001*
SLC22A3 oo CIG 6.4 (5.9 — 8.2) [11] 9.9 (7.7 — 12.2) [10] 0.022*
(OCT3) GIG 8.6 (6.6 — 10.7) [2] 8.6 (7.3-9.9) [2] 1.000
p 0.336 0.452
ciC 6.1 (5.7 — 6.3) [15] 10.1 (9 — 11.8) [12] <0.001*
CIT 6.6 (6.2 — 8.4) [28] ¥ 8.5 (7.5 -10.5) [17] 0.007*
rs1128503 g7 6.2 (5.9 - 6.7) [16] 8.5 (7.3 - 10.1) [15] 0.007*
D 0.021* 0.056
GIG 6.1 (5.7 — 6.3) [19] 9.9 (8.2 — 11.1) [15] <0.001*
GIT 6.8 (6.4—8.1) [27] ¥ 8.6 (7 — 9.4) [16] 0.058
T 6.2 (6 — 6.3) [9] 8.8 (7.4—10.1) [8] 0.002*
ABCB1 rs2032582 TIA 14.9 [1] 8.3[1] :
GIA 6.5 (6.2 7.4) [3] 11 (10.9 - 13.3) [3] 0.050
D 0.009 * 0.156
ciC 6.1 (5.9 6.6) [17] 9.9 (7.9 — 10.9) [19] <0.001*
CIT 6.5 (6.1 8.1) [29] 8.7 (7.3 — 9.4) [17] 0.024*
rs1045642 37 6.2 (6.1 — 6.4) [13] 8.8 (8—10.1) [8] 0.001*
D 0.160 0.511
w1/ 6.4 (5.9 — 7.3) [50] 9.2 (7.5 - 10.7) [35] <0.001*
(s1799853  *1/°2 6.2 (5.5 6.5) [6] 8.8 (6.7 — 10.7) [4] 0.165
(*2) *o[) - [0] 2 [0] i
(s1057910  *1/*3 8.3 (7.2 8.4) 3] 8.3 (7 - 10.6) [4] 1.000
(*3) %23 - [0] 11 1] i
CYP2C9 D 0.352 0.811
AIA 6.4 (6.1— 7.6) [35] 8.7 (7.5 — 11) [34] <0.001*
AT 6.5 (5.9 — 7.3) [19] 9.4 (8 — 10.2) [8] 0.003*
rs1934969 — oy 6.2 (6 —6.2) [5] 10.4 (10.3 — 10.5) [2] 0.051
p 0.808 0.611

*P<0.05 Para prueba U de Mann Whitney . ¥*P<0.05 Para prueba de Kruskal Wallis. ¥ P<0.05 para prueba
posthoc entre genotipos.
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9.5.- Niveles de HbAlc en pacientes agrupados por tipo de tratamiento.

En la tabla 8, donde se agruparon a los pacientes por tipo de tratamiento, se
evaluaron los niveles de HbAlc por genotipo y por tipo de tratamiento recibido. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en varios SNPs al comparar
por tipo de tratamiento, sin embargo, estos hallazgos pueden ser explicados porque
los pacientes que reciben la terapia combinada tienen un mayor tiempo de
tratamiento 7.5 (3 — 15.4) comparado con los que reciben la monoterapia 3 (1.25 —
7.5) p<0.001. Este hallazgo resalta aiin mas lo reportado desde la tabla 1, donde se
muestra que los pacientes que recibe la terapia combinada tienen mayores niveles
de HbAlc y glucosa en ayuno. Como se comentd anteriormente, este hallazgo
puede ser secundario al tiempo de tratamiento de cada grupo. Kahn et al., 2006,
report6 que la ocurrencia de falla terapéutica a la metformina se encontr6 dentro de
los primeros 5 afios en el 21% de los casos y en nuestra muestra, los pacientes que
tienen la terapia combinada tenian una mediana de 7.5 afios de tratamiento.
Hallazgos clinicamente significativos fueron los que se encontré al analizar el
subgrupo que recibe la monoterapia al comparar entre genotipos de rs72552763,
donde se encontré que los niveles de HbAlc son diferentes entre genotipos (p=
0.022), identificando que el valor de HbAlc podia ser detectado en pacientes
portadores del genotipo GAT/GAT (p<0.05). Este hallazgo es congruente con lo
reportado por Shu et al., 2009, donde demostr6 que la captacién de metformina en
pacientes con la delecion era 3.4 veces menor comparado con aquellos portadores
del genotipo GAT. Nuestros resultados no son similares a los reportados por
Menijivar et al.; 2020, ya que, en su estudio, encontré que la mayor proporcion de
pacientes no controlados pertenecia a los portadores del genotipo GAT/GAT, la
diferencia entre el estudio de Menjivar y el nuestro, fue que nosotros estratificamos
a la poblacién y estos hallazgos son encontrados en pacientes que solo toman
metformina. Otro hallazgo relevante fue el que se reporta para los pacientes que
toman la monoterapia con metformina, ya que los niveles de HbAlc son diferentes
al comparar en este subgrupo por genotipos para el polimorfismo rs622342 (p=

0.009) determinando que el valor menor de HbAlc fue encontrado en los pacientes
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portadores del genotipo AA comparado con los genotipos AC y CC (p<0.05). Este
hallazgo es discordante con lo reportado por (Umamaheswaran et al., 2011) donde
se reportd que los individuos portadores del genotipo CC tenian una mayor
diminucion de glucosa en ayuno sin embargo nuestros hallazgos son concordantes
con lo reportado en un estudio realizado por (Umamaheswaran et al., 2015), donde
reportan mediante un modelo dominante que los portadores del alelo C tienen un
mayor riesgo de falta de respuesta a metformina de [OR:3.85 (IC95%: 1.61 — 9.19);
p= 0.001].

Otro andlisis por genotipos donde obtuvimos hallazgos estadisticamente
significativos fue para rs1128503, donde se encontrd diferencias entre los niveles
de HbA1c de los pacientes que reciben la monoterapia con metformina (p=0.021),
encontrando que los niveles més altos de HbAlc se encontraban en los portadores
del genotipo C/T (p<0.05). De los pocos estudios en pacientes con DT2 donde
evaltan rs1128503, no se encontrd asociacion entre la variante y la susceptibilidad
a diabetes, sin embargo, Llaudd et al., 2013, reportan que la mayor actividad de la
P-gp se encuentra en los portadores del alelo C, lo cual pudiera explicar que al tener
mayor funcién de bomba, la metformina se encontrara por mas tiempo en el espacio
intravascular, pudiendo ser aprovechada por los hepatocitos donde la metformina
puede ejercer su accidén sin embargo, si esta aseveracion fuera correcta, hallazgos
similares serian encontrado para portadores del genotipo CC, lo cual no pudimos
demostrar. Un caso similar fue el encontrado para el polimorfismo rs2032582, donde
los niveles de HbA1c fueron diferentes entre los genotipos de los pacientes que
reciben la monoterapia con metformina (p= 0.009) encontrando los valores mas
altos de HbAlc para el genotipo GT., LIaudd et al., 2013 reportan que los portadores
del alelo mayor tienen mayor actividad de la P-gp, sin embargo, los niveles de
HbAlc mas elevados son solo encontrados en los pacientes con el genotipo GT y
no para el GG, por lo que los hallazgos que encontramos, no pueden ser atribuidos
a una mayor o menor actividad de la P-gp.
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9.6.- Andlisis de regresion logistica entre SNPs estudiados y control seguin HbAlc.

Aquellos polimorfismos donde encontramos diferencias estadisticamente
significativas, fueron utilizados para crear modelos genotipicos codominantes y
dominantes (Tabla 9) sin embargo, no logramos encontrar asociacion con ningun
genotipo y la respuesta a farmacos, cabe mencionar que los analisis fueron
realizados en los 103 pacientes, por lo que los modelos incluyeron a los pacientes

gue reciben la monoterapia y la terapia combinada.

Tabla 9. Regresion logistica en modelos genotipicos de ABCB1y OCT1 para el no control
de HbAlc en la poblacion total de pacientes con DT2 (n=103).

Gen (SNP) Control  No control OR (1C95%) p-valor
OCT1 (rs72552763)

GAT/GAT 23 21 1.0 (ref)

del/GAT 18 28 1.704 (0.738 — 3.935) 0.212
del/del 7 6 0.939 (0.272 — 3.246) 0.920
Modelo genotipico dominante

Del/del + del/GAT vs GAT/GAT 25/23 34/21 1.490 (0.679 — 3.266) 0.320
aDel/del + del/GAT vs GAT/GAT 25/23 34/21 1.207 (0.395 — 3.691) 0.741
OCT1 (rs622342)

AA 22 19 1.0 (ref.)

AC 15 25 1.930 (0.795 — 4.685) 0.146
cC 11 11 1.158 (0.411 — 3.266) 0.782
Modelo genotipico dominante

CC + ACvs AA 26/22 36/19 1.603 (0.724 — 3.549) 0.244
aCC + ACvs AA 26/22 36/19 1.914 (0.603 — 6.080) 0.271
ABCB1 (rs1128503)

CcC 13 14 1.0 (ref.)

CT 19 26 1.271 (0.487 — 3.316) 0.624
TT 16 15 0.871 (0.310 — 2.445) 0.792
Modelo genotipico dominante

TT + CT vs CC 35/13 41/14 1.088 (0.451 — 2.621) 0.851
aTT+ CT vs CC 35/13 41/14 1.817 (0.494 — 6.691) 0.369
ABCB1 (rs2032582)

GG 17 17 1.0 (ref.)

GT 21 22 1.048 (0.426 — 2.576) 0.919
TT 8 9 1.125 (0.351 — 3.609) 0.843
TA 0 2 -

GA 2 4 2(0.322-12.414) 0.457
Modelo genotipico dominante

GA+TA+TT+ GT vs GG 31/17 37/17 1.194 (0.523 — 2.722) 0.674
A3GA+TA+TT+ GT vs GG 3117 37/17 1.933 (0.582 — 6.425) 0.282

2Ajustado para edad, periodo de tratamiento, tratamiento farmacolégico e IMC.
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En un analisis exploratorio de regresion logistica multiple, encontramos asociacion
con la edad en afios, el tiempo de tratamiento en afios, el IMC mayor a 25 kg/m?y
el tipo de tratamiento recibido, siendo este ultimo en el que se encontrd el OR mayor,
tanto en el modelo que considero los genotipos GAT/GAT + AA de rs72552763 y
rs622342 respectivamente y el modelo que consider6 CC + GG de rs1128503 y
rs2032582 (Tabla 10 y figura 6).

