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RESUMEN

Los humanos compartimos el 99.9% de la secuencia del genoma y el
0.1% restante varia entre cada individuo, dando como resultado un
fenotipo funcional que difiere entre los individuos y poblaciones. La
variabilidad interindividual es un factor que afecta la disposicion y
respuesta de los farmacos en el organismo. El citocromo P450 2C9
(CYP2C9) es una isoenzima que actua sobre el 15 al 20% de los
farmacos que presentan metabolismo de fase 1. Uno de los aspectos
clinicamente importantes del metabolismo de farmacos mediado por
esta isoenzima son los polimorfismos genéticos que presenta. Los
polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 modifican el funcionamiento del
CYP2C9 y se asocian con una lenta depuraciéon de farmacos y en
consecuencia con la apariciobn de reacciones adversas a los
medicamentos. Los avances en el conocimiento gendmico permiten
prescribir la terapia mas adecuada para los pacientes, tomando en
cuenta la variabilidad genética interindividual en las poblaciones. La
diversidad étnica en México esta representada en los grupos indigenas,
cuya historia esta escrita en el genoma de la poblacibn mestiza
mexicana. En México son escasos los estudios en estas poblaciones, y
representa un area de oportunidad para acercarnos a la medicina
personalizada de nuestra poblaciéon. La poblacion Maya de los tres
estados de la peninsula de Yucatan es uno de los grupos indigenas mas
importantes del pais respecto a otros pueblos amerindios. En este
trabajo se plantea la hipotesis que la poblacion indigena maya
presentara las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 con una frecuencia
significativamente diferente al de otros grupos indigenas, poblacion
mestizo mexicana y otras poblaciones del mundo reportadas en el

Proyecto 1000 Genomas. Se evalud la frecuencia alélica de las variantes

-10 -
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CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en 199 individuos mayas de los estados de
Campeche, Yucatan y Quintana Roo mediante PCR en tiempo real y
sondas TagMan. Adicionalmente, a través de los datos antropomeétricos
y bioquimicos se caracterizé el estado de salud de la poblacion Maya.
Los datos antropométricos y bioquimicos de la poblacion Maya, indican
un descontrol metabdlico de la poblacion diabética del grupo estudiado.
La frecuencia alélica de la poblacion indigena Maya obtenida para los
alelos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 fue de 0.010 y 0.028 respectivamente.
Esta poblacibn mostré6 una frecuencia significativamente menor para
ambas variantes con respecto a las poblaciones europeas, mestizos
mexicanos e indigenas Mayos. Para el alelo CYP2C9*3, la poblacion
maya presentd una frecuencia significativamente menor con respecto a
los tepehuanos y tarahumaras y una frecuencia significativamente
mayor con respecto a la poblacién africana reportada en el Proyecto
1000 Genomas y la poblacién indigena Nahua. Estas comparaciones
permiten diferenciar genéticamente al grupo Maya para las variantes
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en relacién con otros grupos poblacionales de
México y el mundo, siendo éstas una de las bases farmacogenéticas que
permiten reconocer la diversidad genética en poblaciones indigenas y
posteriormente se logre dilucidar el impacto de la variabilidad genética
en la respuesta a diversos farmacos mediante pruebas funcionales.

La farmacogenética, es una herramienta que ofrece beneficios para
mejorar la salud publica, apoyandose en las tecnologias genémicas para
adaptar el tratamiento farmacolégico a las caracteristicas individuales de
cada paciente, con la finalidad de maximizar la eficacia y reducir al
minimo los eventos adversos de los medicamentos y asi, realizar las
intervenciones preventivas o terapéuticas para un mejoramiento en el

control de diversos padecimientos que posee esta poblacion.

-11-
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| INTRODUCCION

Capitulo 1: Variabilidad genética

La genética es el estudio de la herencia y su variaciéon. En 1866, Gregor
Mendel, publicé una serie de experimentos que sentaron las bases de la
Genética como disciplina formal y en la actualidad contindan vigentes
con pleno conocimiento de sus bases moleculares. Fue casi 80 afos
después que se reconocid al acido desoxirribonucleico (ADN) como el
material de la herencia. El ADN estd formado de 3,200 millones de
nucledtidos, de los que existen cuatro tipos: adenina (A), timina (T),
citosina (C) y guanina (G). A partir de la segunda mitad del siglo XX
comenzo el auge en la manipulacién del ADN, con el descubrimiento de
su estructura, esclarecimiento del codigo genético, bases de la
traduccion para sintesis de proteinas, entre otras. Dando lugar a las
tecnologias recombinantes y, posteriormente, a las tecnologias para la
secuenciacion del ADN?.

Al inicio de la década de los 90"s dio inicio el proyecto cientifico
tecnolégico mas importante de finales del siglo XX: “El Proyecto del
Genoma Humano” (PGH). La culminacion del Proyecto en términos
técnicos significa que se obtuvo la totalidad de la secuencia de la
molécula del ADN con una gran exactitud. Ademas, se demostré que los
seres humanos compartimos 99.9% de esta secuencia. El 0.1% restante
varia entre cada individuo, siendo las variaciones mas comunes, los
polimorfismos de un solo nucledtido, conocidos como SNP. El nimero de
posibles combinaciones que resultan de la variacion gendémica da como
resultado que cada miembro de nuestra especie tenga caracteristicas
gendmicas Unicas®. Uno de los principales retos en la medicina moderna

y en la genémica de poblaciones es identificar las variantes que den un

-12 -
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fenotipo en especial, interpretar sus consecuencias moleculares y
determinar la transferencia de sus roles funcionales entre los individuos
y poblaciones®. Debido a que, la variaciéon genética interindividual en los
blancos farmacolégicos o en los genes involucrados en la disposicion de
los medicamentos produce distintos desenlaces clinicos y diferentes
respuestas a los farmacos administrados a pacientes tratados con el
mismo medicamento a una misma dosis (Figura 1), es imperante hacer
frente a estas diferencias como un factor clave en las evaluaciones de
riesgo para la salud humana en el consumo de medicamentos® °.

Se estima que la genética puede aportar del 20 al 95% de la variabilidad
en la disposicion del farmaco y sus efectos. Aunque muchos factores no
genéticos influyen en los efectos de los medicamentos, incluyendo la
edad, la funcién del 6rgano, la terapia concomitante, el apego al
tratamiento y la naturaleza de la enfermedad. Hay numerosos ejemplos
de casos en los que las diferencias interindividuales en la respuesta a los
farmacos se deben a variantes de secuencia en los genes que codifican
enzimas que metabolizan los farmacos, transportadores de farmacos o

blancos farmacolégicos’.
Antidepresivos
contra el Asma
contra la Diabetes

contra la Artritris

contra el Alzheimer

contra el Cancer

Porcentaje promedio de la poblacién para la cual un medicamento especifico
en una clase particular es inefectivo

Figura 1. Los pacientes pueden responder diferente al mismo medicamento
Modificado de 2

-13 -
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1.1 Farmacogenética y farmacogenomica

Los avances en genética y gendmica han tenido un gran impacto en
nuestro entendimiento de la farmacocinética y farmacodinamia de los
farmacos en el organismo, convirtiendose en una herramienta basica e
indispensable para el desarrollo de nuevas tecnologias en biomedicina y
cuidado para la salud. Esta interface entre los conceptos y métodos, el
descubrimiento, desarrollo y uso de nuevos medicamentos estan siendo
reconocidos a través de dos disciplinas en la ciencia biomédica: la

farmacogenética y la farmacogenémica®.

La farmacogenética es un campo de la farmacologia que estudia las
variaciones en la secuencia del ADN y como éstas influyen en la
respuesta y eficacia de los farmacos'®. Describe las interacciones entre
las caracteristicas de los medicamentos y de los individuos, de acuerdo
al resultado de eficacia clinica y/o perfil de seguridad y tolerabilidad
obtenido de un farmaco en individuos (fenotipo). Del mismo modo pone
a prueba la hipoétesis de que las diferencias interindividuales en las
respuestas obtenidas pueden estar asociadas con la presencia o
ausencia de factores biolégicos especificos del individuo, dichas
diferencias pueden ser marcadores que permitan la prediccion de la
respuesta individual a los farmacos®. Esta ciencia también implica la
incorporacion de informacion acerca del genotipo de una persona en la
toma de decisiones para el tratamiento farmacoldgico, con el fin de

proveer la mas efectiva y segura terapia para el paciente.

A partir de la dultima década, se han realizado avances en el
entendimiento de la contribucion de las diferencias genéticas a la
farmacocinética y farmacodinamia en la variabilidad interindividual con

respecto a la respuesta a los farmacos™?.
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Por su parte, la Farmacogendémica se basa en el estudio del genoma,
que incluye la totalidad de las secuencias codificantes (genes) y no
codificantes para la evaluacion sistematica de como los farmacos
modifican el patron global de expresion en algunos tejidos de interés. En
contraste con la farmacogenética, la farmacogendmica no se centra en
las diferencias interindividuales a los efectos del farmaco, sino en las
diferencias entre los diversos farmacos o compuestos con respecto a un
conjunto de genes expresados o secuencias no codificantes y su posible

asociacién con caracteristicas fenotipicas®.

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son el tipo mas comun de
variacion genética entre personas y se encuentran presentes en al
menos el 1% de la poblacion'?>. Cada SNP representa el cambio en la
secuencia de ADN de un solo nucleétido. En promedio se puede
encontrar un SNP por cada trescientos nucledtidos, lo que supone
alrededor de diez millones de SNPs en todo el genoma humano®® 4.
Diversos estudios sugieren que los SNPs en genes que codifican para
proteinas transportadoras de farmacos, enzimas metabolizadoras de los
mismos, enzimas implicadas en la biosintesis de ADN y reparacion de

éste, podrian determinar la eficacia y toxicidad del farmaco.

Entre las principales enzimas que metabolizan farmacos, se encuentra el
citocromo P450 (CYP450)*°. El CYP450 comprende una superfamilia de
monooxigenasas involucradas en el metabolismo de varios compuestos
quimicos endoégenos y exogenos. Modificaciones en los genes o
deficiencia de estas enzimas dan como resultado un amplio espectro de
enfermedades en el humano. Asi, las diversas funciones endogenas vy el
papel esencial de P450 en el metabolismo y toxicologia de los farmacos
subrayan aun mas la importancia de estas enzimas en la salud

humana®®.
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Capitulo 2: Sistema microsomal oxidativo de funcion mixta
o monooxigenas: Citocromo P450

2.1 Biotransformacion

Desde el origen de la humanidad, el hombre ha buscado remedios para
curar los males que lo aquejan en su existencia. En el siglo XIX los
avances en la quimica permitieron identificar y aislar muchas de las
sustancias activas presentes en los productos naturales. En el siglo XX
los avances en fisiologia y bioquimica permitieron comenzar a entender
como funciona el organismo, asi como las células que lo constituyen. Se
descubrieron los mediadores quimicos: sustancias que transportan
informacién dentro del cuerpo y que son el sistema de comunicacion
entre células. De esta forma, gracias a la quimica se comienzan a
sintetizar sustancias nuevas (farmacos) que mimetizan o bloquean los
efectos de los mediadores quimicos del cuerpo'’ para tratar de

recuperar la homeostasis en el organismo.

La duracion e intensidad del efecto de los farmacos estd determinada
por numerosos factores, incluyendo la velocidad con la cual los farmacos
son metabolizados o excretados. La biotransformacion y excrecion de
farmacos determinan, en gran medida, los parametros farmacocinéticos:
vida media biolégica de eliminaciéon, depuracion y constante de
eliminaciéon. Si la biotransformacion de un farmaco es muy intensa, su
vida media bioldgica se acorta, su constante de eliminacion y depuracion
son altas. Por el contrario, si la biotransformacion de un medicamento
es baja, su tiempo de vida media se prolonga, la constante de

eliminacién y depuracién disminuyen’.
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La biotransformacion o metabolismo de farmacos se refiere al conjunto
de reacciones quimicas de tipo enzimatico, por medio de las cuales se
modifica la estructura quimica de los farmacos, habitualmente dichas
modificaciones dan lugar a metabolitos mas polares que el producto
original, por lo tanto mas solubles en agua siendo mas faciles de

eliminar con la orina*® *°. (Figura 2).