Tabla 10. Regresion logistica multiple para el no control de HbAlc en pacientes con DT2
usando un modelo genotipico dominante para SLC22A1 (rs72552763 y rs622342) y ABCB1
(rs1128503 y rs2032582) (n=103).

OCT1
Variable B Error p-valor O.R. (IC95%)
estandar
Edad (afios) -0.066 0.030 0.026* 0.936 (0.883 — 0.992)
Tiempo de tratamiento 0.232 0.072 0.001* 1.261 (1.094 — 1.452)
(ARos)
IMC 225Kg/m? 1.953 0.967 0.043* 7.049 (1.059 — 46.895)
rs72552763 rs622342  -0.642 0.593 0.279 0.526 (0.165 — 1.683)
GAT A
Tratamiento (metformina +  2.893 0.653 <0.001* 18.05 (5.015 — 64.969)
glibenclamida)
ABCB1
Edad (afios) -0.072 0.030 0.017* 0.930 (0.877 — 0.987)
Tiempo de tratamiento 0.240 0.072 0.001* 1.271 (1.105 - 1.462)
(ARos)
IMC 225Kg/m? 2.211 1.088 0.042* 9.128 (1.083 — 76.966)
rs1128503 rs2032582  -1.026 0.738 0.164 0.358 (0.084 — 1.522)
C G
Tratamiento (metformina +  2.887 0.666 <0.001* 17.933 (4.858 — 66.205)

glibenclamida)
B: Coeficiente de regresion, O.R: Odds ratio, IC95%: Intervalo de confianza al 95%. * Significancia estadistica (p<0.05).
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A

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup log[Odds Ratio] SE IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI
Age -0.066 0.03 0.94 [0.88, 0.99) L
BMI =25 Ko/m* 1.953 0967 7.05[1.06, 46.91) —
rs72552763 (GATIGAT) and rs622342 (AIA) -0.642 0.593 0.53[0.16,1.68) —tT
Treatment (Metformin + Glibenclamide) 2,893 0.653 18.05(5.02, 64.90] I —
Treatment period 0.232 0.072 1.26 [1.10,1.45] +

0.0 01 10 100

Control No control

B
Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup log[Odds Ratio] SE IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI

Age -0.072 003 0.93[0.88, 0.99] i

BMI =25 kgim* 2211 1.088 9.12[1.08,76.97] t

rs1128503 (CIC) and rs2032582 (GIG) -1.026 0.738 0.36 [0.08,1.52] I E—

Treatment (Metformin + Glibenclamide) 2.887 0.666 17.94 [4.86, 66.18] e
Treatment period 0.24 0072 1.27[1.10,1 48] +

0.01 01 10 100

Control No control

Figura 6. Forest plot de covariables asociadas al control glucémico definido por HbAlc. A)
Covariables con los genotipos de OCT1 GAT/GAT + A/A de rs72552763 y rs622342 respectivamente.
B) Covariables con los genotipos de ABCB1 C/C + G/G de rs1128503 y rs2032582 respectivamente.

9.7.- Andlisis de la dosis de metformina por genotipo con los pacientes agrupados
por tipo de tratamiento.

Ademas, realizamos comparaciones de la dosis diaria de metformina mg/kg/dia
agrupando por tipo de tratamiento y por genotipo de cada polimorfismo de ABCB1
estudiado. Encontrando diferencias estadisticamente significativas para el genotipo
CT de rs1128503, el genotipo GG de rs2032582 y los genotipos CC y TT de
rs1045642 al comparar entre tratamientos, pero no encontramos diferencias al
comparar entre genotipos. Estos hallazgos pueden ser secundarios a que los
pacientes que reciben la terapia combinada suelen recibir dosis limite de metformina
y existe la posibilidad de que el efecto de los genotipos de los polimorfismos de
ABCB1 no estén asociados la dosis necesaria de metformina para buscar el control

en pacientes mexicanos con DT2.
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Tabla 11. Dosis diaria de metformina mg/kg/dia entre pacientes con DT2 agrupados por tratamiento y

genotipo.
Metformin Metformin+Glibenclamide
Gene SNP Genotype (mg/kg/day) median (mg/kg/day) median p
(IQR 25-75%) [n] (IQR 25-75%) [n]
CIC 18.78 (12.28 — 25.41) [14] 26.98 (18.19 — 34.53) [12]  0.057
1$1128503 CIT 19.12 (11.92 — 26.08) [27] 29.27 (23.16 —35.31) [17]  0.001*
TIT 20 (11.78 — 24.42) [15] 29.7 (16.66 — 31.95) [14] 0.127
p 0.969 0.971
G/G 16.48 (11.93 — 23.28) [17] 26.98 (21.35 — 32.04) [15] 0.011*
GIT 19.78 (12.99 — 27.33) [26] 24.35 (15.34 —32.83) [16]  0.170
TIT 20 (16.48 — 21.19) [9] 31.95 (29.77 — 39.15) [7] 0.064
ABCBL 152032582 ¢ 27.82 [1] 29.51 [1] i
G/A 10.24 (10.02 — 10.85) [3] 32.11 (28.44 — 34.03) [3] 0.050
p 0.118 0.356
CIC 12.29 (11 — 22.65) [16] 27.86 (23.21—33.71)[19]  0.001*
1$1045642 CIT 19.56 (12.93 — 27.39) [27] 25.55 (16.66 — 30.35) [17]  0.152
T/T 20 (14.5 — 21.19) [13] 37.5(29.77 — 39.71) [7] 0.019*
p 0.298 0.156

*P<0.05 for Mann Whitney's U test . ¥ P<0.05 for Kruskal Wallis test. ¥ P<0.05 for post-hoc test between

genotypes.
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10.- CONCLUSIONES.

1.- Todos los polimorfismos analizados se encuentran en equilibrio de Hardy-

Weinberg.

2.- Los polimorfismos de OCT1, OCT2, OCT3, CYP2C9 y ABCB1 no tienen
asociacion con el control glucémico definido por los niveles de glucosa en ayuno y
HbAlc en pacientes que reciben tratamiento con metformina o metformina +

glibenclamida.

3.- En el grupo que recibe la monoterapia con metformina, los pacientes con
genotipo GAT/GAT (rs72552763) del gen SLC22A1, tienen los niveles de HbAlc
mas bajos (p=0.022).

4.- Los pacientes que toman la monoterapia con metformina y que son portadores
del genotipo C/C (rs622342) del gen SLC22A1, tienen mayores niveles de HbAlc
(p=0.009).

5.- Los pacientes que reciben la monoterapia con metformina y que son portadores
del genotipo C/T (rs1128503) del gen ABCB1, tienen mayores niveles de HbAlc
(p=0.021).

6.- Los pacientes que toman la monoterapia y que son portadores del genotipo G/T
(rs2032582) del gen ABCB1, tienen mayores niveles de HbAlc (p=0.009).

7.- Un modelo de regresion logistica multiple, arrojé que existe asociacion entre la
edad en afos, el IMC mayor a 25 Kg/m2, el tiempo de tratamiento y el tipo de

tratamiento y el no control definido por HbAlc.
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10.1 Limitaciones.

1.- La reduccidon del tamafio de la muestra puede influir en la amplitud de los
intervalos de confianza y, existe la posibilidad de caer en un error tipo Il para

variables cuantitativas.

2.- El estudio fue realizado bajo condiciones de la vida real, el apego terapéutico,

dietético y de habitos de ejercicio no ha sido especifica o especialmente controlado.

3.- La diabetes es una enfermedad multifactorial, existen covariables que, es posible

gue no estemos estudiando, como, por ejemplo:

e Otros genes que influyen en farmacocinética y farmacodinamia de los
farmacos estudiados.

e Genes que involucran sintesis y transporte de glucosa.

e Secrecion de insulina.

e Actividad fisica.

e Tabaquismo.

4.- El uso actual de nuevas terapias para el control de la enfermedad, puede estar

cambiando los habitos de prescripcion.
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11.- ASPECTOS ETICOS.

Antes de la realizacion de las pruebas, cada paciente sera informado verbalmente
y por escrito, de los objetivos, protocolos y caracteristicas de los estudios (ANEXO
1).

Los estudios seran realizados de acuerdo a las normas y objetivos de la Declaracion
de Helsinki, adoptada en la 182 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial
(Helsinki, Finlandia, Junio de 1964), revisada por la 292 Asamblea Médica Mundial
(Tokio, Japon, Octubre de 1975), por la 352 Asamblea Médica Mundial (Venecia,
Italia, Octubre de 1983) (World Medical Association) y la Declaracion de Helsinki,
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos, enmendada
por la 592 Asamblea General de la asociacidon médica mundial, Seul, Corea, octubre
2008. Se apegan a todas las disposiciones que establece el capitulo | (De los
aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos) y las del Capitulo Il (De la
investigacion Farmacolégica), del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, a la Norma Oficial Mexicana NOM-220-
SSA1-2002, Instalacion y operacion de la farmacovigilancia, Norma Oficial
Mexicana NOM-166-SSA1-1997, Para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos, y a la Ley General de Salud. NORMA Oficial Mexicana NOM-
012-SSA3-2012, Que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de

investigacion para la salud en seres humanos.

12.- ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD.
No hay riesgos para bioseguridad.
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14.- ANEXOS

14.1.- ANEXO 1: Aprobacion del proyecto por las comisiones de investigacion y
ética de la FM.

o *-
DIVISI®N ¢ H
o INVESTIGACISN®, «*
|;.Ir.:1-a|r;_:':'- DE WEDHCINA .‘ ‘.

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

OFICIO NO. FMED/CEVMHUMQ1 72020

ASUNTO: Dictamen Froyecto FMIDV0OS5/2020

Dr. Juan Arcadic Molina Guarneros
Profesor Titular *C" T.C.
Departamento de Farmacologia
Presente.

Estimado doctor Molina Guameros:

Su proyecto FM/DV0S5/2020 de titulo “Frecuencias de los polimorfismos de los genes
SLC22ZA1/0OCT1, SLC22A2M0OCT2, SLCATANUMATEY ¥ SLCATAX'MATER, SLC23A4/HENTS
(PMAT), ABCE1 (P-gp/MDR1)y CYP2CY en pacientes diabéticos tipo 2 mestizos mexicanos
¥ su posible asociacion con la eficacia terapéutica™ en su version del 30 de julio de 2020 que
incluye el Consentimiento Informado. ha side APROBADO por el Comité de Etica de la
Investigacicn, en sesidn ordinaria de fecha 04 de agosto de 2020, teniendo en consideracion el
dictamen aprobatoric de la Comisién de Investigacion.

* Lavigencia del proyecto serd de 3 afios contados a partir de la fecha de la sesion.

* El proyecio debera ejecutarse de acuerdo con lo especificado en la versién aprobada.

* Esnecesario que envie al correo de las Comisiones, un informe anual de avance en formato
PDF. De lo contrario, se podra cancelar la vigencia del proyecto.

* Deberd notificar cualquier modificacion o enmienda al mismo vy esperar la autorizacion
correspondients.

Sin ofro particular, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.

ATEHNTAMENTE

“POR MI RAZA HAELARA EL ESFIRITU"

Ciudad Universitaria, Cd. Mx_, a 06 de agosto de 2020

LA FRESIDENTA
Maneo. Hoank L.

DRA. MARCIA HIRIART URDANIVIA ul'l \
sidod

"MHUETF.
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14.2.- ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO.
INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES SLC22A1/0OCT1,
SLC22A2/0CT2, SLC47A1/MATE1l Y SLC47A2/MATE2, SLC29A4/HENT4
(PMAT), ABCB1(P-gp/MDR1) y CYP2C9 EN PACIENTES DIABETICOS TIPO 2
MESTIZOS MEXICANOS Y SU POSIBLE ASOCIACION CON LA EFICACIA
TERAPEUTICA.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

SEDE DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO. Hospital Regional de Alta
Especialidad Ixtapaluca.

NOMBRE DEL PACIENTE:

Se le ha pedido que participe en este estudio porque hemos considerado que puede
ser representativo de la poblacion sana de su pais. El propdsito de este documento
es explicarle en qué consiste el estudio para que le ayude a tomar una decision
sobre la invitacion para participar en el mismo. Antes de decidirse a patrticipar, 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.

Propésito 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 poblacion mexicana
no se conoce la composicién de los tipos de unidades de informacién hereditaria
gue 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 composicion influye de manera determinante en el control de esta
enfermedad. Esta composicion puede influir para que se presente un efecto menor
0 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

104



respuesta al medicamento que emplea para controlar la diabetes del adulto, para
lo que se solicitaran datos de sus antecedentes Clinicos.

Este tipo de investigacion no tiene como finalidad determinar si otros miembros de
su familia corren el riesgo de sufrir alguna enfermedad, ni obtener informacién
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 extraer4 una
muestra de 10 ml de sangre. Es posible que se le pida una nueva muestra de sangre
si durante el procesamiento de la primera hubiera algan problema que le impidiere
su utilizacion. 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, irritaciéon o raramente, infeccién.

La administracion 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

Informacion y muestras codificadas

Para proteger su confidencialidad, sus datos médicos, su muestra y sus resultados
estaran identificados con una etiqueta en la que s6lo aparecera un cédigo, pero no
su nombre ni sus iniciales. A esto se le denomina “informacion codificada”. El
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médico del estudio (y sus colaboradores) guardara un archivo confidencial con la
vinculacion de este codigo con su hombre.

Almacenamiento y andlisis posteriores de las muestras

El laboratorio de inmunofarmacologia almacenard su muestra junto a otras
procedentes de éste estudio. y sus colaboradores utilizaran su muestra solo para el
propésito establecido en este documento. En todo momento las muestras se
almacenaran en un lugar seguro. El laboratorio exigirda que las personas que
trabajan con su muestra respeten la confidencialidad de toda su informacion 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.

Informacién personal y resultados

El mantenimiento de la confidencialidad es importante para su médico y por ello no
incluira en su historia clinica ninguna referencia a su participacion en esta
investigacion. Solo 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 investigacién. Su médico controlara el acceso a los archivos
gue contengan su informacion médica y los resultados de esta investigacion.

Su informacion médica y resultados de la investigacién formaran parte de los medios
que permitird 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
electronica 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 seran
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 deberd comunicarlo a su médico. El laboratorio
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no entregara sus resultados individuales a nadie mas a no ser que se le obligue por
ley.

Sus resultados son Unicamente para investigacion y no deben ser utilizados para
realizar diagndsticos clinicos o establecer un tratamiento.

Si decide participar en esta investigacion, usted autoriza a que su informacion
médica y sus resultados puedan ser revisados por determinadas personas para
comprobar que la investigacion se realizé 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.

Participacion voluntaria

La participacion 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 opinién 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 o su abandono una vez iniciado no sera
motivo de ningln 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 seré 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 o sobre su retirada del estudio, debe contactar en
cualguier momento con el Investigador Principal del Proyecto Dr. Juan Arcadio
Molina Guarneros al numero de teléfono 5611092747.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Y0, (nombre y apellidos)........ouieieii

He leido las hojas de informacién (3 paginas) que se me han entregado.
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He podido hacer preguntas sobre el estudio, y las realizadas han sido contestadas
satisfactoriamente.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con el Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

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: .../................ [ooiini.. Fecha: ...[................ [ocieni...
Testigo: Testigo:
Firma del participante: Firma del Investigador:

(Manuscrita del participante.

Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS
GENES SLC22A1/0CT1, SLC22A2/0CT2, SLC47A1/MATEL Y
SLC47A2/MATE2, SLC29A4/HENT4 (PMAT), y ABCB1 EN PACIENTES
DIABETICOS TIPO 2 MESTIZOS MEXICANOS Y SU POSIBLE ASOCIACION
CON LA EFICACIA TERAPEUTICA.

Investigador principal: Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

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

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision 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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Abstract: Mexico has been under official epidemiological alert due to diabetes since 2016. This study
presents new information on the frequency and variants of metformin transporters OCT1, OCT2,
OCT3, ABCB1, and CYP2C9 variants as well. It also reports the association with HbA1lc control on
103 DMT2 patients. They were genotyped through real-time PCR (TagMan assays) and grouped
according to treatment: metformin and metformin + glibenclamide. Metformin plasmatic levels were
determined through mass spectrometry. The analysis of HbAlc showed statistical significance across
genotypes in polymorphisms rs72552763 (p = 0.022), rs622342 (p = 0.009), rs1128503 (p = 0.021), and
1rs2032582 (p = 0.009) within the monotherapy group. Bivariate analysis found no association between
any polymorphism and HbAlc control. Two logistic regression models accounted for two diplotypes
in OCT1 and ABCBI, including statistically significant covariates. The first model yielded significance
in age (p = 0.026), treatment period [p = 0.001], BMI > 25 kg /m? (p = 0.043), and combined therapy
(p < 0.001). There was no association with GAT/GAT of rs72552763 or A/A rs622342 in OCT1. The
second model yielded significance in age (p = 0.017), treatment period (p = 0.001), BMI > 25 kg /m?
(p = 0.042), and combined therapy (p < 0.001), finding no association with C/C of rs1128503 or G/G
of rs2032582 in ABCB1. Our multinomial logistic regression results may benefit future predictive
analyses in diabetic populations.

Keywords: pharmacogenetics; diabetes type 2; metformin; sulphonylureas; transporters; therapeu-
tic inefficacy

1. Introduction

Diabetes mellitus type 2 (DMT2) is a highly prevalent multifactorial and chronic dis-
ease characterized by hyperglycemia, insulin resistance, and a decrease in (3-cell levels and
insulin secretion [1]. It may also give rise to micro-and macro-vascular and neuropathic
complications, including nephropathy, coronary artery disease, stroke, peripheral vascular
disease, retinopathy, and neuropathy [2]. Globally, DMT2 is one of the most notable prema-
ture mortality risk factors, and it currently represents one of the most frequent causes of
mortality globally [3]. Mexico holds the sixth largest global DMT2 population, amounting
to 8.7 million people. It is estimated that by 2035, this will rise to fifth place with a total of
15.7 million (20-79 years of age) [4]. According to the International Diabetes Federation
(IDF), the adjusted prevalence was 13.1% between the 20-79-year-old group in 2017 [5].
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On 14 November 2016, the Mexican Secretary of Health declared diabetes and obesity a
national epidemiological emergency, a status that prevails today [6]. The Mexican Official
Norm NOM-015-SSA2-1994 for diabetes prevention, treatment, and control indicates met-
formin as the first-choice drug, followed by a combination of metformin-sulphonylurea
(SU) [7]. The passage of metformin across cell membranes is heavily dependent on its
well-known transporters. The most common variant of SLC22A2 (OCT?2) is involved in
cDNA change from G to T in position 808 (G808T), which provokes a change from alanine
to serine in codon 270 (Ala270Ser) rs316019. This SLC22A2 variant has been significantly as-
sociated with metformin renal clearance among healthy Chinese patients (18.7% vs. 48.2%,
p=0.029) [8]. Chen et al. [9] studied metformin’s effect on glucose levels using mice, where
variant rs2076828 in SLC22A3 (OCT3) was associated with a reduced metformin response,
because transporters carrying the G allele presented a more pronounced glucose decrease
(p <0.05).

Seitz et al. [10] studied 53 populations worldwide and reported that most individuals
from Asia and Oceania present fully functional organic cation transporter 1 (OCT1), whereas
up to 80% of Latin American ethnicities carry mutations involving OCT1 function loss
(major and minor). They also characterized in vitro OCT1 variants on which 10 of its
transported substrates were used, including metformin. Mato et al. [11] reported the
assessment of rs72552763 (1258_1260del ATG) from the gene-encoding OCT1, SLC22A1,
across five studies and its frequency variation between 18 and 28%. This report included
the association of rs622342 (1386 A > C) with metformin response among three populations
(South Indian, Danish, and Caucasian), with a variation of between 5 and 37%. There was no
association with HbAlc levels in the Danish population, nor in the Caucasian groups [11]. A
study on Caucasian individuals [12] identified a positive association between rs622342 and
HbAlc levels (p = 0.005) where an average reduction of 0.28% was observed. In contrast,
the major A allele of rs622342 from SLC22A1 displayed a larger probability of responding
to metformin treatment in a South Indian population [13].

ABCBI, also known as multi-drug resistance protein 1 (MDRP1), is one of 49 putative
members in the superfamily of human adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette
(ABC) transporters, which encode transporter and channel proteins that function as efflux
pumps. Hemauer [14] determined the role of some transporters in the bioavailability of
oral hypoglycemiants using placental brush border membrane inside- out vesicles (IOVs)
and metformin marked with 4C- (specific activity, 50 mCi/mmol). Apparent Kt and Vmax
values in metformin transport regulated by P-glycoprotein 1 (P-gp1) (100 £ 85 nM and
34 £ 10 pmol/mg protein X minute) highlighted metformin as a high-affinity substrate of
placental P-gp used in both monotherapy and combined treatment of gestational diabetes.