Higado>>>Tracto Gl, pulmén,
piel y rifion

Enzimas de
conjugacion

Reduccién
Hidrdlisis

 Facil de excretar

No modi-ﬁ-c.ac on

Figura 2. Reacciones de biotransformacion de un farmaco

Imagen modificada de °

Las reacciones enzimaticas que participan en la biotransformacion de
farmacos, son de dos tipos: fase | o de funcionalizaciéon y las reacciones
de fase Il o de conjugacién. Las reacciones de fase | comprenden:
Oxidaciones, reducciones e hidrdlisis (Figura 3) que pueden
incrementar, decrecer o no alterar la actividad farmacoldgica de los

farmacos®'. En las reacciones de la fase Il, el metabolito procedente de
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la fase I, se acopla a un sustrato enddégeno que puede ser acido
glucurénico o acido acético. Los productos resultantes, son fuertemente

polares, inactivos, y se excretan con rapidez por orina y por heces.

En las reacciones de fase |, se utilizan una serie de enzimas fuera del
metabolismo energético o intermediario del organismo, de entre las que
destaca un sistema enzimatico oOxido reductor conocido como

Citocromo P450: Sistema microsomal oxidativo de funcion mixta

= : 20, 21
o monooxigenas (CYP450). (Figura 3) i
U Hidroxilacion de cadenas alifaicas laterales O Formacion de sulféxidos
R—CH;—CH3 ——= R—CHOH—CH3 Ry R1 Ri_
P - /\S 0 — = /502
O Hidroxilacién de un anillo aromatico R R R,
R C ﬁ) - R C'ﬁ ) OH O Desulfuracién
— — R1\ R1\
/S g o
U Desalquilacién oxidativa de grupos alquilo asociados aN, O yS. R; R>

R—NH—CH3z — R—NH; 4+ HCHO ) ,
U Oxidacion e hidroxilacion de aminas
R—O—C3Hs —> R—OH + H3C—CHO
R N — R3 N—O
R—S—CH3 —> R—SH -+ HCHO
)

o= S —NHOH

U Desaminacién oxidativa

NH 0
R/\‘/ 2 - R/\f + NH; Q  Epoxidacién

CH; CHs ~ ~__H
CH Coo.
[l > C‘/O

_CH T

Figura 3. Una muestra limitada de las diversas reacciones de oxidacion
catalizadas por el citocromo P450.

Modificada de 2% %!
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2.2 Generalidades del CYP450

El término citocromo P450 se refiere a una familia singular de
hemoproteinas presentes en bacterias hongos, insectos, plantas, peces,
mamiferos y primates, que pueden ser consideradas como oxigenasas
universales (enzimas que utilizan oxigeno) debido a la gran variedad de
reacciones que catalizan y a los compuestos estructuralmente diversos,
que sirven de sustrato. Los sustratos de estos sistemas enzimaticos
incluyen compuestos sintetizados enddégenamente, tales como el
colesterol, hormonas esteroideas y acidos grasos, asi como compuestos
exdgenos, por ejemplo, aditivos alimentarios, compuestos industriales y
farmacos que entran al cuerpo a través de diversas vias: digestiva,

pulmonar y/o epitelial.

Los citocromos P450 estan formados por dos proteinas, una de funciéon
oxidasa y la otra de reductasa. Estan conformadas por un grupo hemo
unido a cisteina mediante su tiolato, contienen un Unico grupo prostético
de hierro protoporfirina IX, que une oxigeno y que contiene sitios de

unién para el sustrato (Figura 4)*°.

Figura 4. Estructura quimica de la protopofirina IX unida al Fe.
Modificado de **
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La denominacion de esta proteina como citocromo P450 se origind a
partir de sus propiedades espectroscopicas, antes de que se conociera
su funcion catalitica. Este grupo de proteinas presentan un espectro de
absorcion uUnico que se obtiene por adicion de un agente reductor, tal
como el hiposulfito sédico o NADPH, a una suspension de vesiculas de
reticulo endoplasmico seguido del burbujeo de monoéxido de carbono
(gas en solucién). El mondéxido de carbono se une a la hemoproteina
reducida y da lugar a un espectro de absorbancia con un pico a los 450
nm. El mondéxido de carbono se une al hierro del grupo hemo, en lugar
del oxigeno, con una afinidad de unibn mucho mayor por lo que es un

potente inhibidor de su funcién (Figura 5)%3.

20

t-2a

400 = 440 = 480 520 560 600
Almy)

Figura 5. Espectro de absorbancia aproximadamente a 450nm.

La linea (- - -) indica que el NADPH actlia como el agente reductor y la linea (_ )
indica que el hiposulfito de sodio actia como agente reductor.
Modificado de **

-20-



Rivera-Santiago C

2.3 Actividad Catalitica del CYP450

La reaccion general catalizada por un citocromo P450 se describe a

continuacion:
NADPH + H* + 0,+ SH - NADP™* + H,0 + SOH

Donde S puede representar un esteroide, acido graso, un farmaco u otro
compuesto quimico gue contenga como sustituyente un alcano, un
algueno, un anillo aromatico o un compuesto heterociclico que pueda
servir de sitio para la oxigenacion. La reaccidn es una monooxigenacion
y la enzima es una monooxigenasa debido a que sélo incorpora al
sustrato uno de los 4tomos de oxigeno. En mamiferos, los citocromos
P450 actuan como aceptores ultimos de electrones en sistemas de
transporte electronico y actualmente se sabe que estan presentes en
glandulas del cuerpo como en el rifidn, pulmon, piel, intestino, corteza
suprarrenal, testiculos, placenta, linfocitos, ovarios y otros. Cabe
mencionar que es particularmente activo en tejidos involucrados en el

procesamiento de alimentos (higado y en glandulas suprarrenales).

El mecanismo catalitico de oxidacion de un xenobiético mediado por el
CYP450, es complejo; se inicia cuando el farmaco, en su forma reducida,
se une al citocromo P450 (Fe3*)-oxidado y se forma el complejo
citocromo P450 (Fe**)-farmaco reducido. El donador de electrones es el
fosfato reducido de dinucledtido nicotinamida y adenina (NADPH) y el
flujo de los electrones es conducido por otra flavoproteina (NADPH-
citocromo P450 reductasa) que transfiere un electron al complejo
citocromo P450(Fe**)-farmaco reducido. El citocromo P450 (Fe3"), se
reduce a citocromo P450(Fe®"), y el complejo citocromo P450(Fe**)-
farmaco reducido, se combina con el O, para formar un complejo

terciario, oxigeno- citocromo P450 (Fe®")- farmaco reducido. El complejo
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terciario, acepta un segundo electron de la NADPH-citocromo P450
reductasa y un protdn para producir un complejo peréxido. La adicion de
un segundo protén rompe el complejo produciendo agua y liberando el
farmaco oxidado. Finalmente se regenera el citocromo P450 (Fe3") y se

inicia un nuevo ciclo (Figura 6).

NADPH

NADPH-—
RH cytochrome P450
reductase

ROH Fe3"{
p

(ROH)Fe3~ 2
8 (RH) Fe2+
3 O,
(R*)}Fe-OH)3+
(RH)Fe2+-O,
7 4
(RH)(Fe-0)3
. {RH) Fe3+-0O,~, /
5
HEO%\ /\eﬁ
(RH) Fe3-0,2

Cytochrorme by

NADH-cytochrome bg

NADH
reductase

Figura 6. Ciclo catalitico del citocromo P450, mediado por una reaccion de
hidroxilacion
Modificado de **

2.4 Nomenclatura

Hasta finales de la década de los ochenta el citocromo P450 se
nombraba de acuerdo a la reaccidbn que catalizaba su inducibilidad.
Debido a que los CYP450s presentan una amplia versatilidad funcional,
lo que les da la capacidad de catalizar una gran cantidad de procesos y
unirse a un numero elevado de sustratos, se planted la necesidad de
establecer criterios de nomenclatura para evitar posibles ambiguedades.

Por ello, se establecieron los principios de clasificacion que se utilizan
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hoy en dia, los cuales obedecen a criterios filogenéticos y se basan en la
entidad de la secuencia de aminoéacidos en las cadenas polipeptidicas de
las diferentes enzimas. Los citocromos P450 se identifican con las siglas
CYP seguido de un numero gque designa la familia, compartiendo como
minimo el 40% en su secuencia de aminoacidos; una letra identifica la
subfamilia y comparten minimo el 55% de identidad. Finalmente, dentro
de una misma subfamilia a las enzimas individuales se les asigna un
namero, tomando en cuenta que la secuencia que codifica para la

proteina tenga una homologia mayor al 3% (Figura 7) *% %,

Citrocromo Familia >40% Subfamilia >55%  Enzima individual >3%

CYP 2 C 9

Figura 7. Nomenclatura de los citocromos P450

El citocromo P450 (CYP450) humano esta conformado por 18 familias,
44 subfamilias y 57 isoenzimas®®. Estas isoenzimas metabolizan
aproximadamente dos terceras partes de los farmacos administrados en
el ser humano. Por ejemplo los miembros de las familias CYP1, CYP2 y
CYP3, especialmente CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, y CYP3A4 en

el higado metabolizan del 80% al 95% de los farmacos de uso clinico.

Sin embargo, la funcionalidad, especificidad por el sustrato vy
especificidad del tejido varian entre las enzimas del citocromo P450. En
la tabla 1 se clasifican las isoenzimas de acuerdo al sustrato que los

CYP450s metabolizan principalmente®® 2°.
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Tabla 1. Clasificacion del citocromo P450 humano de acuerdo al
sustrato que metaboliza principalmente.

Eicosanoides Xenobiédticos 2:;132 Eicosanoides Vitaminas Desconocidos
1B1 17A1 1A1 2Ci18 212 4F2 2R1 2A7 4F22
7A1 19A1 1A2 2C19 4A11 4F3 24A1 251 4V2
7B1 21A2 2A6 2D6 4B1 4F8 26A1 2U1 4X1
8B1 27A1 2A13 2E1 1F12 5A1 26B1 2W1 471
11A1 39A1 2B6 2F1 8A1 26C1 3A43 20A1
11B1 46A1 2C8 3A4 27B1 4A22 27C1

11B2 51A1 2C9 2A5 4F11

3A7

Esta clasificacion es un tanto arbitraria, por ejemplo, citocromo P450 1B1 y 27A1 podrian
agruparse en una de dos categorias diferentes. Modificado de 2°.
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Capitulo 3: Polimorfismos genéticos del gen CYP2C9:
Citocromo P450 familia 2 subfamilia C polipéptido 9

La mayoria de los genes que codifican para las isoenzimas CYP son
altamente polimorficos y esto contribuye a las variaciones
interindividuales e interétnicas en el metabolismo de un gran niamero de
farmacos administrados en humanos*?. CYP2C9 es altamente polimérfica
y es la principal enzima dentro de la subfamilia CYP2C, involucrada en el

metabolismo de farmacos de importancia clinica®’.

3.1 Generalidades

El CYP2C9 es una isoenzima de aproximadamente 55kDa, juega un rol
principal en la oxidacion de compuestos enddgenos y xenobidticos. Se
ha identificado que el gen CYP2C9 posee 9 exones y es uno de varios
genes agrupados en cluster en una region aproximadamente de 390 kb
dentro del cromosoma 10 en la posiciéon 23.3 del brazo largo (23qg3).
Este cluster comprende cuatro genes organizados de la siguiente
manera CYP2C18-CYP2C19-CYP2C9-CYP2C8 en direccion del centréomero
al telémero (Figura 8)?®. Los cuatro miembros de la familia CYP2C estan
expresados principalmente en el higado. La isoforma CYP2C9 es la mas
expresada de las cuatro que conforman la familia CYP2C, inclusive es la
segunda isoenzima mas expresada a nivel hepatico de todos los
citocromos y comprende aproximadamente una tercera parte del
contenido total de la superfamilia citocromo P450 en el mismo érgano.
CYP2C9 y CYP2C19 han sido estudiados con mayor profundidad y se ha
visto que una disfuncionalidad en estas isoenzimas, tienen importantes

consecuencias terapéuticas™?.
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Figura 8. Localizacion de los locus de CYP2C.