Hyung Gyun Kim et al. [15] reported that metformin significantly inhibits the expres-
sion of MDR1 by blocking its transcription as it also significantly increases the intracellular
accumulation of the fluorescent substrate P-gp-rhodamine-123. Metformin treatment re-
duces the activity of nuclear factor-kB (NF-kB) and the degradation level of Ikappa B
kinase (IkB). Methods employing small interference RNA confirm that a reduction in
AMP-activated protein kinase (AMPK) levels mitigates the inhibition of MDRI activation
associated with metformin exposure. AMPK plays an important role in regulating the
metformin-induced expression of MDRI.

We recently described the frequencies and clinical implications of CYP2C9 polymor-
phisms in DMT2 Mexican-Mestizo patients from Mexico City and we also compared them
with reported frequencies from different worldwide analogue populations [16]. Menjivar
et al. [17] also reported the polymorphism frequencies of this gene in Mexico City. The
majority of Mexican patients with diabetes mellitus type 2 (DMT2) (67.9-85.0%) are pre-
scribed sulphonylureas (SUs), which are metabolized by cytochrome P450 2C9 (abbreviated
as CYP2C9). SUs are a type of oral anti-diabetic compound that inhibit ATP-sensitive potas-
sium channels, thus inducing glucose-independent insulin release by the 3-pancreatic cells.
The wide variability reported in SU responses has been attributed to the polymorphisms of
CYP2C9. The frequency of CYP2C9*1/*2 is 50% lower among patients with DMT2 compared
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with healthy individuals [16]. Considering the widely heterogeneous ethnic background of
Mexican populations (which comprise > 65 groups) [18], it is important to further persist in
studying the pharmacogenetics of its patients, widening our studies towards OCT1, OCT2,
OCTS3, and other transporters like ABCBI that may be involved, as well as polymorphisms
of glibenclamide metabolizing enzymes (CYP2C9) in view of its widespread prescription
in Mexico.

The aim of the present study is to determine the possible association of polymorphisms
OCT1, OCT2, OCT3, ABCBI, and CYP2C9 with HbA1c glycemic control within a sample
of DMT2 Mexican-Mestizo patients undergoing metformin or metformin + glibenclamide
treatment, as well as identifying those factors associated with glycemic control failure.

2. Results
General Traits of Patient Groups According to Treatment

Biochemical and anthropometric parameters were compared across 103 patients
grouped according to treatment type (metformin/metformin + glibenclamide). Statis-
tical significance was found regarding weight, treatment type, and BMI. Fasting glucose
levels were 115.5 (102-157) (mg /100 mL) in the monotherapy group and 192.5 (139-238.5)
(mg/100 mL) in the combined therapy group (p <0.001). HbAlc levels were 6.4 (5.9-7.3) vs.
9.05 (7.5-10.9) (p < 0.001), respectively, for monotherapy and combined therapy. Control
proportion defined by %HbA1lc was 72.9% in the monotherapy group and 11.4% in com-
bined therapy (p < 0.001). This result may be ascribed to the disease’s shorter evolution
period, as was reported in the patient follow-up, which indicates that residual insulin secre-
tory capacity, having decreased by 50% at the time of diagnosis, had further decreases of
15% six years later [19]. Metformin dosage in the monotherapy group was 1700 (850-1700)
mg/day and 2125 (1700-2550) mg/day in combined therapy (p = 0.001). Metformin dosage
expressed in terms of mg/kg/day was 19.25 (11.9-25.8) vs. 29.2 (21.5-34.2) (p < 0.001),
respectively, when comparing monotherapy against combined therapy (Table 1).

Table 1. Anthropometric traits and clinical biochemistry of DMT?2 patients.

Variabl Metformin Metformin + Glibenclamide _
anable =59 (57.3%) n =44 (42.7%) p=
Age (years) 55.8 +10.83 5311+ 1128 0225t
Weight (Kg) 78.83 + 16.73 7172 + 13.39 0.022 *t
Sex “n” (%)
Female 42 (71.2%) 31 (70.5%) 0936 X
Male 17 (28.8 %) 13 (29.5%)
Treatment period 3(125-75) 7.5 (3-145) <0.001 *V
(years)
BMI 3192+ 6.29 29.23 + 4.81 0.020 **
Normal weight 4 (6.8%) 7 (15.9%)
Overweight 20 (33.9%) 19 (43.2%)
Obesity type U
I 18 (30.5%) 8 (18.2%) L
II 12 (20.3%) 8 (18.2%)
II 5 (8.5%) 2 (4.5%)
Metformin plasmatic 290.75 570.91 0203V
concentration ng/mL (107.69-815.02) (170.58-1043.33) )
Glucose mg/dL 1155 (102-157) 192.5 (139238 5) <0.001 *U
HbAlc % 6.4 (5.9-7.3) 9.05 (7.55-10.9) <0.001 *V
control 43 (72.9%) 5 (11.4%) oXi
non-control 16 (27.1%) 39 (88.6%) <0.001
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Table 1. Cont.
Variabl Metformin Metformin + Glibenclamide _
SRESS 1 =59 (57.3%) 1 =44 (42.7%) P~
Total cholesterol mg/dL 175.05 + 39.46 182.1 + 33.78 0.360t
control 41 (70.7%) 27 (67.5%) Xi
non-control 17 (29.3%) 13 (32.5%) 0736
LDL cholesterol mg/dL 91.41 + 3243 103.69 + 29.89 0.105 ¢
HDL cholesterol mg/dL 41 (34.55-45.75) 41.5(36.8-47.2) 0.806 Y
Triglycerides mg/dL 194 (131-223.5) 157 (131-252) 0.925Y
control 16 (29.1%) 17 (44.7%) Xi
non-control 39 (70.9%) 21 (55.3%) 0121
Glomerular filtration rate U
(MDRD-4) 93.4 (87.81-115.16) 103.4 (89.23-131.7) 0.329
Metformin dose mg/day 1700 (850-1700) 2125 (1700-2550) 0.001 *Y
Daily;meftormindose 19.25 (11.92-25.84) 292 (21.55-34.21) <0.001*V
mg/kg/day
Variables with normal distribution are presented as mean =+ standard deviation; variables with non-normal
distribu(ion are presented as median; interquartile range 25-75%; t Student’s “t” test; U Mann Whitney’s U test;
Xi Pearson’s Chi-square test; * statistical significance (p < 0.05).
We obtained allelic and genotypic frequencies of rs72552763 and rs622342 in OCT1
(SLC22A1); rs316019 in OCT2 (SLC22A2); rs2076828 in OCT3 (SLC22A3); and rs1128503,
151045642, and rs2032582 in ABCB1, and alleles *1, *2 rs1799853, *3, and CYP2C9%6 were
unsuccessfully tracked within the 204 available samples of Mexican patients with DMT2.
Allele *6 is a deletion of a pair of bases in position 818, which produces a premature stop
codon and codifies an inactive truncate protein. Its frequency is low among the majority of
populations [20] carrying with rs1057910 and rs1934969 (IVS8-109A > T) in CYP2C9. Every
analyzed polymorphism was in Hardy-Weinberg equilibrium (Table 2). We also found no
significant differences when comparing frequencies of rs1128503, rs1045642, and rs2032582
in ABCBI from our sample with data from a healthy Mexican-Mestizo sample reported
by Ortega [21]. When we compared the observed frequencies from our sample with data
from the 1000 Genome Project (Clarke) [22], we only found significant differences with
respect to African and Asian populations in variants rs2032582 and rs1045642, whereas
variant rs1128503 showed frequency differences with respect to most reported populations
(unpublished).
Table 2. Genotypic and allelic frequencies among DMT2 patients (1 = 103).
Gen SNP Genotype Frequencies Allelic Frequencies
GAT/GAT del/GAT del /del GAT del *p=
stcoar PRI 0407w 0.447 (46) 0126(13)  0.650 0349 0984
(OCT) sonals AA AC cC A €]
13 0.398 (41) 0.388 (40) 0214 (22) 0.592 0407  0.138
SLC22A2 316019 c/c C/A A/A C A
(OCT2) : 0.913 (94) 0.078 (8) 0.01 (1) 0.951 0.048  0.265
SLC22A3 2076828 c/c C/G G/G C G
(0CT3) B 0.757 (78) 0204 (21) 0.039 (4) 0.859 0140 0.280
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Table 2. Cont.
Gen SNP Genotype Frequencies Allelic Frequencies
cC CcT T C T
151128503 0262(27) 0437 (45) 0301 (31) 0.48 0519 0447
cC CcT T C T
ABCB1 151045642 0.35 (36) 0447 (46) 0204 (21) 0.556 0443 0.674
GG GT T TA GA G T A
152032582
0330(34) 0417(43) 0.165(17) 0.019(2) 0.058(6) 0573 0387 0.039  0.879
rs1799853 (*2) /7 %2 *1/%3 2/%3 ) *2 *3
VY 151057910 (*3) 0.825 (85) 0.097 (10) 0.068 (7) 0.01(1) 0907 0053 0.038  0.848
151934969 A/T A/T T/T A T
(IVS8-109A>T)  (.661 (69) 0.328 (27) 0.041 (7) 0.81 0.19 0.197
* p for Hardy-Weinberg equilibrium; Chi square test.
As shown in Table 3, genotypic frequencies of the studied polymorphisms were no
different when comparing controlled (HbAlc < 7%) and uncontrolled patients (HbAlc > 7%).
Table 3. Therapeutic efficacy by studying SNP and DMT?2 patients’ genotype.
Control (1 = 48) Non-Control (1 = 55) _
Gent SNE. Gertype HbAlc<7 (%) HbAIc> 7 (%) i
GAT/GAT 23 (47.9%) 21 (38.2%)
rs72552763 del /GAT 18 (37.5%) 28 (50.9%) 0.392
SLC22A1 del/del 7 (14.6%) 6 (10.9%)
(OCT1) A/A 22 (45.8%) 19 (34.5%)
15622342 A/C 15 (31.3%) 25 (45.5%) 0.324
c/C 11 (22.9%) 11 (20%)
c/C 43 (89.6%) 51 (92.7%)
S(LCZZA)Z — A/C 5 (10.4%) 3 (5.5%) 0425
i A/A 0 (0%) 1(1.8%)
c/C 40 (83.3%) 38 (69.1%)
S(Ié?é%;f 152076828 C/G 7 (14.6%) 14 (25.5%) 0232
G/G 1(2.1%) 3 (5.5%)
c/c 13 (27.1%) 14 (25.5%)
151128503 C/T 19 (39.6%) 26 (47.3%) 0.710
T/T 16 (33.3%) 15 (27.3%)
G/G 17 (35.4%) 17 (31.5%)
G/T 21 (43.8%) 22 (40.7%)
ABCBI1 152032582 T/T 8 (16.7%) 9 (16.7%) 0.662
T/A 0 (0%) 2 (3.7%)
G/A 2 (4.2%) 4 (74%)
c/c 15 (31.3%) 21 (38.2%)
rs1045642 C/T 21 (43.8%) 25 (45.5%) 0520
T/T 12 (25%) 9 (16.4%)
*1/*1 39 (81.3%) 46 (83.6%)
151799853 2 7 (14.6%) 3 (5.5%) 0961
rs1057910 *1/*3 2 (4.2%) 5(9.1%) -
CYP2C9 *2/*3 0 1(1.8%)
A/A 30 (62.5%) 39 (70.9%)
151934969 A/T 14 (29.2%) 13 (23.6%) 0.643
T/T 4(8.3%) 3 (5.5%)

* p for Chi square test.
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We analyzed metformin plasmatic concentrations according to control (defined by
%HbA1lc) and genotype (Table 4). We observed no significance regarding rs72552763 and
1rs622342 in OCT1, rs316019 in OCT?2, or rs2076828 in OCT3 (Figure 1)

Table 4. Metformin plasmatic concentrations among DMT2 patients grouped by SNP and genotype.