Localizacion del locus CYP2C9 en el cromosoma 10, la medida proporcional y
localizacion de los cuatro genes incluyendo la direcciéon de la transcripcion, limites del
gen y la estructura de los intrones y exones de cada uno. Modificado de #°

CYP2C9 es una proteina que metaboliza mas de 100 sustratos, involucrandose
en el metabolismo de cerca del 15% de todos los farmacos administrados en
la clinica®®. Entre los mas destacados, se encuentran los farmacos
antihipertensivos, antiepilépticos, antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
sulfonilureas, entre otros. En la tabla 2, se exponen algunos de los farmacos

metabolizados por el CYP2C9.
3.2 Polimorfismos metabdlicos en el gen CYP2C9
El gen que codifica para la enzima CYP2C9 es altamente polimdrfico incluyendo

variantes funcionales y de mayor importancia farmacogenética. Hasta la fecha

se han reportado 58 variantes alélicas para este gen®® (Tabla 3).
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Tabla 2. Diferentes sustratos metabolizados por CYP2C9

Clasificacion Sustrato Reaccion de Fase | Contribucién del CYP2C9 en
el aclaramiento del farmaco
(%)
Anticoagulantes Acenocumarol 6-, 7-, and 8-Hidroxilacion 50-70
Dicoumarol Hidroxilacion 10-20
Fenonprocoumon 4-, 6-, 7- and 8- Hidroxilacion 50-70
Warfarina 4" -, 6-, 7- and 8- Hidroxilacion 60-80
Hipoglicemientes- Clorpropamida 2- Hidroxilacion 40-60
Sulfonilureas Glicazida 6- y 7- Hidroxilaciéon 30-40
Glimepirida p-Metil Hidroxilacion >80
Glipizida 4-trans- Hidroxilacion 30-40
Gliburida (Glibenclamida) 2-, 3- and 4-trans- Hidroxilacion, 20-30
3- y 4-cis- Hidroxilacion
Tolbutamida 4~ - Metil Hidroxilaciéon 78-93
AINES Aceclofenaco 4~ - Hidroxilacion 20-40
(Antiinflamatorios Acido acetilsalicilico C- Hidroxilaciéon 10-20
no esteroideos) Diclofenaco 4~ - Hidroxilaciéon 15-25
Etodolaco 6- y 7- Hidroxilacion 60-80
Flurbiprofeno 4~ - Hidroxilacion 40-60
Ibuprofeno 2- y 3- Hidroxilaciéon 30-40
Zaltoprofeno Sulfoxidacion y 60-70
10- Hidroxilacion
Compuestos 17a-Ethinylestradiol 2-, 4-, 6-16a- Hidroxilacion 10-20
endbégenos Testosterona 11B- y 17B- Hidroxilacion 5-15
Melatonina 6- Hidroxilacion 5-10
Progesterona 21- Hidroxilaciéon 10-15
Antihipertensivos Irbesartan 3B y w-1- Hidroxilacién y 20-30
N-dealquilaciéon
Losartan Oxidacionn (grupo 5-alcohol) 50-70
Antiepiléticos Fenitoina 37 y 47 - Hidroxilaciéon 20-40
Antibioticos Sulfametoxazol N*- Hidroxilacion 50-70

Modificado de 2°
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Tabla 3. Descripcion de diferentes variantes alélicas del gen CYP2C9

Efecto en la actividad de

Efecto en la actividad

Cambio de Cambio en la . Cambio de Cambio en la .
Alelo P , la enzima Alelo o o ; de la enzima
nucléotido proteina nucléotido proteina
In_vivo In vitro In_vivo In vitro
CYP2C9*1A Ninguno Ninguno Normal Normal CYP2C9*21 89C>T P30L
CYP2C9*2 430C>T R144C Disminuye CYP2C9*22 121A>G N41D
CYP2C9*3 1075A=>C 1359L Disminuye  Disminuye CYP2C9*23 226G=>A V76M
CYP2C9*4 1076T=C 1359T CYP2C9*24 1060G=>A E354K
353_362de 118Frameshi
CYP2C9*5 1080C>G D360E Disminuye Disminuye CYP2C9*25 IAGAAATG ft Ninguno
GAA
CYP2co*6  sisdela  2TAME Ninguno CYP2C9*26  389C>G T130R Disminuye
CYP2C9*7 55C>A L19l CYP2C9*27 449G>T R150L
CYP2C9*8  449G>A R150H Disminuye 'Sgﬁqﬁi@f CYP2C9*28  641A>T Q214L Disminuye
CYP2C9*9 752A>G H251R CYP2C9*29 835C>A P279T
CYP2C9*10 815A>G E272G CYP2C9*30 1429G=>A A4TTT Disminuye
CYP2C9*11A 1003C=>T R335W L L CYP2C9*31 980T=C 1327T
Disminuye Disminuye
CYP2C9*11B 1003C=>T R335W Disminuye CYP2C9*32 1468G>T V490F
CYP2C9*12 1465C>T P489S Disminuye CYP2C9*33 395G=>A R132Q Disminuye
CYP2C9*13 269T>C L90P Disminuye Disminuye CYP2C9*34 1004G=>A R335Q
CYP2C9*14  374G>A R125H Disminuye ~ CyP2Co*35  S/20>Ti  Ri25L:Ridd Ninguno
CYP2C9*15 485C=A S162X Ninguno CYP2C9*36 1A>G START1V
CYP2C9*16 895A>G T299A Disminuye CYP2C9*37 146A>G D49G
CYP2C9*17 1144C>T P382S CYP2C9*38 287G=>C G96A
1075A>C; . 293G=>T
CYP2C9*18  1190A>C; ooo0; PSY7 Disminuye  CYP2C9*39
1425A>T Gosv
CYP2C9*19 1362G=>C Q454H CYP2C9*40 329T=C F110S
CYP2C9*20 208G=>C G70R CYP2C9*41 356A=>G K119R
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Tabla 3. Continuacion - Descripcion de diferentes variantes alélicas
del gen CYP2C9

Efecto en la actividad
Cambio de Cambio en la de la enxima

Alelo nucléotido proteina

In_vivo In vitro

371G>A
CYP2C9*42 R1240

CYP2C9*43 370C>T R124W

CYP2C9*44 389C>T T130M

CYP2C9*45 394C>T R132W

CYP2C9*46 445G=>A A149T

CYP2C9*47 488C=>T P163L

CYP2C9*48 620T=C 1207T

CYP2C9*49 664A=>G 1222V Sin estudios
CYP2C9*50 679C=>T P227S realizados
CYP2C9*51 850A>G 1284V

CYP2C9*52 896C=>G T299R

CYP2C9*53 949C=>T P317S

CYP2C9*54 1029C>A S343R

CYP2C9*55 1081C>A L361l

CYP2C9*56 1159A>G 1387V

CYP2C9*57 610A=>C N204H

CYP2C9*58 1009C=>A  P337T

En los espacios en blanco atin no se han realizado estudios para conocer el fenotipo de la proteina

Modificado de 3°
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3.3 Polimorfismos y fenotipo metabolizador

La capacidad del CYP2C9 y en general del sistema citocromo P450 para
metabolizar un farmaco u otro sustrato no es igual en todos los miembros de
una poblacion, la conversion metabdlica y la tasa de excrecion de farmacos
varian entre individuos. La existencia de polimorfismos se identifico
inicialmente a nivel del fenotipo mediante estudios in vivo. Los individuos con
una capacidad de eliminacion disminuida, son portadores del fenotipo
metabolizador lento (poor metabolizer: PM), la otra corresponde a los que
poseen el fenotipo metabolizador rapido (extensive metabolizer: EM) vy
finalmente, también se ha descrito la existencia de individuos con una
capacidad de eliminacion muy rapida, este metabolismo es denominado
metabolizador ultrarrapido (ultrarapid metabolizer: UM)3!. Cada fenotipo
metabolizador tiene implicaciones en el tipo de respuesta y los mas
susceptibles a presentar reacciones adversas a dosis tipicas con los que

portan un fenotipo PM (Figuras 9 y 10).

Fenotipo metabolizador Genotipo Tipo de respuesta a dosis tipicas

Ultrarapido

Conc.

Tienp

[ |
Eficiente Actividad Actividad =Reacciones adversas
Ul Tocke =Intervalo terapéutico
Intermedio | I o
[ g
ente il _

Figura 9. Tipo de respuesta de acuerdo al fenotipo metabolizador.

Modificado de *?
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Figura 10. Relacién entre el genotipo, eficacia y respuesta al farmaco.

Modificado de *

Los cambios en la actividad metabdlica causada por variantes genéticas en el
CYP2C9 juegan un papel importante en la patogénesis causada por
reacciones adversas a los medicamentos. La frecuencia de las variantes
funcionales es relativamente baja. Sin embargo, estas variantes son de gran
relevancia clinica, debido a que diversos farmacos que metaboliza CYP2C9
tienen una ventana terapéutica estrecha. Asi, los pacientes con baja
actividad enzimatica se encuentran en riesgo de presentar reacciones
adversas a un medicamento, entre los farmacos que destacan son la S-

warfarina, fenitoina, glipizida y tolbutamida®® 34

La farmacogendmica
proporciona una posible ampliacion de la ventana terapéutica prescribiendo
dosis personalizadas a los pacientes reduciendo la probabilidad para
determinados pacientes de presentar reacciones adversas a los farmacos

(Figura 11).
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Figura 11. Estrecha ventana terapéutica de medicamentos.

A) En una amplia ventana terapéutica se encontrarian los farmacos ideales, por el contrario
en B) es donde se encuentran la mayoria de los medicamentos, donde la medicina
personalizada daria pie a una ampliacién de la ventana terapéutica. Modificado **

-32-



-

=adz
i

Rivera-Santiago C

3.4 Variantes importantes de CYP2C9: CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 han sido dos de los polimorfismos mas
estudiados del gen CYP2C9 y son de gran importancia debido a que se han
asociado con una actividad disminuida de CYP2C9. Cada variante alélica
(CYP2C9*2 y CYP2(C9*3) posee una sustitucion de un solo nucleétido,
llevando en ambas a la reduccion de la actividad catalitica de la enzima, con
un mayor impacto en la variante CYP2C9*3 % 31 La presencia de cualquiera
de las variantes CYP2C9*2 y/o CYP2C9*3 se ha asociado con mayor riesgo
de presentar eventos graves o0 potencialmente mortales en pacientes

tratados con distintos farmacos que se metabolizan por esta enzima.
CYP2C9*2

Una de las primeras variantes estudiadas y comun es el CYP2C9*2. Esta
variante ubicada en el exén 3 del gen que codifica para CYP2C9, es el alelo
que define el haplotipo CYP2C9*2 (Figura 12). Se debe al cambio del
nucledétido 430 C por el nucleétido T (430C>T), provocando la sustituciéon del

aminoacido 144 arginina por cisteina (R144C)*® 27, (Tabla3).

UTR
2 [HE—H] —{—H+HH

430C>T
(Arg144Cys)

Figura 12. Ubicacion de la variante funcional CYP2C9*2,

Modificado de 2°
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CYP2C9*3
La variante CYP2C9*3 esta ubicada en el exén 7 del gen que codifica para
CYP2C9, es el alelo que define el haplotipo CYP2C9*3 (Fig. 13). Se debe al
cambio del nucledtido 1075 A por el nucleétido C (1075A>C), provocando la

sustituciéon del aminoéacido 359 isoleucina por leucina (1 359 L)*® 27 (Tabla3).
UTR

s [HHE—HI —{ HHHN
1075A>C
(lle359Leu)

Figura 13. Ubicacion de la variante funcional CYP2C9*3.

Modificado de 2°

Tabla 4. Descripcion de los polimorfismos *2 y *3 y farmacos
alterados en su metabolismo.

Polimorfismo CYP2C9*2 CYP2C9*3

*Gen Citocromo P450 2C9 Citocromo P450 2C9

*ID (rs) rs1799853 rs1957910

*Cambio de nucledtido C>T A>C

*Cambio de proteina Arginina > Cisteina Isoleucina > Leucina
*Efecto en el metabolismo Disminucion en la depuracion de diversos
de los farmacos . farmacos de importancia clinica

*Farmacos alterados/ ¢Existe -Warfarina/Si, aprobado por FDA

algoritmo de dosis? -Acenocumarol/Si, revisar a partir de INR®
-Fenitoina/ Si, dependiendo el genotipo se
reduce del 25% al 50% de la dosis. Seguido
de una revision en suero de los niveles del
metabolito.
Glibenclamida, glimepirida, gliclazida vy

tolbutamida/No existe adaptacion de dosis.

°Radio internacional de normalizacion
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3.5 Fenotipo de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 vy
reacciones adversas

La variacion genética en CYP2C9 es considerada como uno de los factores
causales de las reacciones adversas de medicamentos que tienen un
estrecho indice terapéutico. CYP2C9*2 y CYP2C9*3 son unas de las variantes
mas importantes que codifican para para proteinas con una actividad
enzimatica disminuida. Entre las reacciones adversas provocadas por estas
variantes, se encuentran eventos de hipoglucemia como resultado del
tratamiento de farmacos hipoglucemiantes; sangrados gastrointestinales
debidos a la administracion de analgésicos antiinflamatorios no esteroideos y
sangrados severos provenientes de tratamientos anticoagulantes;
antagonistas de la vitamina K como warfarina y acenocumarol son
comunmente usados para prevenir trombosis. La warfarina es probablemente
el farmaco mas estudiado a fondo junto con la variante VKORC 1 (Subunidad

1 del complejo vitamina K epoxido reductasa) en farmacogenética.

CYP2C9*2 causa alrededor del 20 al 30% de pérdida de actividad enzimatica
en comparacion con el tipo silvestre CYP2C9*1. Diversos estudios han
asociado esta variante a requerimientos de dosis bajas con diversos
farmacos como la warfarina. La presencia de la variante CYP2C9*3 puede
reducir la actividad de velocidad maxima (Vmax) hasta un 70% provocando

un metabolismo lento para los farmacos que son sustrato del CYP2C9.

Individuos homocigotos para el alelo CYP2C9*3 (*3/*3) se han relacionado
con requerimientos de dosis mas bajas y altos niveles plasmaticos de los
farmacos fenitoina, tolbutamida, losartan y warfarina debido a que
metabolizan de manera mucho mas lenta los sustratos. De manera similar,
individuos que son homocigotos para CYP2C9*2 o poseen ambas variantes
(*2/*2, *2/*3 respectivamente), tienen un mayor riesgo a presentar efectos

adversos severos. Incluso los que poseen el genotipo heterocigoto para cada
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una de las variantes llegan a presentar reacciones adversas. La posible
pérdida de funcion es probable que sea debido a cambios conformacionales
en la enzima que reduzcan la capacidad de la proteina de unirse al

sustrato?®.

Capitulo 4: Farmacogenética de las sulfonilureas: un
tratamiento para el control de la diabetes tipo 2

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
la presencia de niveles elevados de glucosa en sangre. La diabetes tipo 2, es
causada por una combinacion de resistencia a la accion de la insulina, y una
inadecuada respuesta compensatoria del pancreas®®. Durante las ultimas
décadas el numero de personas que padecen diabetes en México se ha
incrementado y actualmente figura entre las primeras causas de muerte en
el pais. En 2012 se identificaron 6.4 millones de adultos mexicanos con
diabetes, de los cuales el 84.7% reportd recibir tratamiento farmacoldgico

oral para controlar la hiperglicemia®’.

Existe una gran diversidad de tratamientos no farmacoldogicos vy
farmacolégicos documentados para el control de la hiperglicemia.
Intervenciones en el estilo de vida como lo son la dieta y el ejercicio son
efectivos®®; sin embargo, cuando estos tratamientos fallan, los farmacos
hipoglucemiantes orales son la primera linea de tratamiento®®, dentro de
estos se encuentran las biguanidas, insulina, sulfonilureas, tiazolidinedionas,
péptido 1 similar al glucagén, inhibidores del a-glucosidasa, secretagogos de
insulina no sulfonilureas, agonistas de amilina e inhibidores de dipeptidil

peptidasa-4 (DPP)-4 (Tabla 5).
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Tabla 5. Farmacos hipoglucemiantes prescritos en la diabetes tipo 2.

Clasificacion farmacoldégica Farmaco
3 Biguanidas Métfomina
3 Hormonas Insulina
3 Sulfonilureas Tolbutamida

Clorpropamida
Acetohexamida
Glibenclamida

Glipizida Glicazida

Glimepirida

L

Tiazolidinedionas Pioglitazona

Rosiglitazona

3 Péptido 1 similar al glucagén Exenatida
3 Inhibidores del a-glucosidasa Acarbosa
Miglitol
3 Secretagogos de insulina no Repaglinida
sulfonilureas Nateglinida
3 Agonistas de amilina Pramlintida
3 Inhibidores de dipeptidil Sitagliptina

peptidasa-4 (DPP)-4

Modificada de 32

Las sulfonilureas (SU) son secretagogos de insulina que estimulan la
secreciéon de insulina en las células B-pancreaticas y son metabolizadas
principalmente en el higado mediante el CYP2C9. Han sido utilizadas por mas
de 50 afos siendo la hipoglicemia y el aumento de peso, los efectos mas
comunes de este grupo de farmacos®°. Las SU son un grupo de farmacos
arilsulfonilureas*' que, difieren por sustituciones en la posicién p del anillo

benceno y en el residuo nitrogenado de la urea que no esta unido al grupo
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sulfonilo (Figura 14). Mecanisticamente, estos farmacos se unen a los
canales de potasio sensibles a ATP (Katp) €n las células B-pancreaticas. Los
canales Karp estan conformados por cuatro subunidades SUR1 y cuatro
subunidades Kir 6.2. Al unirse las sufonilureas a su receptor (SUR 1) se
cierran los canales Katp incrementando la concentracion de potasio
intracelular despolarizando la membrana de la célula B-pancreética, y la
subsecuente apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje. El
calcio dentro de la célula B, estimula el movimiento de los granulos
secretores que contienen insulina a la superficie celular, liberando la insulina
a circulacion. En pocas palabras, las sulfonilureas estimulan la liberacion de

insulina de una manera independiente de la concentracién de glucosa.
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Figura 14. Estructura quimica del nicleo de las sulfonilureas

Si bien las sulfonilureas son efectivas como agentes hipoglicemiantes, los
polmorfismos genéticos pueden contribuir a la variabilidad interindividual en
la respuesta y disposicion a las sulfonilureas. La variantes ya mencionadas
CYP2C9*3 (lle359Leu) y CYP2C9*2 (Argld4Cys), influyen en Ila
farmacocinética de diversos farmacos pertenecientes a este grupo. La
hipoglicemia es un efecto adverso provocado por las sulfonilureas. El
desequilibrio en el metabolismo de estos farmacos puede ser debido a
polimorfismos en genes CYP2C9, diversos estudios han asociado que
pacientes diabéticos portadores de CYP2C9*2 y/o CYP2C9 *3 presentan un

mayor riesgo a sufrir eventos hipoglicemiantes** “3.
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En relacion al manejo de la hiperglicemia, la Asociacibn Americana de
Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) declar6é en 2012 que la atencion a
los pacientes con diabetes tipo 2 debe ser mas centrada e individualizada y
el tratamiento basado en las variaciones genéticas tiene un gran potencial*.
La utilidad clinica de la variabilidad genética para adaptar medicamentos
para el tratamiento de la diabetes tipo 2 recae en la identificacion de
interacciones farmacogenéticas sustanciales y estadisticamente significativas
de estudios internamente validados y la confirmacion de estos hallazgos en

diferentes poblaciones considerando en la variabilidad étnica de estas.

Capitulo 5: Frecuencia genotipica de las variantes CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 en poblacion mundial

La distribucién de las variantes alélicas dentro de CYP2C9 en diferentes
grupos étnicos varian (Tabla 6). Las frecuencias alélicas del alelo menor
(MAF) global para el CYP2C9*2 y CYP2C9*3 son aproximadamente de 7% y
4% respectivamente. Muy baja frecuencia de los alelos de ambas variantes
se han reportado en las poblaciones asiaticas y africanas. Por el contrario,
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 parecen ser mas frecuentes en poblaciones

caucasicas?® 3!
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Tabla 6. Frecuencia de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en diferentes grupos étnicos
distribuidos en el mundo

No. De Frecuencia alélica

Frecuencia Genotipica (%) Referencia
Pais o grupo étnico sujetos (%)
@) *1 *2 X3 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3  *3/*3
Caucasicos
Americanos-Caucasicos 100 86.0 8.0 6.0 16.0 12.0 0 0 0 Sullivan-Klose et al. (1996)
Americanos-Caucasicos 461 90.3 9.7 (0] - - - - - London et al. (1996)
Americanos-Caucasicos 140 825 13.2 4.3 22.1 8.6 2.1 0 0 Dickmann et al. (2001)
Americanos-Caucasicos 200 82.5 9.8 7.8 15.1 9.7 2.2 1.6 2.7 Higashi et al. (2002)
Bélgica 1212 82.2 10.0 7.4 18.2 11.6 0] 1.6 0.8 Allabi et al. (2003)
Brasil 103 83.0 9.7 7.3 16.5 11.6 1.0 1.0 1.0 Lima et al. (2008)
Brasil 331 84.9 8.6 6.5 14.5 10.9 0.9 0.9 0.6 Scordo et al. (2002)
Gran Bretaria 561 84.1 10.6 5.3 19.1 9.4 0.5 1.1 0 Taube et al. (2000)
Gran Bretafia 94 80.9 19.1 0 Furuya et al. (1995)
Gran Bretafia 100 79.0 125 8.5 19.0 15.0 3.0 0 1 Stubbins et al. (1996)
Canada 325 78.0 15.0 7.0 20.3 15.7 1.2 1.6 0 Gaedigk et al. (2001)
Egipto 247 820 120 6.0 190 11.7 2.4 0 0 Hamdy et al. (2002)
Islas Feroe 311 81.2 18.8 0 17.7 10.6 0 1.6 0 Halling et al. (2005)
Alemania 127 86.6 134 0 Xie et al. (2002)
Alemania 108 81.0 14.0 5.0 Burian et al. (2002)
Alemania 367 81.5 10.7 7.8 Xie et al. (2002)
Israel 156 84.0 10.0 6.0 179 12.8 0 1.3 0 Loebstein et al. (2001)
Italia 157 77.8 12.5 0.97 16.8 14.0 2.5 1.9 1.3 Scordo et al. (2001)
Italia 93 74.7 124 12.9 16.1 17.2 2.2 4.3 2.2 Scordo et al. (2002)
Portugal 135 78.8 13.2 8.0 - - - - - Oliveira et al. (2007)
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Rusia 290 83.9 9.1 7.0 18.3 11.3 0.7 1.4 0.3 Gaikovitch et al. (2003)
Espafia 157 69.4 143 16.2 159 235 1.9 8.9 0 Garcia-Martin et al. (2001)
Espafia 102 74.5 15.6 9.8 19.6 13.7 3.9 3.9 1.0 Dorado et al. (2003)
Esparfia 70 70.0 10.7 19.3 17.1 25.7 1.4 1.4 5.7 Llerena et al. (2003)
Espafia 89 77.9 14.1 8.0 23.6 11.2 2.3 1.1 1.1 Llerena et al. (2003)
Espafa 138 78.1 14.6 7.3 19.6 11.6 2.9 2.9 0.7 Llerena et al. (2003)
Espafa 64 72.7 148 125 219 17.2 3.1 1.5 3.1 Llerena et al. (2004a)
Espafa 355 71.0 19.0 10.0 28.2 15.5 3.1 2.8 1.1 Martinez et al. (2005)
Espafia 200 81.8 12.0 6.2 22.0 125 1.0 0] 0] Mas et al. (2005)
Espafia 142 78.5 13.7 7.7 19.0 9.6 2.8 2.8 1.4 Dorado et al. (2008)
Suecia 430 81.9 10.7 7.4 18.6 11.6 0.5 1.9 0.7 Yasar et al. (1999)
Suecia 201 82.3 11.2 6.5 Wadelius et al. (2004)
Turquia 499 79.4 10.6 10.0 18.0 17.2 1.0 1.1 0.8 Aynacioglu et al. (1999)
Turquia 85 - - - 11.8 14.1 3.5 1.2 1.2 Babaoglu et al. (2004)
Turquia 205 76.8 12.7 9.8 18.5 13.7 1.5 3.9 1.0 Oner Ozgon et al. (2008)
Africanos
Africanos-Americanos 100 98.5 1.0 0.5 2.0 1.0 0 0 0 Sullivan-Klose et al. (1996)
Africanos-Americanos 123 - - - 5.0 25 0 0 0 Dickmann et al. (2001)
Africanos-Americanos 110 96.2 0 1.5 Xie et al. (2002)
Africanos-Americanos 115 85.0 5.0 5.0 Momary et al. (2007)
Africanos-Americanos 239 96.4 3.6 0
Bélgica-Benin 111 - - - 0 0 0 0 0 Allabi et al. (2003)
Etiopia 150 94.0 4.0 2.0 8.7 4.6 0 0 0 Scordo et al. (2001)
Asiaticos
China 135 100 0 0 Wang et al. (1995)
China 115 98.3 0 1.7 0 3.0 0 0 0 Wang et al. (1995)
China 102 95.0 0 5.0 0 10.8 0 Gaedigk et al. (2001)
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China 711 96.2 0 3.8 0 7.6 0 0 0 Hong et al. (2005)
China 376 96.7 0 3.3 0 6.6 0 0 0 Hong et al. (2005)
China 178 95.5 0 4.5 0 8.9 0 0 0 Miao et al. (2007)
Japon 218 97.9 0 2.1 0 4.1 0 0 0 Nasu et al. (1997)
Japon 86 98.3 0 1.7
Japon 140 98.2 0 1.8 0 3.6 0 0 0 Kimura et al. (1998)
Korea 574  98.9 0 1.1 0 2.3 0 0 0 Yoon et al. (2001)
Korea 358 934 0 6.0 0 12.0 0 Bae et al. (2005)
Malasia 191 93.2 0 6.8 Ngow et al. (2008)
Taiwan 98 97.4 0 2.6 0 8.2 0 0 0 Sullivan-Klose et al. (1996)
Otras poblaciones
Bolivia 778 92.2 4.8 3.0 9.3 5.7 0 0.4 0 Bravo-Villalta et al. (2005)
Indios Nativos - Canada 114 91.0 3.0 6.0 6.1 11.4 0 Gaedigk et al. (2001)
Canada-inuit 151 100 0 0 0 0 0 Gaedigk et al. (2001)
Iran 160 79.3 11.0 9.7 17.5 13.7 2.5 0 1.9 Peyvandi et al. (2002)
Iran 200 87.2 12.8 0 10.5 0 7.5 0 Zand et al. (2007)
Omani 189 89.7 7.4 2.9 12.7 5.8 1.1 0 Tanira et al. (2007)
Tamilian 135 90.7 2.6 6.7 4.4 12.7 0 0.7 0 Adithan et al. (2003)

*1 Wilde type, *2 variante CYP2C9*2, *3 variante CYP2C9*3; *1/*2, *1/*3 genotipos heterocigoto; *2/*2, *3/*3 genotipos
homocigotos y *2/*3 portadores de ambas variantes genotipicamente heterocigotos. Modificado de *°

-42 -



Rivera-Santiago C

Capitulo 6: Estudios de variabilidad genética en poblacion
indigena mexicana.