Control Non-Control
Gene SNP Genotype (ng/mL) Median (ng/mL) Median *p=
(IQR 25-75%) (1) (IQR 25-75%) (1)
GAT/GAT 376.9 (133.4-763) (17) 481.7 (185.9-971) (17) 0.812
SaEE del /GAT 137.1 (6647 687.4) (14)  790.6 (228.8-1030.2) (27) 0.115
= del/del 139.1 (107.6-264.3) (6) 785.6 (70.2-1642.7) (5) 0.792
SLC22A1 “p= 0358 0.820
(OCTY) A/A 339.7 (129.8-700.9) (16) 526.3 (169-1000.9) (16) 0.616
_ A/C 102.6 (57.2-737.7) (12) 725 (254.5-969) (23) 0.141
xS c/C 157.8 (132.1-687.4) (9) 7954 (70.2-1642.7) (10) 0.604
tp= 0381 0.821
&/c 151.9 (105.2-687.4) (34)  648.2 (183.3-1030.9) (46) 0.098
SLCA22A2 — A/C 302.5 (283.4-589.5) (3) 804 (507.4-1025.8) (3) 0.827
(OCT2) s A/A 0) ©) R
*p= 0373 0.646
c/c 144.3 (105.2-763) (30) 685.7 (126.9-1030.2) (35) 0.286
SLC22A3 oy C/G 320.6 (157.8-618.8) (6) 611 (386.1-880.8) (11) 0122
(OCT3) 15 GG 1321.6 (1) 1030.9 (723.9-1336.8) (3) -
*p= 0.734 0.634
c/C 763 (264.3-1321.6) (9) 526.3 (146-1004.7) (14) 0.450
_— C/T 139.8 (90.3-649.7) (16)  844.7 (481.7-1095.1) (22) 0.011*
= T/T 150.1 (113.9-402.6) (12) 219.8 (70.2-530.7) (13) 0.624
*p= 0233 0.066
G/G 496.5 (107.6-815) (13) 788.1 (146-1055.6) (16) 0.539
G/T 181.1 (118.2-7685) (17)  491.4 (185.9-884.2) (18) 0.041 *
T/T 526.3 (142.5-752.7) (6) 210.8 (72.9-869.7) (9) 0.955
ABCBI 152032582 T/A (0) 2286 (1348.7-3223.2) (2) -
G/A 105.2 (1) 4289 (199.6-1158.2) (3) -
*p= 0.584 0.733
efe 7009 (133.4-1321.6) (10)  785.6 (233.3-1017.8) (19) 0.891
A5 C/T 1163 (85.7-157.8) (17) ¥ 530.7 (185.9-1095.1) (21) 0.002 *
= T/T 414.4 (264.3-876.5) (10) 290.5 (72.9-901.4) (9) 0.568
*p= 0.014 ¥ 0.692
*1/%1 200.68 (111.5-815) (29) 725 (210.8-1030.9) (41) 0222
/%2 278.9 (92.9-481.5) (7) 107.8 (89-126.9) (3) 0425
" *2/*2 (0) ) .
51799853 2 *1/43 157.85 (1) 712.3 (376.7-2078.2) (4) a
rs1057910 (*3) /%3 ) 1705.38 (1) ]
CYP2C9 *3/43 0) () -
*p= 0.753 0.077
A/A 151.9 (106.4-649.7) (24)  530.7 (210.8-1088.9) (33) 0.051
_— A/T 451.6 (80.5-1321.3) (10) 785.6 (290.5-971) (13) 0.620
3 T/T 1334 (122.5-474.2) (3) 22.817 (15.9-539.2) (3) 0513
*p= 0.770 0.374

* Mann-Whitney U-test < 0.05. * p < 0.05 for Kruskal-Wallis test. ¥ p < 0.05 for post-hoc test between genotypes.
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Figure 1. Metformin plasmatic concentration boxplots (ng/mL), including medians, interquartile
ranges, and outliers (filled circles). (A) rs72552763 (OCT1). (B) rs622342 (OCT1). (C) rs316019 (OCT2).
(D) rs2076828 (OCT3). Data are sorted according to genotype and treatment type (metformin to the
left, metformin + glibenclamide to the right). No statistical difference was found.

Higher metformin concentrations were observed among non-controlled patients car-
rying rs1128503 in C/T (p = 0.011), rs2032582 in G/T (p = 0.041), and rs1045642 in C/T
(p = 0.002). Among controlled patients, we found the lowest metformin concentration by
1rs1045642 in C/T (p = 0.014) (Table 4) (Figure 2).
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Figure 2. Metformin plasmatic concentration boxplots (ng/mL), including medians, interquartile
ranges, and outliers (filled circles). (A) rs1128503 (ABCB1I). (B) rs2032582 (ABCB1). (C) rs1045642
(ABCBI). Metformin to the left, metformin + glibenclamide to the right according to genotype. Only
C/T of rs1128503 reported both extra-group (metformin + glibenclamide) (** p = 0.002) and intra-group
(metformin) statistical difference (* p = 0.007).

The comparison of rs 1799853, rs1057910, and rs1934969 in CYP2C9, showed no
statistical significance in plasmatic concentrations across either intra-group or extra-group
treatments (Figure 3).

On the other hand, logistic regressions accounting for adjusted dose in terms of
kg/weight/day and metformin plasmatic concentration across the three polymorphisms in
ABCB]I found a correlation only with C/T of rs1045642 (p = 0.017) (Figure 4).
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Figure 3. Metformin plasmatic concentration boxplots (ng/mL), including medians, interquar-
tile ranges, and outliers (filled circles). (A) rs1799853 (*1/*2) and rs1057910 (*1/*3) in CYP2C9.
(B) rs1934969 (IVS8 109 A/T) in CYP2C9. Metformin to the left, metformin + glibenclamide to the
right according to genotype. No statistical difference was found either intra-group or extra-group.
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Figure 4. Metformin concentration points (ng/ml) and metformin dosage (mg/Kg/day), including
angular regression coefficient with p value and determination coefficient. (A) metformin monotherapy
patients grouped by ABCB1 (rs1045642). (B) metformin+glibenclamide patients grouped by ABCB1
(rs1045642). C/T presents a positive correlation among metformin monotherapy (*: p = 0.017).
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Table 5 shows that patients undergoing combined treatment presented significantly
higher %HbA1c (p < 0.05), except for OCT1 (rs622342) in C/C, OCT2 (rs316019) in A/C,
OCTS3 (rs2076828) in G/G, ABCBI (rs2032582) in G/T, and G/A, CYP2C9 *1/*2, CP2C9
*1/*3,and CP2C9 IVS-8 in T/T. In the monotherapy group, OCT1 (rs72552763) in GAT /GAT
reported a significantly lower %HbA1lc (p = 0.022) with respect to other genotypes. Signifi-
cantly higher HbAlc levels were found by OCT1 (rs622342) in C/C (p = 0.009), as well as
ABCBI polymorphisms rs1128503 in C/T (p = 0.021) and rs2032582 in G/T (p = 0.009).

Table 5. Glycated hemoglobin (HbA1c) among DMT?2 patients grouped by treatment and genotype.

Metformin Metformin + Glibenclamide
Gene SNP Genotype (%HbA1c) Median (%HbA1c) Median *p=
(IQR 25-75%) (1) (IQR 25-75%) (1)
GAT/GAT 6 (5.7-6.8) (28) ¥ 9.4 (8.5-11.2) (16) <0.001 *
del /GAT 6.5 (6.2-9.2) (22) 8.3 (7.3-10.4) (24) 0.023*
1572552763 del/del 65 (6.4-6.8) 9) 10.1 (84-113) (4) 0.045 *
SLC22A1 p= 0.022 ¢ 0.221
(OCT1) A/A 6 (5.8-6.5) (25) 9.4 (8.5-11.2) (16) <0.001 *
S A/C 6.4 (6.1-7.7) (19) 8.7 (7.5-10.9) (21) 0.001 *
T c/c 6.8 (64-9.3) (15) ¥ 83 (7.1-9.8) (7) 0.397
p= 0.009 ¥ 0.332
c/C 6.4 (5.9-7.2) (52) 9 (7.6-10.9) (42) <0.001 *
SLCA22A2 Do A/C 62 (5.8-8.1) (6) 84 (7.3-95) (2) 0.180
(OCT2) 5 A/A 8.1(1) (0) 2
p= 0.818 0.573
c/C 6.3 (5.9-6.9) (46) 8.9 (7.5-10.5) (32) <0.001 *
SLC22A3 2076828 C/G 6.4 (5.9-8.2) (11) 9.9 (7.7-12.2) (10) 0.022*
(OCT3) s G/G 8.6 (6.6-10.7) (2) 8.6 (7.3-9.9) (2) 1.000
p= 0.336 0.452
e 6.1 (5.7-6.3) (15) 10.1 (9-11.8) (12) <0.001 *
/T 6.6 (6.2-8.4) (28) ¥ 8.5 (75-10.5) (17) 0.007*
1128509 /T 6.2 (5.9-6.7) (16) 85 (7.3-10.1) (15) 0.007 *
“p= 0.021 0.056
G/G 6.1 (5.7-6.3) (19) 9.9 (8.2-11.1) (15) <0.001 *
G/T 6.8 (64-8.1) (27) ¥ 8.6 (7-9.4) (16) 0.058
T/T 62 (6-6.3) (9) 8.8 (7.4-10.1) (8) 0.002*
ABCB1 12032082 T/A 149 (1) 83 (1) '
G/A 65 (6.2-74) (3) 11 (10.9-13.3) (3) 0.050
*p= 0.009 ¥ 0.156
c/C 6.1 (5.9-6.6) (17) 9.9 (7.9-10.9) (19) <0.001 *
C/T 6.5 (6.1-8.1) (29) 8.7 (7.3-94) (17) 0.024*
151045642 T/T 6.2 (6.1-6.4) (13) 8.8 (8-10.1) (8) 0.001
“p= 0.160 0511
*1/41 6.4 (5.9-7.3) (50) 9.2 (7.5-10.7) (35) <0.001 *
*1/42 62 (5.5-6.5) (6) 8.8 (6.7-10.7) (4) 0.165
151799853 (*2) *2/42 () ) =
151057910 (*3) *1/43 83 (7.2-84) (3) 8.3 (7-10.6) (4) 1.000
*2/*3 ) 11(1) "
CYP2C9 *p= 0.352 0.811
A/A 6.4 (6.1-7.6) (35) 8.7 (7.5-11) (34) <0.001 *
A/T 6.5 (5.9-7.3) (19) 9.4 (8-10.2) (8) 0.003*
151934969 T/T 6.2 (6-6.2) (5) 10.4 (10.3-10.5) (2) 0.051
*p= 0.808 0.611