México es considerado una nacion pluricultural donde se comparte un gran
acervo de lenguas, tradiciones, fuentes de conocimiento, creatividad,
diversos territorios, y culturas e historias particulares. Esta diversidad se
basa en la coexistencia de multiples pueblos indigenas, que se distinguen por

sus diferentes formas de pensar, de actuar y de representar el mundo.

México cuenta con 11 millones 132 mil 562 habitantes indigenas, cifre que
representa aproximadamente el 10% de la poblacion total del pais. De
acuerdo a la Comision Nacional de Desarrollo para los pueblos Indigenas, en
México existen 62 pueblos indigenas y el Instituto Nacional de Lenguas
Indigenas (INALI) identific6 la existencia de 11 familias linglisticas
indoamericanas (figura 15), que tienen presencia en México con al menos
una de las lenguas que las integran, 68 agrupaciones linguisticas
correspondientes a dichas familias; y 364 variantes linguisticas

pertenecientes a este conjunto de agrupaciones® *¢ (Tabla 7).

- ’ LEVENDA
— EEUU.
T \ﬁ\ . I Fanila Yuto-nahua
b 4 BN

Familia Otomangue

H ‘\ \‘\ ) s Familia Maya

\\\\ \\‘\ \IG ) \\,\/" \\\ Bl Fanilia Totonaco-tepehua
“/ ‘\‘ ) ~ - \A [ Familia Tarasca

b‘:-Clq ‘K‘ 16 Oy Y \\‘ - o Familia Mixe-zoque

o \ Vi I Familia Chontal-Oaxaca

I Familia Huave

. T i GOLFO
k¢ ' DE MEXICO

Familia Algica KIKAPOO M . P _egaza ~
Familia Seri SERI P i 8 ?‘ ]
Familia YUTO-NAHUA / UTO-AZTECA L Y /
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B Huichol \ b » '\Y, oy
BCH Papago \J I REF
o | ]Ffuma bajo - % 5 EBE!‘ZE
B Tepehuano del Norte e & { )
B Tepehuano del Sur O - & :

Tarahumara ) ) I

Guarijio OCEANO PACIFICO @ 2" HONDURAS

Yaqui Y A

ayo - kElSALVADOH f

Figura 15. Distribucion de las once familias lingiiisticas indoamericanas en México.

Modificado de #’
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Tabla 7. Variantes lingiiisticas clasificadas de acuerdo a la familia a la que pertenecen?

FAMILIAS LINGUISTICAS

Variantes linguisticas

| 1 i v Y, VI VII VI IX X XI
Algica Yuto-nahua Cochimi- Seri Oto-mangue Maya Totonaco Tarasca Mixe-zoque Chontal de Huave
umana -tepehua Oaxaca
Kickapoo Cora Cucapa Seri  Amuzgo 19282;2; de Tepehua Tarasco Ayapaneco 82?(222' de Huave
Guarijio Kiliwa Cuicateco Akateko Totonaco Mixe
Huichol Kumiai Chatino Awakateko Oluteco
Mayo Ku‘ahl Chichimeco jonaz Chuj Z(i)epr(:;uca de la
Nahuatl Paipai Chinanteco V Ch'ol Sayulteco
Papago Chocholteco Ixil Texistepe-
quefio
Pima Ixcateco Huasteco Zoque
Tarahumara Matlatzinca Jakalteko
;glloﬁgl:tino Mazahua Kaqgchikel
'gglocsezruano Mazateco K'iche’
Yaqui Mixteco Lacandén
Otomi Mam
Pame Maya
Popoloca Qato’k
Triqui Q’anjob’al
Tlahuica Q'eqchi’
Tlapaneco Teko
Zapoteco Tojolabal
Tseltal
Tsotsil
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6.1 Poblacion indigena maya

Los mayas se asentaron en un extenso territorio de casi 400,000 Km?,
que comprenden los actuales estados de Campeche, Quintana RooO
Yucatan, regiones de Tabasco y de Chiapas donde habitan los llamados
propiamente mayas, que dieron nombre a todos los integrantes de la
familia linguistica denominada maya. Cabe destacar que también abarca
pequefos territorios de Guatemala, Belice y porciones occidentales de
Honduras y El Salvador. A la gran variedad geografica del area,
corresponde una notable diversidad cultural e histdrica; sin embargo, la
economia, organizacion socio-politica, las creaciones plasticas, los
conocimientos cientificos y la religion de los grupos mayances presentan
semejanzas que permiten a los grupos integrarlos en una unidad
cultural®. Cada variante de la familia lingiistica ha variado de manera
significativa, pues las urgencias econdmicas derivadas de la presion
demografica cada vez mayor sobre tierras agotadas, el deterioro
generalizado en el ambito rural y los procesos de globalizacion provocan
una movilidad creciente en todo el mundo maya, que no se limita a
México y Centroamérica, sino que alcanza ya a Estados Unidos y

Canada®*®.

Los mayas de la peninsula de Yucatdn son el segundo pueblo
mesoamericano de México mas importante en relacién al numero de
habitantes indigenas apenas superado por los grupos nahuas. Y tal
importancia se acrecienta si se considera que, los nahuas se hallan
dispersos en mas de una veintena de estados, a diferencia de los mayas

que estdn concentrados en una misma zona.

45



Rivera-Santiago C

De acuerdo al censo de poblacion y vivienda 2010, aproximadamente 4,
103,596 de personas habitan en la peninsula de Yucatan, de los cuales
cerca del 40% hablan alguna lengua indigena maya°. Los tres estados
que conforman la peninsula se encuentran entre los siete estados de

mayor numero de habitantes que hablan lengua indigena (Figura 15).

Oaxaca
S Yucatdn
Chiapas
FAQuintana Roo — 16.7
Guerrero 15.
Hidalgo 151
Campe che re——— 12 3
Puebla 11.7
San Luis Potosl 10.7
Veracruz de |. de la Llave 94

Nayarit 5.1
Michoacan de Ocampo 35
Chihuahua 35
Tabasco 30
México 28
Tlaxcala 26
Sonora 25
Durango 2.1
Morelos 20
Baja California Sur 19
Querétaro 18

Baja California 15

Nuevo Leén 1.0

Sinaloal] 09

Tamaulipas! | 08

Jalisco 08

Colimall 0.7
Zacatecas[] 04
Guanajuatoll 03
Coahuila de Zaragoza! 0.2
Aguascalientes! 02

Grafico 1. Porcentaje de la poblacion que habla lengua indigena por entidad
federativa.

Modificado de °*
Con lo que respecta a las actividades econdmicas, como pueblos
tradicionalmente agricultores, los mayas dedican buena parte de su
energia y tiempo, incluido el ritual, a labores relacionadas con el campo.
Segun las potencialidades del terreno y los intereses del gran capital, se
abocan a cultivar henequén, citricos, flores, chile o leguminosas; casi
todos siembran aquellos productos que tienden a permitir la cada vez
mas inaccesible autosubsistencia alimenticia: maiz, frijol y calabaza, la
clasica triada mesoamericana. Estos cultivos posibilitan en ocasiones la
obtencion de excedentes temporales que se llevan a los mercados. De

acuerdo al censo poblacional y vivienda 2010, los sectores de actividad
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que mas aportan al producto interno bruto (PIB) estatal son la mineria y

comercio®!.

En el tema de salud, dar un panorama global y fiel de la salud entre los
pueblos mayas de la peninsula es particularmente dificil, no tanto por lo
que corresponde a los aspectos vinculados con los servicios que en este
renglon ofrecen los gobiernos municipales, estatales o federal, sino
porque en este rubro debe considerarse lo concerniente a las
concepciones mayas acerca del binomio salud/enfermedad y las
numerosas Yy ricas estrategias que estos pueblos han creado para
sortear de la mejor manera posible como lo es la medicina tradicional.
Méas alld de estos datos, que soélo nos hablan indirectamente de las
expectativas que pueden albergar los mayas en cuanto a servicios de
salud, las principales causas de muerte reportadas en los tres estados
de la peninsula de Yucatan son la diabetes tipo 2, enfermedades del

corazén y tumores malignos®?.

El estudio de la genética y gendmica de los pueblos indigenas como los
mayas, puede ser la clave para comprender mejor los problemas
nacionales de salud, como la diabetes y la obesidad. Sin duda,
determinar el componente genético de estos pueblos puede ser una
herramienta util para tratar o prevenir las enfermedades que son las

principales causas de muerte en estas regiones.

En un analisis de la diversidad gendmica en las poblaciones mestizas
mexicanas®?, se determiné que la poblacién mestiza perteneciente al
estado de Yucatan posee un componente ancestral amerindio Unico y
distinto al resto de los otros grupos indigenas, que soOlo es de

contribucién maya.
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6.2 Estudios de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en pueblos
indigenas

Estudios recientes han determinado las frecuencias alélicas para estos
dos polimorfismos en diferentes poblaciones indigenas de México (Tabla
8). Dichos estudios concuerdan en que las frecuencias de los
polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 son bajas comparados con

poblaciones mestizas mexicanas.

Tabla 8. Frecuencias alélicas de las variantes CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 en poblaciones indigenas y mestizas mexicanas.

Poblacion n Frecuencias alélicas Referencia - Afio
CYP2C9 *2 CYP2C9 *3

Poblaciones indigenas

Coras 81 0.000 0.037 27-2013
Guarijios 15 0.000 0.067 2 - 2013
Huichol 107 0.000 0.033 27-2013
Huichol 73 0.000 0.000 °% - 2013
Mayos 44 0.057 0.091 27 - 2013
Mexicaneros 38 0.000 0.000 27 - 2013
México-Tepehuanos 99 0.010 0.015 - 2011
Nahua 212 0.007 0.005 8- 2013
Purépecha 48 0.000 0.000 %% - 2013
Seris 19 0.026 0.000 8- 2013
Tepehuanos 127 0.000 0.075 8- 2013
Teenek o8 0.010 0.005 8- 2013
Tarahumara 52 0.000 0.000 8- 2013
Tarahumaras 74 0.000 0.101 3 - 2013
Poblaciones México mestizas
México-Americanos o8 0.082 0.056 % - 2004
Mestizo-mexicanos 947 0.051 0.040 3 - 2013
Mestizo-mexicanos 102 0.069 0.015 - 2011

n, nimero de individuos incluidos en el estudio.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos representa
un importante problema, tanto para el desarrollo de farmacos como
para la prescripcion de los mismos en la practica clinica. Estudios
previos en el laboratorio de Diabetes de la Facultad de Quimica, refieren
que la poblacién indigena Maya, tiene una alta incidencia en diabetes
tipo 2 y su control metabdlico para la regulacion de las concentraciones
sanguineas de glucosa es deficiente, por lo que es de esperar que en
esta poblacion las complicaciones secundarias de la diabetes sean
mayores. Conocer la frecuencia de las variantes CYP2C9*2 y CYPC9*3
sera el primer acercamiento para conocer la forma en que la poblaciéon
indigena maya metaboliza los tratamientos para controlar las
concentraciones de glucosa y para permitir dar a los pacientes una

terapia mas segura y eficaz.
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111 JUSTIFICACION

El conocimiento genético y gendémico se debe utilizar con la finalidad de
desarrollar medicamentos adecuados en el tratamiento de las enfermedades,
tomando en cuenta las diferencias étnicas entre las poblaciones'?. Los grupos
indigenas mexicanos forman parte de la gran diversidad étnica que posee
nuestro pais debido a su trayectoria histérica y a que son genéticamente
diferentes a la poblacion mestiza mexicana. Estos pueblos amerindios asumen
una mayor importancia porque en promedio el componente genético de los
mestizos mexicanos es 70% amerindio®®. La variabilidad genética esta
reflejada en la distribucion de las frecuencias de los SNPs, en general y para
nuestro interés en las variantes de los genes CYP450, especificamente
CYP2C9*2 y CYP2C9*3. Debido a que la extrapolacion de los datos
farmacogenéticos provenientes de los mestizos mexicanos no es aplicable en la
mayoria de los grupos indigenas, es necesario desarrollar estos estudios en
poblacién indigena?®’.