* p < 0.05 for Mann-Whitney U-test. * p < 0.05 for Kruskal-Wallis test. ¥ p < 0.05 for post-hoc test between

genotypes.
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Each polymorphism was examined by way of three multiple logistic regression models
that revealed statistical significances when HbA1c levels were evaluated across genotypes:
1572552763 and rs622342 in OCT1, and rs1128503 and rs2032582 in ABCB1. There was no
significant association in codominance models regarding the evaluated polymorphisms
(Table 6). Moreover, there was no association with no-control according to the simple
model adjusted by age, treatment period, treatment type, and BMI apropos of any studied
polymorphism, as evidenced by the forest plots (Figure S1.8.1 in Supplementary Material).

Table 6. Logistic regression on genotypic models in OCT1 and ABCB1 across uncontrolled patients.

(n =103).

Gene (SNP) Control No Control OR (IC95%) p-Value
OCT1 (rs72552763)
GAT/GAT 23 21 1.0 (ref)
del/GAT 18 28 1.704 (0.738-3.935) 0.212
del/del 7 6 0.939 (0.272-3.246) 0.920
Dominant genotype model
Del/del + del/GAT vs. GAT/GAT 25/23 34/21 1.490 (0.679-3.266) 0.320
@ Del/del + del/GAT vs. GAT/GAT 25/23 34/21 1.207 (0.395-3.691) 0.741
OCT1 (rs622342)
AA 22 19 1.0 (ref.)
AC 15 25 1.930 (0.795-4.685) 0.146
GE 1 1 1.158 (0.411-3.266) 0.782
Dominant genotype model
CC+ACvs. AA 26/22 36/19 1.603 (0.724-3.549) 0.244
TCC+ACvs. AA 26/22 36/19 1.914 (0.603-6.080) 0.271
ABCB]I (rs1128503)
Genotype
[afef 13 14 1.0 (ref.)
CT 19 26 1.271 (0.487-3.316) 0.624
TT 16 15 0.871 (0.310-2.445) 0.792
Dominant genotype model
TT +CT vs. CC 35/13 41/14 1.088 (0.451-2.621) 0.851
TT +CT vs. CC 35/13 41/14 1.817 (0.494-6.691) 0.369
ABCBI (rs2032582)
GG 17 17 1.0 (ref.)
GT 21 22 1.048 (0.426-2.576) 0.919
L 8 9 1.125 (0.351-3.609) 0.843
TA 0 2 -
GA 2 4 2(0.322-12.414) 0.457
Dominant genotype model
GA +TA + TT+ GT vs. GG 31/17 37/17 1.194 (0.523-2.722) 0.674
T GA +TA + TT+ GT vs. GG 31/17 37/17 1.933 (0.582-6.425) 0.282

2 Adjusted by age, treatment period, drug therapy, and BMI.
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Two multiple logistic regression models surveyed diplotypes in OCT1 and ABCBI, dis-
playing statistically significant covariates. Through the first model, we found significance
in age (OR = 0.936 (0.883-0.992); p = 0.026), treatment period (OR = 1.261 (1.094-1.452);
p=0.001), BMI > 25 kg/m? (OR = 7.049 (1.059-46.895); p = 0.043), and combined therapy
(OR = 18.05 (5.015-64.969); p < 0.001). There was no association with diplotype GAT/GAT of
1rs72552763 or A/A rs622342, both in OCT1. The second model revealed significance in age
(OR = 0.930 (0.877-0.987); p = 0.017), treatment period (OR =1.271 (1.105-1.462); p = 0.001),
BMI > 25 kg/m? (OR = 9.128 (1.083-76.966); p = 0.042), and combined therapy (OR = 17.933
(4.858-66.205); p < 0.001). In this model, there was no association with diplotype C/C of
rs1128503 or G/G of rs2032582, both in ABCBI1 (Table 7).

Table 7. Multiple logistic regression on HbAlc no-control using a dominant genotype model for
SLC22A1 and ABCBI (n = 103).

OCT1
Variable B Standard Error p-Value OR (IC95%)
Age (years) —0.066 0.030 0.026 * 0.936 (0.883-0.992)
BMI > 25 Kg/m? 1.953 0.967 0.043 * 7.049 (1.059-46.895)
1572552763 1s622342
GAT A —0.642 0.593 0.279 0.526 (0.165-1.683)
Treatment (metformin +
Z . 2.893 0.653 <0.001 * 18.05 (5.015-64.969)
glibenclamide)
Treatment period (years) 0.232 0.072 0.001 * 1.261 (1.094-1.452)
ABCB1
Age (years) —0.072 0.030 0.017 * 0.930 (0.877-0.987)
BMI > 25 Kg/m2 2211 1.088 0.042 * 9.128 (1.083-76.966)
i e ~1.02 0738 0164 0358 (0.084-1.522)
Treatment (e tformain 2.887 0.666 <0.001* 17.933 (4.858-66.205)
glibenclamide)
{reatment period 0.240 0.072 0.001* 1271 (1.105-1.462)
(years)

B: Regression coefficient; OR: odds ratio; IC95%: 95% confidence interval. * Statistical significance (p < 0.05).

When comparing dose/mg/kg (Table 8) across C/T of rs1128503 in ABCB1, we found
statistical differences in combined therapy patients as opposed to monotherapy (p = 0.001),
as well as in G/G of rs2032582 (p = 0.011) and C/C and T/T of rs1045642 (p = 0.001 and
0.019, respectively). However, metformin plasmatic concentrations across these genotypes
presented significant differences only by C/T of rs1128503 in ABCBI1, where they were
higher in the combined therapy group (p =0.002) (Figure 5).
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Table 8. Daily metformin dose mg/kg/day according to treatment and genotype.
Metformin Metformin + Glibenclamide
Gene SNP Genotype (mg/kg/day) Median (mg/kg/day) Median p=
(IQR 25-75%) (1) (IQR 25-75%) (1)
c/c 18.78 (12.28-25.41) (14) 26.98 (18.19-34.53) (12) 0.057
1128503 C/T 19.12 (11.92-26.08) (27) 29.27 (23.16-35.31) (17) 0.001 *
& T/T 20 (11.78-24.42) (15) 29.7 (16.66-31.95) (14) 0.127
p= 0.969 0.971
G/G 16.48 (11.93-23.28) (17) 26.98 (21.35-32.04) (15) 0.011 *
G/T 19.78 (12.99-27.33) (26) 24.35 (15.34-32.83) (16) 0.170
T/T 20 (16.48-21.19) (9) 31.95 (29.77-29.15) (7) 0.064
ABCB1 152032582 T/A 27.82 (1) 29.51 (1) R
G/A 10.24 (10.02-10.85) (3) 32.11 (28.44-34.03) (3) 0.050
p= 0.118 0.356
c/c 12.29 (11-22.65) (16) 27.86 (23.21-33.71) (19) 0.001 *
1045642 C/T 19.56 (12.93-27.39) (27) 25.55 (16.66-30.35) (17) 0.152
= T/T 20 (14.5-21.19) (13) 37.5(29.77-39.71) (7) 0.019*
p= 0.298 0.156
*p <0.05 for Mann-Whitney U-test
5000
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E g, 2000 *
@ =
'g_ * .
= 1000
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g ©

1 T T T T 1 1 1
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METFORMIN METFORMIN+G

Figure 5. Metformin plasmatic concentration boxplots (ng/mL), including medians, interquartile
ranges, and outliers (filled circles). From left to right: C/T of rs1128503; G/G of rs2032582; C/C of
1rs1045642; T/T of rs1045642, treated with metformin. The following boxplots correspond to the same
genotypes under combined therapy. Only C/T of rs1128503 reported significant differences in both
groups (* p = 0.002).