El presente trabajo se enfoca en dos polimorfismos del Citocromo P450 2C9,
las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en la poblaciéon indigena Maya de los tres
estados de la Peninsula de Yucatan. Este es el primer estudio farmacogenético
realizado en uno de los pueblos indigenas mas importantes del pais respecto a
otros pueblos amerindios. Por otro lado, en México son escasos los estudios de
estas variantes (CYP2C9*2 y CYP2C9*3), y en poblaciones indigenas aun mas,
es por ello y debido a que el tratamiento oportuno y adecuado de
enfermedades como la diabetes son esenciales para lograr un buen control y
mejorar la calidad de vida de los pacientes, es necesario dirigir investigaciones
en poblaciones indigenas con el objetivo de conocer la farmacogenética y la
farmacogendémica de estas poblaciones con el fin de que puedan acceder a los
medicamentos apropiados, a dosis apropiadas y con esto mejorar el control
metabdlico de las enfermedades y no menos importante, evitar las reacciones

adversas que pudieran presentarse.
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IV HIPOTESIS

La poblacion indigena maya presenta las variantes CYP2C9*2 vy
CYP2C9*3 con una frecuencia significativamente diferente de otras

poblaciones indigenas, mestizo mexicanas y del proyecto 1000 Genomas

ya reportadas.
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V OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la presencia de las variantes alélicas CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en

una poblaciéon indigena Maya.

Objetivos particulares

Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en una poblaciéon indigena
Maya.

Realizar una comparacion de las frecuencias obtenidas de la
poblacién Maya de ambos polimorfismos con respecto a la base de
datos 1000 Genomas, en poblaciones indigenas y mestizas-
mexicanas.

Evaluar los parametros antropométricos y bioquimicos de la

poblacion de muestras de poblacion indigena Maya.
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VI MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio
Se realiz6 un estudio observacional tipo transversal, para el cual, se

calcul6 el tamafio de muestra con una formula para poblaciones finitas:

N *Z,*xp*q
n:
A2x(N—1)+ Z,2+pxq

Donde:

n =Tamafo de la muestra

N=Poblacion indigena de la peninsula de Yucatan reportada:
1,571,646°

Zq(0.05)= 1.96 - Nivel de confianza al 95%

®=Frecuencia alelo 1 (CYP2C9%*1)>?

g =Frecuencia alelo 2 (CYP2C9*2 o CYP2C9*3) °®

d= Error méximo permitido: 0.05

Las frecuencias que se tomaron en cuenta, fueron las reportadas en
poblacién mestiza mexicana para ambos alelos.

Tamafno de muestra para CYP2C9*2= 75
Tamafo de muestra para CYP2C9*3=58

Se evaluaron un total de 199 adultos indigenas no relacionados

provenientes de los tres estados de la peninsula de Yucatan (Tabla 9).
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Para ser considerados indigenas se tomo en cuenta el criterio linglistico
y que sus familiares hayan habitado en la misma regién al menos dos
generaciones atras.

Tabla 9. Distribucion de los pueblos indigenas mayas
seleccionados.

Estado n Pueblos indigenas™*

Campeche 60 Dzilbalchén
Hecelchakan
Pomuch
Tenabo

Quintana Roo 75 Saban

Yucatan 64 Sabacché
Papacal
San José Oriente
Cuzama
*Ver ANEXO |

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Juarez de México. Todos los individuos incluidos en el estudio fueron
informados del propdsito y objetivo del mismo, para el cual firmaron una

carta de consentimiento informado (ANEXO I1).

Muestras de ADN

Una muestra aproximadamente de 5mL de sangre periférica se tomé de
cada individuo en un tubo con EDTA. El aislamiento de ADN gendmico se
realiz6 utilizando una modificaciobn del método de purificacion salina
reportado por Miller®>’. EI ADN fue obtenido a partir de leucocitos de la
sangre total, los cuales se obtuvieron por purificacion previa y por

centrifugacion en gradientes de densidad. Finalmente, el ADN se obtiene
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mediante precipitacion en presencia de etanol frio y disuelto en agua

ultra pura.

El ADN aislado se cuantific6 mediante espectroscopia UV. Para conocer

la pureza en base a la relacién de absorbancia a 260 nm y absorbancia a

Abs 260
nm),
Abs 280

280 nm ¢( se evalud la integridad del ADN a través de

electroforesis en geles de agarosa al 1% revelado con bromuro de
etidio. (ANEXO I11)

Genotipificacion de CYP2C9*2 y CYP2C9*3

La evaluacion molecular se llevo a cabo mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (QPCR). Se utilizaron sondas Tag-Man
validadas (C__ 25625805 10 para CYP2C9*2 y C_ 27104892 10 para
CYP2(C9*3), en el equipo Applied Biosystems® ViiA™ 7 Real-Time PCR
System y el software de discriminacion alélica de Applied Biosystems®

(ANEXO 1V).

Determinacion de datos antropométricos

A cada individuo se le midié la cintura (cm), la cadera (cm), se registré
el peso (KQg) y la talla (m), después se calcul6 el indice de masa corporal
(IMC) mediante la formula de Bray que divide el peso entre el cuadrado
de la talla (Kg/m?) e indice cintura cadera (ICC) dividiendo la medida de
la cintura entre la cadera. La presion arterial fue evaluada mediante

baumanometros digitales.
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Determinacion del perfil bioquimico

Una muestra de sangre periférica de aproximadamente 5 mL se extrajo
en un tubo sin anticoagulante y gel separador con la finalidad de
obtener el suero de cada individuo. A cada persona se le indic6 que
estuvieran en ayuno de 10 a 12 horas. La concentracion sérica de
glucosa, colesterol, colesterol HDL, colesterol LDL y triglicéridos se midi6

a través de métodos enzimatico-colorimétricos. (ANEXO V).

Analisis estadistico
El equilibrio de Hardy-Weinberg se calcul6 comparando las frecuencias
genotipicas observadas y el valor de las frecuencias esperadas usando

utilizando la prueba estadistica Chi cuadrada (¥°). Para ello se utilizé el

programa estadistico disponible en

http://www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetica/applets/kitest.htm.

Las frecuencias alélicas para CYP2C9*2 y CYP2C9*3 se determinaron
por medio del software estadistico SPSS versién 21.0 para Windows® y
fueron comparadas con las frecuencias establecidas en la base de datos
1000 Genomas Yy las frecuencias ya reportadas en otros pueblos
indigenas utilizando la prueba estadistica exacta de Fisher considerando

una significancia de p<<0.05 al 95% de confianza en el programa

estadistico disponible en http://ihg.gsf.de/cqgi-bin/hw/hwal.pl.
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VIl RESULTADOS

Descripcion general de la poblacion en estudio

La muestra poblacional Maya de las zonas de Campeche, Quintana Roo y
Yucatan, fue de 199 individuos, con una proporcion mayor de mujeres
(n=163) que hombres (n=36) (Graficos 2 y 3).

Grafico 2. Distribucion de la poblacion por género.

¥ Femenino
B vasculing

18.1%

Grafico 3. Distribucion de los 199 individuos de poblacion Maya

incluidos en el estudio

Estado/
#Andividuos
M Campeche G0
Cuintanna Roo 75
W Yucatan 64

32.7%
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Resultados moleculares

Genotipificacion

El ensayo de discriminacion alélica para ambos polimorfismos se
muestra en las Figuras 16 y 17. Las frecuencias genotipicas y alélicas
del CYP2C9 de la poblacibn Maya se muestran en la Tabla 10. Se
comprobd que la poblacidon en estudio cumple con equilibrio de Hardy-
Weinberg, el valor de X? calculado para las frecuencias de CYP2C9*2 y
CYP2(C9*3 fueron de 0.0205 y 0.1607, respectivamente. Dado que este
valor para ambos es inferior al valor de x? al 95% de confianza y un
grado de libertad (3.841), se acepta que la poblaciéon de estudio cumple
con el equilibrio de Hardy-Weinberg. No se encontraron individuos
homocigotos para las variantes CYP2C9*2 y/o CYP2C9*3.

Tabla 10. Frecuencia genotipica y alélica de las variantes
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en poblacion Maya.

Poblacibn Maya n=199

Genotipo . Frecuencia IC 95%
SNP/
rs CYP2C9 n  frecuencia s
genotipica
c/C 195 0.980
X
552‘;?953532 C/T 4 0.020 C 0.990 0.980-1.000
T/T 0 0.000 T 0.010 0.000-0.020
A/A 188 0.945
b 3
f;’;?ggglg A/C 11 0.055 A 0.972 0.956-0.988
c/C 0 0.000 C 0.028 0.012-0.044

@ Frecuencia alélica observada. La frecuencia alélica esperada se calculé en
base al equilibrio de Hardy-Weinberg.
IC 95%, intervalo de confianza con a=0.05
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Figura 17. Ensayo de discriminacion alélica para CYP2C9*3
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En el Grafico 4 se muestran las frecuencias genotipicas separadas por
estado. Se observa que la variante CYP2C9*3 se presenta en mayor
proporciéon comparada con la variante CYP2C9*2. La Tabla 11 muestra
que entre las regiones de Quintana Roo y Yucatan existe una diferencia
significativa al comparar ambas frecuencias de la variante CYP2C9*3,
mientras que no se observan diferencias significativas entre en los tres

estados respecto a la variante CYP2C9*2.

Grafico 4. Frecuencias genotipicas de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la poblacion

Maya
Frecuencias genotipicas de las variantes CYP2C9*2
y CYP2C9*3
] | |
Yucatdn l | —
Quintana Roo ‘ CYP2C9*1 (wt)
H CYP2C9*2 (C/T)
Campeche |F /J
f T T 1 H CYP2C9 *3 (A/C)
85 90 95 100
%

Grafico 4. Frecuencias genotipicas de CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la
poblacién Maya, por estados (Campeche, Quintana Roo y Yucatan) que
la conforman. El grafico muestra solo el genotipo heterocigoto para
ambas variantes y el genotipo homocigoto para el alelo ancestral (wt)
de ambas variantes.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas de las variantes CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 de la poblacion maya separada por las tres regiones
estudiadas.

Frecuencias alélicas

Estad

stado CYP2C9 *21 IC 95% CYP2C9 *31 IC 95%
Campeche 0.008 0.000-0.025 0.017 0.000-0.040
Quintana Roo 0.013 0.000-0.032 0.053 0.017-0.089
Yucatan 0.008 0.000-0.023 0.008° 0.000-0.023

@ p<0.05 Comparado con la poblacién de Quintana Roo (p=0. 0.04168) usando la
prueba exacta de Fisher. * Frecuencia alélica observada. La frecuencia alélica esperada
se calculé en base al equilibrio de Hardy-Weinber. IC 95%, intervalo de confianza con

a=0.05

La Tabla 12 muestra la distribuciéon de las variantes CYP2C9*2 vy
CYP2C9*3 a través de varias poblaciones del mundo reportadas en el
proyecto 1000 Genomas y la diferencia en las frecuencias alélicas de
estos dos polimorfismos entre estas poblaciones y la poblacion maya. No
existen diferencias significativas entre la poblacion de estudio y las

regiones del este de Asia para ambas variantes.
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Tabla 12. Comparacion de la frecuencia alélica de las variantes
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la poblacion Maya contra la base de
datos 1000 Genomas

. n CYP2C9 *2 CYP2C9 *3
Poblacion
Frecuencia P Frecuencia P
Este estudio
Maya 199 0.010 0.028
1000 Genomas
Europa
IBS 14 0.143 0.00131° 0.107 0.14084
CEU 85 0.141 8.823x10-11° 0.053 0.13405
TSI 98 0.163 1.805x10-14° 0.066 0.02434°
GBR 89 0.090 1.323x10-6° 0.056 0.09125
FIN 93 0.091 8.694x10-7° 0.059 0.0625
Africa
YRI 88 0.000 0.47421 0.000 0.02539"
LWK 97 0.000 0.42854 0.000 0.02182"
ASW 61 0.074 8.2x10-4° 0.025 1.00576
Este de Asia
CHB 97 0.000 0.42854 0.041 0.37823
JPT 89 0.000 0.46823 0.022 1.00055
CHS 100 0.010 1.03121 0.055 0.09355
Ameérica
MXL 66 0.098 1.0x10-5° 0.053 0.17169
CLM 60 0.108 4.306x10-6° 0.083 0.01459"°
PUR 55 0.173 4.344x10-9° 0.036 0.75602

n Representa el numero de individuos
b ,<0.05 Comparados con la poblacién maya usando la prueba exacta de
Fisher
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Grafico 5. Frecuencias alélicas de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3
reportadas en el proyecto 1000 Genomas divididas por continentes.

Frecuencias alelicas de las variantes
CYP2C9*2 y CYP2C9*3- 1000 Genomas

71 | | l__
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En la Tabla 13 se compararon las frecuencias alélicas de la poblacion
Maya con otras regiones indigenas, mestizo mexicanas y espafolas
reportadas entre los afios 2004, 2011 y 2013. Las poblaciones mestizo
mexicanas muestran una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con la poblacion Maya para el alelo CYP2C9*2. Destaca que
la region de Extremadura, Espafa y los mayos de Sonora muestran una
diferencia significativa para ambas variantes. El alelo CYP2C9*3 también
presenta una diferencia significativa con las poblaciones nahua,

tarahumara y tepehuano® respecto a los mayas.

63



Rivera-Santiago C

Tabla 13. Comparacion de las frecuencias alélicas de las
variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la poblacion maya con otras
regiones indigenas ya reportadas

ey CYP2C9 *2 CYP2C9 *3
Grupo étnico n - -
Frecuencia p Frecuencia P
Este estudio
Maya 199 0.010 0.028
Poblaciones indigenas
Coras 81 0.000 0.52417 0.037 0.59021
Guarijios 15 0.000 1.83354 0.067 0.52318
Huichol 107 0.000 0.39485 0.033 0.72323
Huichol 73 0.000 0.83568 0.000 0.05012
Mayos 44 0.057 0.02639° 0.091 0.01691°
Mexicaneros 38 0.000 2.08972 0.000 0.31993
Nahua 212 0.007 0.71844 0.005 0.00848"
Purépecha 48 0.000 1.80387 0.000 0.17607
Seris 19 0.026 0.82889 0.000 1.46897
Tepehuanos 127 0.000 0.21722 0.075 0.00506"
Tepehuanos 99 0.010 1.03226 0.015 0.40623
Teenek 98 0.010 1.03336 0.005 0.11736
Tarahumara 52 0.000 1.22825 0.000 0.16308
Tarahumaras 74 0.000 0.82696 0.101 0.00032
Poblaciones México mestizas
México-Americanos 98 0.082 5.422x10-6° 0.056 0.08391
Mestizo- mexicanos 947 0.051 2.8x10-4° 0.040 0.2637
Mestizo- mexicanos 102 0.069 0.00006% 0.015 0.40232
Poblacion europea
Espafoles Extremadura 327 0.164 3.768x10-15" 0.075 0.006"

n Representa el numero de individuos
b ,<0.05 Comparados con la poblacién Maya usando la prueba exacta de
Fisher
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Resultados antropomeétricos y bioquimicos

Para tener un panorama mas completo que nos permitiera caracterizar a
la poblacion Maya, se obtuvieron los datos antropométricos, bioquimicos
y hormonales de toda la poblacion. En la Tabla 14 y 15 se muestran las
variables antropomeétricas y bioquimicas, respectivamente, estratificados
por diabéticos, no diabéticos e individuos con los niveles de glucosa

alterada en ayuno (GAA).

Tabla 14. Datos antropométricos de la poblacion maya

Variable No digbéticos Diab_éticos G_AA
Media + s Media + s Media + s

N 119 32 48
Edad 38.20+ 14.60 55.31+13.86 46.50+15.15
Cintura (cm) 92.27+13.28 96.94+7.23 95.14+10.49
Cadera (cm) 101.14+14.51 102.50+8.60 104.77+9.30
ICC 0.91+ 0.13 0.95+0.05 0.91+0.07
Peso (Kg) 62.00+13.72 61.61+11.29 65.63+12.61
Talla (m) 1.46+0.09 1.46+0.11 1.47+0.08
IMC 28.98+ 5.83 28.79+4.09 30.25+4.48
PAD (mmHg) 79.65+11.91 86.00+11.77 80.46+10.97
PAS(mmHQ) 123.65+18.68 142.24+28.73 125.24+16.43

Abreviaturas: n: numero de individuos; s: desviacion estandar; GAA: glucosa alterada
en ayuno; ICC: indice cintura-cadera; IMC: indice de masa corporal; cm: centimetros;
Kg: kilogramos; m: metros; mmHg: milimetros de mercurio; PAD: presion arterial
diastdlica y PAS: presidn arterial sistdlica.
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Tabla 15. Datos bioquimicos de la poblacion maya

Variable No dia_béticos Diab_éticos G_AA
Media + s Media + s Media + s
mg/dL mg/dL mg/dL
n 119 32 48

Glucosa 89.40+5.91 200.13+101.16 109.50+8.28
Colesterol Total 182.40+37.19 190.16+36.10 198.31+34.50
Triglicéridos 171.06+93.73 217.97+113.53 202.08+105.66
Colesterol HDL 41.11+10.64 40.64+7.60 46.23+12.23
Colesterol LDL 109.00+31.57 109.54+34.64 113.42+29.35

Abreviaturas: n: numero de individuos; s: desviacion estandar; mg/dL: miligramos

sobre decilitro; HDL: lipoproteina de alta densidad y LDL: lipoproteina de baja
densidad.

La Tabla 16 muestra los datos antropométricos y bioquimicos de 15
individuos que portan la variante CYP2C9*2 o CYP2C9*3.

Tabla 16. Datos antropométricos y bioquimicos de los individuos
que portan la variante CYP2C9*2 o CYP2C9*3.

Variable No digbéticos Diab_éticos GAA
Media + s Media + s Media + s
n 5 6 4

Edad 29.40+11.845 57.83+7.885 49.00+19.511
ICC 0.8920+0.07596 0.9500+0.03098 0.9125+0.02754
IMC 26.2380+4.12705 29.4483+2.92992 34.7400+4.44128

PAD (mmHg) 76.20+9.960 84.40+11.929 82.25+13.074

PAS(mmHQg) 120.80+19.917 137.20+28.805 132.25+8.382

Glucosa (mg/dL) 87.80+5.541 160.17+23.034 117.25+9.032
Colesterol Total(mg/dL)  185.400+28.7976 191.333+52.2826 205.500+23.1876
Triglicéridos (mg/dL) 142.40+83.296 201.50+97.182 305.50+247.392
Colesterol HDL(mg/dL) 41.420+7.6343 37.167+7.4409 40.925+7.6565

Colesterol LDL(mg/dL) 110.200+19.3054 107.667+57.2527 106.500+26.8017

Abreviaturas: n (M/H), Numero de individuos; s: desviacion estandar; ICC: indice
cintura-cadera; IMC: indice de masa corporal; cm: centimetros; Kg: kilogramos; m:
metros y mmHg: milimetros de mercurio; mg/dL: miligramos sobre decilitro; HDL:
lipoproteina de alta densidad y LDL: lipoproteina de baja densidad.
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VIII DISCUSION

El citocromo P450 2C9 (CYP2C9) es una de las principales enzimas
relacionadas con el metabolismo de un gran numero de farmacos de
significancia clinica. En este trabajo se determind la frecuencia alélica de
dos variantes del gen CYP2C9 que ha demostrado tener implicaciones en
el metabolismo de diversos farmacos con importantes consecuencias
clinicas, CYP2C9*2 (rs1799853) y CYP2C9*3 (rs1057910), en la
poblacion indigena maya de la peninsula de Yucatan. Se espera que las
pruebas genéticas de CYP2C9 tengan un papel en la prediccion de la
eliminaciéon del farmaco y la aplicacion de un tratamiento farmacoldgico
individualizado en las poblaciones de estudio®®. De acuerdo al INEGI
2010, la peninsula de Yucatan cuenta con aproximadamente 4,103,596
de habitantes y el 38.3% de la regidon esta representada por poblacion
indigena Maya®®. Este pueblo indigena asume una mayor relevancia para
ser estudiado, debido a que es el segundo grupo indigena mas
numeroso en México, que se encuentra localizado en una sola region®.
Las poblaciones humanas y, en particular, las poblaciones americanas
han estado sometidas de manera dinamica a fendmenos como
migracién, seleccién, mutacién y deriva genética®. Por ejemplo, el
“cuello de botella” es asociado con la primera colonizacion de Europa
durante el periodo paleolitico superior, seguido de la mezcla de
ancestrias africana, europea y nativo americana, dando como resultado,
el surgimiento de diferentes grupos étnicos con varios grados de
diversidad genética en el continente americano. Esta variabilidad
genética es uno de los factores que tienen el potencial de alterar la
farmacocinética y la farmacodinamica, modulando la eficacia terapéutica

y/o la presencia de efectos laterales de los farmacos®®. La
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farmacogenética estudia como las variaciones genéticas influyen en la
respuesta a los farmacos. Los conceptos de ancestria y etnicidad, han
tenido una fuerte influencia sobre los estudios en farmacogenética y en
nuestra comprension de las diferencias a nivel de poblacion, en
respuesta a los farmacos®3. La variabilidad puede estar reflejada en la
distribucion de la frecuencia alélica de diversos polimorfismos de la
familia citocromo P450?’. Evidencia considerable sugiere que,
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en genes que codifican para
proteinas transportadoras, enzimas metabolizadoras de farmacos (CYP),
enzimas involucradas en la biosintesis y reparacion del ADN podrian
determinar la eficacia y toxicidad de los farmacos'®; como resultado,
una alteracion en la eficacia y seguridad de los farmacos en diversas

poblaciones como lo son las comunidades indigenas.

La muestra poblacional maya estudiada fue de 199 individuos, mayor a

A\Y

la “n” calculada de acuerdo al método de muestreo, lo que le da una
mayor certeza estadistica a los resultados obtenidos. Para determinar la
frecuencia alélica de la variante CYP2C9*2 requeriamos 75 habitantes
indigenas y para la variante CYP3C9*3 necesitabamos 58. El Grafico 2,
muestra una distribucion homogénea en cuanto al niumero de indigenas
seleccionados por cada estado, contando con una mayor participacion de
mujeres que hombres (Gréafico 3). Para objetivos del estudio y
sustentando que no existe evidencia de que las variantes CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 se asocien con el género, los resultados no se vieron
afectados por este hecho. En la poblacion, los rasgos fenotipicos, el
criterio linguistico, la condiciéon de que tres de sus generaciones pasadas

hayan habitado en la misma region y la determinacion de los

marcadores de ancestria en el estado de Campeche, realizados por el
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Laboratorio de Diabetes en la Facultad de Quimica, muestran que la
poblacibn maya elegida tiene un 0.976 de componente amerindio y
0.024 de componente europeo; dan como resultado una poblacion
homogénea, haciendo posible realizar el estudio excluyendo los factores
que pudieran intervenir debidos al mestizaje.

La Tabla 10 nos proporciona los datos de las frecuencias fenotipicas y
alélicas de ambas variantes en la poblacion indigena maya. Resulta
interesante la ausencia del genotipo homocigoto para ambas variantes
(T/T y C/C para CYP2C9*2 y CYP2C9*3, respectivamente). Este hecho
es posible relacionarlo con los conceptos de heterocigosidad, el cual es
uno de los mecanismos mas eficientes para lograr mantener alelos
“raros”, evitando de esta manera su extincién. Por lo que comunmente
se le designa como un elemento positivo desde el punto de vista
evolutivo®. Adicionalmente, en un andlisis de la subestructura de
indoamericanos en México describe que la poblacibn maya y nahua
tienen una menor carga de homocigosidad ®>. Ambos hechos coadyuvan
a documentar que la poblacion Maya mantiene el equilibrio de Hardy
Weinberg, considerado en los calculos de la muestra.