3. Discussion

We have reported anthropometric data and biomarkers of a Mexican-Mestizo DMT2
patient sample, which was predominantly female (70.8%) with an average age of 54.45 years,
and the treatment period percentage, as reported in Table 1, was 60% lower in the monother-
apy group with respect to combined therapy patients. Such results were previously reported
in Kahan's seminal studies in a randomized multicenter, double-blind controlled clinical
trial called “A Diabetes Outcome Progression Trial” (ADOPT), designed to evaluate the
durability of glycemic control in patients undergoing monotherapy with different hypo-
glycemiants [23], as well as in AL-Eitan’s work [24]. According to its HbAlc markers,
the studied sample we hereby discuss presented low control rates (53.39%) and no renal
damage according to its glomerular filtration rate (MDRD-4). There were statistical dif-
ferences between the prescribed treatments regarding dosage mg/day (1700 (850-1700)
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in monotherapy vs. 2125 (1700-2550) in combined therapy, p = 0.001) and dose/weight
adjustment in terms of mg/kg/day (19.25 (11.92-25.84) vs. 29.2 (21.55-34.21) (p < 0.001)).
Therefore, we analyzed whether this was reflected in metformin plasmatic concentrations.
Every studied polymorphism within the population of this sample was found in Hardy—
Weinberg equilibrium. This particular study produced data on the three polymorphisms
in ABCBI and its genotypes among a population of Mexican DMT2 whose frequencies
were previously unknown; the analysis found no statistical difference across genotypic
frequencies between these populations and healthy Mexican-Mestizo volunteers [21].
When sorting drug plasmatic concentrations according to treatment type and geno-
type, we found a statistically significant difference only by C/T of rs1128503 in ABCB1
among the combined therapy group. Metformin is transported into hepatocytes principally
by the product of SLC22A1 (OCT1), as well as SLC22A2 (OCT2) and SLC22A3 (OCT3).
It is also a substrate of all three polymorphic products of ABCBI (P-gp 1); rs1128503,
rs2032582, and rs1045642 [14]. All of these genotypes are likely to impact metformin’s
pharmacokinetics. Ruicheng [25] found no association between the genotypes of rs1128503
in ABCBI and diabetes risk in the Chinese Han population, adducing its intronic nature
and introns’ characteristic function loss during evolution. Llaudé [26] described the effect
of Pgp activity decrease in PMBC through Rho123 efflux among patients with transplanted
kidneys receiving immunosuppressants, who were carriers of allele T/T of rs1045642,
and therefore called them “low pumpers,” as opposed to C/C and C/T of rs1045642, the
“high pumpers”. As for rs72552763 in OCT1, Menjivar [17] reported an association with
no-control in a Mexican population, specifically, with GAT/GAT, who amounted to 66%
of uncontrolled patients (p = 0.011). In our study, no-control frequency was 38.2% by
GAT/GAT of 1s72552763, which was even higher by del/GAT at 50.9%, although these results
accounted for no statistical difference (p = 0.392). We attribute these dissimilarities to our
country’s ethnic diversity. In the Rotterdam study, which included Caucasian patients
above 55 years of age undergoing occasional metformin intake, Becker [12] reported the
decreasing effect on HbAlc levels by rs2289669, which codifies efflux transporter MATE1;
these patients also carried CC of rs622342, and they presented a significant association with
HbA1lc changes (—0.68; 95% CI: —1.06 to —0.30; p = 0.005). Abdel-Hameed [27] reported
that variant rs622342 of SLC22A1(OCT1) is associated with the therapeutic response to
the metformin + glibenclamide combined treatment, where allele AA responded 2.7 times
more to metformin with respect to allele C, as shown in a recessive model (recessive model,
odds ratio 2.718, p = 0.025, 95% CI 1.112-6.385). In that particular study, disease duration
reported was an average of 2.6 years among non-responders and 2.3 years in the responder
group. More recently, in a Mexican sample, Resendiz-Abarca [28] identified genotypes
CC-rs622342, AA-rs62803, and GG-rs594709, associated with increased HbAlc levels after
a 12-month metformin treatment. In her study on a Mexican-Mestizo population, Menji-
var [17] found no association between no-control and any genotypes of rs622342 in OCT1
(p = 0.066). Our study coincides with these data since we did not observe an association
between no-control and rs622342 either (p = 0.324). We found no significant differences
through the analysis of either control or no-control frequencies regarding any polymor-
phism of those genes expressing OCT1 (rs72552763 and rs622342), OCT2 (rs316019), OCT3
(rs2076828), ABCBI (rs1128503; rs2032582; rs1045642), or CYP2C9 (rs1799853; 1s1057910;
rs1934969). After sorting each polymorphism according to HbAlc levels and treatment
type, we found several statistical differences across every genotype of rs72552763, rs622342
(except for C/C), C/C of rs316019, C/C and C/G of rs2076828; every genotype of rs1128503
in ABCB1, and G/G and T/T of rs2032582; every genotype of rs1045642; the genotype *1/*1
of CYP2C9; and A/A and A/T of 1s1934969. This proves that combined therapy does not
reduce HbAlc levels, but rather quite the opposite—it preserves higher levels with respect
to monotherapy. This may also be ascribable to treatment period differences. Kahan [23]
reported the occurrence of metformin monotherapy failure within 5 years in 21% of cases;
in our sample, combined therapy patients already reported 7.5 years with the disease. In
logistic regression models performed on HbAlc no-control, where the dominant genotypic
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model was adjusted by age, treatment period, treatment type, and BMI, we found no
association with no-control in genotypes of OCT1 (rs72552763), OCT1 (rs622342), ABCB1
(rs1128503), and ABCBI (rs2032582), as shown by an adjusted simple/multiple logistic
regression model adjusted in accordance with the aforementioned covariates.

The literature is contrasting regarding possible associations between polymorphisms
and HbAlc levels. Ethnicity, treatment type, and treatment period affect results heteroge-
neously, whereas clinical trial design is complicated compared to observational studies such
as ours. At this point, it would seem reckless to advance a conclusive statement about our
results. Further analysis of metformin plasmatic concentrations is necessary, and if possible,
associations with the chosen polymorphisms are to be determined. By researching the prob-
able association between these and the HbA1lc control, our study marks the first evaluation
of metformin plasmatic concentrations among DMT2 Mexican-Mestizo carriers of these
particular polymorphisms, whether they were undergoing metformin monotherapy or
the metformin + glibenclamide combination (Table 4). P-gp’s probable role in this disease
was not considered either, although metformin is a known substrate of this efflux pump.
We are not aware of any other similar study. For this analysis of ABCBI polymorphisms,
we grouped patients by HbAlc percentage, whether they were controlled or not. In C/T
of rs1128503, patients with HbAlc < 7% presented metformin plasmatic concentrations
(ng/mL) lower than HbAlc > 7% (139.8 (90.3-649.7) vs. 844.7 (481.7-1095.1); p = 0.011). This
genotype received a higher metformin + glibenclamide dose (mg/kg/day) than metformin
monotherapy (p =0.011), which may explain the observed effect. Likewise, patients carry-
ing G/T of rs2032582 with HbAlc < 7% reported lower metformin plasmatic concentrations
(ng/mL) than HbAlc > 7% 181.1 (118.2-768.5) vs. 491.4 (185.9-884.2) (p = 0.041). However,
this genotype did not receive a higher metformin + glibenclamide dose than monotherapy
(p = 0.170); hence, we consider that this therapeutic effect cannot be ascribed to a wider
metformin bioavailability. In C/T of rs1045642, patients with HbAlc < 7% reported lower
metformin plasmatic concentrations (ng/mL) than HbAlc > 7% [116.8 (85.7-157.8)] vs.
(530.7 (185.9-1095.1); p = 0.002). In this last polymorphism of rs1045642, we also observed
statistical differences within groups across those genotypes in monotherapy treatment
(p = 0.014). This last group undergoing combined therapy did not receive higher dosages
mg/kg/day than monotherapy (p = 0.152), just like G/T of rs2032582. The therapeutic
effect cannot be ascribed to a larger metformin bioavailability, but it could be related to
P-gp 1 high pumpers, as described by Llaudé [26]. Recently, AL-Eitan [24] genotyped
21 polymorphisms of OCT1, OCT2, and OCT3 among DMT2 patients from Northern Jor-
dan: seven polymorphisms of OCT1, 10 of OCT2, and four of OCT3. AL-Eitan reported
no statistical difference regarding glycemic control OCT (according to the ADA'’s criteria).
Their conclusions reported that rs12194182 in SLC22A3 (OCT3) was associated with better
HbAlc levels. Genotypes of the studied SNPs in SLC22A1, SLC22A2, and SLC22A3 were
significantly associated with BMI, age at the time of diagnosis, and glycemic control as
established through multinomial logistic regression (p < 0.05). Treatment period was not
considered. Finally, there was no relation between SNPs and glycemic control after age
adjustment (p > 0.05).

We performed a logistic regression analysis using a dominant genotypic model includ-
ing rs72552763 and rs622342 in OCT1, as well as rs1128503 and rs2032582 in ABCBI. Since
we found no significant difference, we conducted a second multiple logistic regression
analysis to confirm whether rs72552763 GAT/GAT and rs622342 A/A in OCT1, as well as
rs1128503 C/C and rs2032582 G/G in ABCB1, showed a significant glycemic control p-value;
we found none, unlike about other covariates such as age, BMI, combined treatment, and
treatment period. All of the latter reported statistical significance in both models, where the
highest no-control ORs were OR = 18.05 by OCT1 and OR = 17.93 by ABCB1 in combined
therapy. This became patent in the forest plot we present (Supplementary Material Figure
51.8.1). To summarize, none of the polymorphisms we studied reported glycemic control
association with any of their genotypes, as opposed to some covariates that were indeed
associated with no-control. In our sample, low therapeutic efficacy cannot be attributed to
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metformin but rather to its covariates. The evidence of such covariates’ significant role in
uncontrolled HbA1lc levels (the golden standard biomarker) may benefit Mexican DMT2
patients in the form of a personalized prescription, favoring a more adequate therapeutic in-
tervention and lifestyle changes in order to prevent micro and macrovascular complications
hauled by the disease.

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Sample Description (DMT2 Patients)

This observational study recruited participants previously diagnosed with DMT2
according to the World Health Organization and American Diabetes Association standards
(ADA) [29]. All of them were legal adults (18 years or older) with at least three generations
of Mexican ancestry (assessed through a questionnaire) and no kinship between them.
Sample collection and clinical record reviewing was accomplished within a cohort of
103 patients with DMT2 undergoing medical treatment and monitored at a third-level
public healthcare center in Ixtapaluca, Mexico, between May 2018 and December 2019.
All participants provided written informed consent. The research protocol was ethically
approved by a Research and Ethics Commission of the National Autonomous University
of Mexico (Faculty of Medicine) 001/SR/2016, and the study was performed in accordance
with the Declaration of Helsinki and the 64th WMA General Assembly, Fortaleza, Brazil,
October 2013, on ethical principles for medical research involving human subjects. A
database of the collected clinical and biochemical data, including each patient’s file, was
compiled. Files were thoroughly reviewed in accordance with the study’s inclusion and
exclusion criteria. Patients were subsequently grouped in accordance with the designated
hypoglycemic agent used for treatment: metformin monotherapy and glibenclamide +
metformin.

Inclusion criteria required at least 3 months of pharmacological treatment in order
to report stationary plasmatic levels. HbAlc values were used to estimate plasmatic
glucose levels during the whole trimester prior to their determination. The present study
focused on a third-level center where patients’ files spanning anywhere from a semester
to multiple years could be revised. Determining previous measurements would not have
been achievable and the present study was only interested in verifying control over the last
trimester.

4.2. Clinical Evaluation

Out of the 204 initially evaluated profiles, 52 were eliminated due to not meeting
inclusion criteria. Of these remaining 152 allocated for observation, 26 had no HbAlc
record and 23 had no plasmatic metformin record; thus, only 103 were fit for biomarker
analysis (Scheme 1).

Patients were recruited according to the following inclusion criteria: (i) The patient
was undergoing either metformin treatment, or a combination of metformin + gliben-
clamide; (ii) the patient had undergone a treatment schedule comprising a stable dose
of these drugs for at least 3 months; (iii) the precedents and treatment characteristics of
each individual were accessible via their medical record at the corresponding healthcare
center, particularly data concerning drug dosage (including hypoglycemic agents) during
the aforementioned 3-month period; (iv) the medical file comprised anthropometric param-
eters [30] and clinical laboratory reports performed at the Hospital Regional on a number
of key biochemical variables (including HbAlc through HPLC, in a Variant II Turbo 2.0,
Bio-Rad, Hercules CA, USA; fasting glucose levels, total cholesterol, LDL, HDL, triglyc-
erides, creatinine by photometry in an AU480 Chemistry Analyzer, Beckman Coulter, Brea
CA, USA). Individuals who reported chronic alcoholism, previous pancreatic pathology,
renal failure, hypoglycemic treatment with insulin or insulin analogs, insufficient medical
records, DMT1, or voluntary withdrawal were excluded. A database was created to retrieve
and analyze the information on the 103 patients included in the study. File revision was
performed through random probabilistic sampling.
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Scheme 1. CONSORT flow diagram of the trial sample.

4.3. Genotyping Procedure

A peripheral 10 mL blood sample was collected from all participants in EDTA tubes,
and genomic DNA was extracted from 200 uL of each patient’s venous peripheral blood
using UltraClean® BloodSpin® DNA isolation reagents (Mo Bio Laboratories; Qiagen,
Inc., Valencia, CA, USA), evaluated for integrity and concentration through 1% agarose
electrophoresis and spectrophotometry using NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scien-
tific, Wilmington DE, USA), respectively. For CYP2C9, SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, and
ABCBI allele determinations, different allelic variants were analyzed by RT-PCR tech-
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nology using fluorescence-based TagMan® assays on a Fast 7300 Real-Time PCR System,
both from Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA). Reac-
tions were performed in a final reaction volume of 10 uL, with 30 ng genomic DNA
template, 1X TagMan® Universal PCR Master mix system from Applied Biosystems, 1X
each probe assessed (CYP2C9*1: C_160889442_10, CYP2C9*2: rs1799853, C_25625805_10;
CYP2C973: rs1057910, C_27104892_10; CYP2C9*6: rs9332131, C_32287221_20; SLC22A1:
rs12208357, C__30634096_10; SLC22A1: rs2282143, C__15877554_40; SLC22A1: rs594709,
C___1898206_20; SLC22A1: rs622342, C___ 928527_30; SLC22A1: rs628031, C___8709275_60;
SLC22A1: rs683369, C___ 928536_30; SLC22A1: 1s72552763, C__34211613_10; SLC22A2:
rs316019, C___3111809_20; SLC22A3: rs2076828, C___2763995_1_; SLC22A3: rs8187725,
C__30633894_10; ABCB1: rs1045642, C___7586657_20; ABCB1: rs1128503, C___7586662_10;
ABCBI: 152032582, C_11711720D_40; ABCB1: rs2032582, C_11711720C_30; ABCB1: rs2032588,
C__11711718_10), and water. Thermocycling conditions and allelic discrimination to iden-
tify the genotypes using allelic discrimination software (Applied Biosystems, Bedford,
MA, USA) were previously described [16]. The intronic polymorphism CYP2C9 IVS8 109A
> T (rs1934969) was analyzed using the PCR amplifying enzymatic restriction fragment
long polymorphism (PCR/RFLP) method. PCR was performed on a Mastercycler® 384
(Eppendorf, Hamburg, Germany) to identify its presence by following the procedure de-
tailed in Cuautle et al. (2019) [16]. Fragments of 468 and 154 bp cut by HinfI restriction
enzyme (New England BioLabs Inc., Ipswitch, MA, USA; cat no. RO155S) were observed
for CYP2C9 1VS8 109T, whereas a band of 622bp corresponding to uncut fragments was
matched to the CYP2C9 IVS8 109A > T allele. SNP allelic and genotypic frequencies of
OCT1, OCT2, OCT3, ABCBI, and CYP2C9 were carried out through direct counting.

4.4. Plasmatic Metformin Determination

Out of the initial 204 candidates, 101 were excluded from the analyses for the follow-
ing reasons: 2 plasmatic samples were insufficient, 14 were reported as unquantified, and
29 were reported as undetermined (total 45), whereas 56 more were lost during follow-up
(41 changed treatment and 15 had no HbAlc record) (Scheme 1). Out of the remaining
103 included patients, plasmatic concentrations could only be determined in 86, since 9
had been registered as undetermined and 8 more were not quantified (either hemolyzed
or measured through lipemic serum). Determinations were carried out in the Clinical
Pharmacology Unit of UNAM'’s Faculty of Medicine. The methodology was validated
in accordance with the Mexican Official Normativity NOM-177-SSA 1-2013 [31], which
establishes tests and procedures to demonstrate a drug’s interchangeability; the manda-
tory requirements authorized third parties must observe; which research or healthcare
institutions may perform biocompatibility tests; and the internal procedure of analytical
methodology validation. The study also adhered to additional international requirements,
whose acceptance parameters were established in the Standard Operating Procedure SOP-
UA-05-09 “Validation of analytical methodology on special and bioavailability and/or
bioequivalence studies”. To analyze biological samples, we employed the method de-
scribed in the analytical methodology index card FMA-018/B, which had been previously
validated according to Mexican Official Normativity NOM-177-SSA1-2013. The analytical
method was selective over the quantification of both plasmatic metformin and gliben-
clamide, without the interference of either endogenous or exogenous compounds. The
employed methodology proved to be selective, linear, precise, and exact over the assessed
concentration range.

For sample analysis, we employed UHPLC-MS/MS in MRM mode using an Agi-
lent Technologies G6490A mass spectrometer. In the preparation of calibration curves
and controls for sample analysis we employed the following reference substances: met-
formin hydrochloride (U.S.P. batch RO69HO, purity 99.7%), glibenclamide (U.S.P. batch
R022S0, purity 99.4%), and loratadine (U.S.P. R052U0, purity 99.8%). To quantify plasmatic
metformin /glibenclamide, we employed the mass/charge ratio of metformin 130.1/71.0,
glibenclamide 494.0/369.0, and the internal standard loratadine 383.1/337.1. A Luna PFP
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analytical column (2.0X100 mm, 3.0 um) from Phenomenex was used for analyte separation
and determination. The isocratic elution of samples was carried out by using acidified
ammonium formate 10 mM (A): acetonitrile 100% (B), as mobile phase. Analytes were pre-
viously extracted through protein extraction/precipitation: A 100 uL aliquot was extracted
from a plasma sample and subsequently deposited into a microtube. We added a 10 uL
aliquot from the loratadine internal standard solution (30 pg/mL). To carry out protein
precipitation, we added a 400 uL aliquot of HPLC-grade acetonitrile. The tube was shaken
on a multiple vortex at maximum speed for 1 min. The tube was centrifuged at 13,000 rpm
and 4 °C for 5 min. We recovered 250 uL of the supernatant and transferred it to a 96-well
plate. The injection volume on the chromatographic system was 2.0 uL. The method was
linear in the range of 20-10,000 ng/mL. Intra-day and inter-day variation coefficients were
less than 15%. In the case of metformin, recovery ranged from 89.676 to 90.731%. The
relationship between chromatographic response and concentration on every calibration
curve was adjusted through linear least squares regression for metformin. To quantify the
plasmatic samples, the regression was performed through Mass Hunter B.08 Quantitative
Analysis software.

Patients were summoned by their respective treating physician having observed a
fasting period of at least 8 h. All of the blood samples were taken within an interval of
8 h after the evening’s metformin dose. A 10 mL peripheral venous blood sample was
extracted using EDTA vacutainer tubes. The sample was centrifuged at 400x g for 5 min at
4 °C. Once the plasma was obtained, aliquots were carried out using Eppendorf tubes and
the samples were frozen at —80 °C until drug determination assays were simultaneously
performed across all of them.

4.5. Statistical Analyses

Data distribution was assessed through Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk
tests. Normal distribution variables are displayed as median and standard deviation,
whereas free distribution variables are displayed as median and interquartile ranges.
Patients were grouped according to (i) HbAlc control, no-control; (ii) treatment type; and
(iii) polymorphisms of SLC22A1(OCT1), SLC22A2(OCT2), SLC22A3(OCT3), ABCB1, and
CYP2C9, where %HbA1lc and metformin plasmatic concentration were evaluated. Normal
distribution quantitative variables were compared through Student’s t-test, whereas free
distribution variables were compared using Mann-Whitney’s U-test. When comparing free
distribution quantitative variables across 3 groups, the Kruskal-Wallis test was employed.
Qualitative variables were compared using Pearson’s Chi square test or Fisher’s exact
test if necessary. Ordinal variables were compared through the Mann-Whitney U-test.
A pvalue < 0.05 was considered statistically significant. Analyses were performed using
SPSS version 23.0 for Windows (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

4.6. Genotypic and Allelic Frequency Analysis

Allelic frequencies were counted, and respective expected values were calculated for
each genotype. A p value > 0.05 defined the frequencies in Hardy-Weinberg equilibrium as
calculated through Pearson’s Chi square test.

4.7. Logistic Regression

We focused on statistically significant HbAlc SNPs, whose genotypes were rs72552763
and rs622342 in OCT1, and rs1128503 and 2032582 in ABCBI (Table 6). A codominance
model was elaborated for each SNP, assuming every genotype implied a different risk
for the dependent variable, which was no-control defined as HbAlc > 7%. Additionally,
each SNP had its own simple and multiple logistic regression model observing genotypic
dominance. The multiple model was adjusted according to age, treatment period, treatment
type, and BMI, which showed OR (IC95%) in every case. Statistical significance was
p-value < 0.05.
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A second multiple logistic regression model was conducted considering rs72552763
and rs622342 in OCT1, and rs1128503 and 2032582 in ABCBI as diplotypes. Reference
values for qualitative variables were BMI under 25 kg/m?, metformin therapy, and both
heterozygous and recessive genotype in every model of the analyzed polymorphisms. The
dependent variable was no-control defined as HbAlc > 7%. References were selected
this way to explore no-control risk for a patient with a BMI over 25 kg/m? undergoing
combined therapy and carrying genotypes rs72552763 GAT/GAT with rs622342 A/A ina
first model and rs1128503 C/C with rs2032582 G/G in a second model.

5. Conclusions

This study’s results seem adequate to become part of a predictive algorithm for
glycemic control, considering variables like age, BMI, treatment, and disease period. This
would be quite helpful in clinical interventions specifically aimed towards populations
mathematically predisposed to non-control risk. Such an instrument could diminish
comorbidities and complications associated with diabetes. Study limitations: This is
essentially an observational study based on a small sample. We were able to quantify
metformin plasmatic concentrations only once. Patient records were often missing data,
and it was quite difficult to properly follow up with them.
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