Para tener a detalle los resultados de las frecuencias obtenidas, en el
Grafico 4 se muestran las frecuencias genotipicas separadas por estado.
Evidentemente se observa una mayor frecuencia de la variante
CYP2C9*3 en el estado de Quintana Roo. Lo que lleva a realizar una
comparacion de las frecuencias entre Campeche, Quintana Roo Yy
Yucatan. Se encontré una diferencia significativa al comparar las
frecuencias de la variante CYP2C9*3 entre Yucatan y Quintana Roo
(Tabla 11). Los pueblos indigenas si bien, tienen mayoritariamente un
componente amerindio, tienen una proporcién muy baja de componente

europeo. Con este hecho, es posible plantear la idea, que la region
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genética donde se encuentra la variante tenga una minima ancestria
europea. Dado que los pueblos mayas, junto con otros pueblos
indigenas tienen la caracteristica de ser pueblos aislados
geograficamente, es posible que esta variante haya sido introducida en
el pasado con la llegada de la influencia espafola y la alta frecuencia del
CYP2C9*3 en la region de Quintana Roo se deba a un efecto fundador, y
que la presencia de esta variante sea de origen caucasico. Esta hipotesis
podria ser confirmada, considerando la posibilidad de obtener Ila
informacién genética de los padres de los individuos que portan la
variante y estudios con marcadores microsatélites, evaluando las zonas
flanqueantes al lugar donde se encuentra la variante, un analisis de
origen ancestral y de ascendencia local donde se encuentra el alelo
CYP2C9*3 podria mostrar si dicho alelo es de origen caucasico* °° °.

Como se muestra a lo largo del trabajo realizado, en los tres estados no
se encontraron desviaciones en el equilibrio de Hardy-Winberg,
descartando la idea de que al ser comunidades aisladas puedan
presentarse fendmenos como endogamia y aumentar la frecuencia de
las variantes. Esta frecuencia elevada en el estado de Quintana Roo para
la variante CYP2C3*3 no es suficiente para afirmar que esta comunidad
sea diferente a los otros dos estados de la peninsula, debido a que la
comparacion de la frecuencia obtenida en Quintana Roo y toda la region
Maya no muestra diferencias significativas, los datos de ancestria y los
rasgos fenotipicos siguen respaldando la idea de que la poblacion
indigena de la Peninsula de Yucatan, mantiene una homogeneidad en

conjunto.

La Tabla 12, proporciona la informacién para conocer cOmo se encuentra
la frecuencia de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la poblacion
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indigena maya con respecto al resto del mundo. Mediante este estudio,
se ha demostrado que la frecuencia de ambas variantes de poblacion
indigena maya es similar a la de las frecuencias del Este de Asia (CHB,
JPT y CHS), donde las variantes se encuentran en una baja frecuencia o
ausentes. Esta informaciobn aporta una clara idea de ciertas
caracteristicas genéticas que compartimos con el continente asiatico que
son importantes considerar cuando se quiere estudiar la reconstruccion
de las poblaciones amerindias, asi como la influencia que ha tenido este
continente en los pueblos amerindios y que pueda ayudar a entender la
genética médica en estas poblaciones mexicanas®®. La baja frecuencia
de la variante CYP2C9*2 de los mayas con respecto a todas las regiones
del continente europeo, africanos del oeste de Estados Unidos y las tres
regiones americanas incluidas en el Proyecto 1000 Genomas muestra
diferencias significativas. Este hecho es relevante, al considerar la gran
influencia que tiene el continente europeo sobre diversas regiones del
continente americano, propiamente resumida en los mestizos; asi bien,
las poblaciones mexicanas han constituido un area de transicion en la
diversificacion de las poblaciones a partir de la colonizaciéon®®. Sin
embargo, los pueblos indigenas a lo largo de su historia han
permanecido con una influencia minima de esta colonizacién que se ve
reflejada en una clara diferencia con respecto a las poblaciones
mestizas. Con ello, las estrategias para la mejora en los tratamientos
clinicos seguros y oportunos para las poblaciones indigenas como lo son
los Mayas, deben ser diferentes que la atencion que se le da a
poblaciones mestizas, como los afirma Sosa Macias y cols®. La variante
CYP2C9*3 presento diferencias significativas con respecto a la regiéon en
Italia, dos regiones de Africa y colombianos en Medellin en América. Sin

embargo, como se muestra en el Grafico 5, al comparar por continentes,
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las diferencias significativas estan claras entre Europa, Africa y América.
El CYP2C9 es el responsable del metabolismo de antagonistas de la
vitamina K, antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), sulfonilureas,
antagonistas del receptor de angiotensina Il, fenitoina, entre otros’®.
Los SNPs en las secuencias codificantes, como los son las variantes
CYP2C9*2 (144Arg>Cys) y CYP2C9*3 (356lle>Leu), producen una
disminucion en la actividad metabdlica de la enzima, siendo susceptibles
quienes portan la variante a sufrir reacciones adversas a los
medicamentos por tener una depuracion menor del farmaco. Estas
variantes se han asociado con adquirir dosis mas bajas de medicamento
y un mayor tiempo para alcanzar la estabilidad del tratamiento®3. Por
dicha razon, es importante conocer la frecuencia en comunidades
indigenas, para tener un primer acercamiento, saber la forma en que la
poblacion depura ciertos farmacos y posteriormente confirmar estos
hallazgos, realizando pruebas funcionales en las poblaciones analizadas.
Con la finalidad de crear una estrategia que permita garantizar
seguridad y eficacia en el tratamiento prescrito a los individuos que

requieran atencion médica.

Los datos aportados por la Tabla 13, exponen algunas diferencias que
existen entre los grupos indigenas y la poblacibn mestiza. En este
estudio, la variante CYP2C9*2 muestra diferencias significativas de la
poblacion de estudio con respecto a diversas poblaciones mestizas
mexicanas y de manera relevante con los Mayos. Estudios previos han
comprobado que pueblos amerindios del norte del pais comparten una
mayor ascendencia europea que los del centro y sur de México’?, y se
ha estudiado que la variante CYP2C9*2 pudo haber sido introducida en

las poblaciones amerindias, durante la colonizacién europea®®.
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Historicamente, la poblaciéon indigena maya ha tenido una estrecha
relacion con el continente europeo, pero genéticamente la influencia
europea ha sido minima, en otras palabras, en los pueblos mayas no se
ha dado una mezcla con caucasicos importante que permita un cambio
en la alta proporcion de componente amerindio que tienen esta
regiones. Por otro lado, se esperaba que la poblacion maya, de acuerdo
a sus frecuencias tuviera diferencias respecto de las otras poblaciones
indigenas, pero la ausencia o baja frecuencia de esta variante en las
poblaciones indigenas con respecto a la poblacién maya resultaron tener
una mayor similitud, lo cual pudiera alinearse con el paquete de alelos
compartidos entre poblaciones indigenas”*.

La frecuencia de CYP2C9*3 en la poblacibn maya resultdé ser
significativamente menor con respecto a los mayos, tarahumaras y
tepehuanos. El alelo CYP2C9*3 ha sido descrito en poblaciones de
diferente origen étnico, por lo que no es raro encontrar esta variante en
la poblacién amerindia estudiada’?, sin embargo, de manera importante
los pueblos que tienen una mayor descendencia europea y los propios
europeos son los que poseen una mayor frecuencia para este alelo.
Interesantemente, la poblacion maya tiene una mayor frecuencia en
relacion con la poblacion indigena nahua, pueblo que de acuerdo a la
clasificacion linguistica se ubica dentro de una familia diferente que los
grupos mayas’, con ello, las ubicaciones geogréficas de ambos pueblos
que reflejan diferentes estilos de vida, posiblemente, los factores
ambientales han sido una causa de la variacion en la frecuencia entre
estas poblaciones’®. Como dato adicional, se introdujo la frecuencia de
las variantes de estudio de una poblacion de Extremadura, Espafa,
debido a que, en base a estudios histéricos, los conquistadores de

México procedian de esta regién de Europa’, por lo que es interesante
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saber si las frecuencias en estos alelos eran similares a la poblacion

indigena maya, demostrando en este trabajo lo opuesto.

Las Tablas 14 y 15, muestran los datos antropomeétricos y bioquimicos
de la poblacion respectivamente y una forma de estratificarlos es de
acuerdo a los niveles de glucosa en el momento del estudio. De acuerdo
al disefio y objetivos del estudio, se consideraron como no diabéticos
aquellos que tuvieran valores de glucosa menores a 99.9mg/dL,
personas con glucosa alterada en ayuno (GAA) con valores de 100 a
125mg/dL y personas con diabetes con glucosas mayores a 126mg/dL.
Se observa que un 16.1% presenta glucosas por arriba de 126mg/dL y
24.1% presenta una glucosa alterada en ayuno. De manera relevante y
considerando que, uno de los criterios para establecer el diagndstico de
diabetes es tener un valor mayor de 126mg/dL, aproximadamente el
60% de los individuos desconocia su padecimiento. Cabe destacar, que
los individuos que no padecen diabetes son en promedio mas jovenes.
Este hecho debe considerarse para los estudios que en la actualidad se
estan realizando y los que se plantean para el futuro, dirigidos a la
prevencion, debido a que, la poblacibn que hasta ahora no padece
diabetes no se exime de padecer en un futuro de la misma o de otra
enfermedad debidas a las condiciones en su entorno o a los factores
genéticos que los predispongan a padecer una determinada enfermedad.
Por otro lado, las personas que padecen diabetes o tienen un factor de
riesgo como es la GAA, en promedio estan por arriba de los 40 afios. A
medida que transcurre la vida de un individuo, las funciones fisiol6gicas
van decreciendo y existe una dificultad para mantener la homeostasis en

el organismo.
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En base al indice de masa corporal (IMC), el 1.5% de la muestra
poblacional presenta desnutricion, 15.8% se encuentra dentro de los
valores normales y el resto de la poblacién presenta sobrepeso u
obesidad. Un valor de IMC entre 18 y 24.9 en una persona es
considerado como peso normal, de 25 a 29.9 es considerado sobrepeso
y arriba de 30 se define como obesidad. En cada uno de los estratos,
arriba del 75% de la poblacion presentdé un IMC > 25. El indice
cintura/cadera (ICC), refleja la acumulacion de grasa abdominal y es
una medida de la distribucién de la grasa corporal’®. Aproximadamente,
mas del 50% de la poblacion maya presenta valores de ICC por arriba
de los valores de riesgo (ANEXO 1V). El 20% de la poblaciéon total
presenta presion arterial alta y cabe resaltar que los individuos
diabéticos son los que presentan el mayor numero de casos de presion
arterial elevada. En promedio, el 53.6% de la poblacion presenta valores
de riesgo para los parametros bioquimicos de colesterol total,
triglicéridos, colesterol HDL y colesterol LDL. De manera relevante el 9%
de las personas que tienen valores bioquimicos y antropométricos
alterados presentan alguno de los dos polimorfismos (CYP2C9*2 o
CYP2C9*3), dato que nos permite reflexionar la gran oportunidad que
tiene el campo de la farmacogendmica al proponer un tratamiento
farmacologico personalizado para las personas susceptibles a padecer
alguna enfermedad evitandoles un fallo en el tratamiento, debido a que,
las caracteristicas generales de la poblacion de estudio, indican una falta
de atencion en cuestiones de salud y las autoridades en conjunto con la
sociedad, requieren tomar medidas preventivas para la poblacién joven
y un control estricto de las personas que padecen distintos trastornos en
la salud. Una solucion para lograr un control temprano referente al

estado de salud en el que se encuentra la poblacion, es a través de
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cambios en el estilo de vida y com ose mencioné anteriormente, el
tratamiento farmacolégico en la poblaciéon”. Un muestreo realizado en
el estado de Yucatan (N=157) por el Laboratorio de Diabetes de la
Facultad de Quimica, refleja que un 53% de la poblaciobn Maya recibe
algun tratamiento farmacoldgico. De los cuales 40% se administra por
prescripcion médica, esto incluye hipoglucemiantes  orales,
especificamente sulfonilureas. Entre otros medicamentos prescritos
estan hipoglucemiantes como la metformina e insulina y como
antihipertensivos captopril y nifedipina. En México, dentro del cuadro
basico de medicamentos agrupados en 23 grupos terapéuticos’®,
muchos son metabolizados por el citocromo P450 2C9, y la gran
mayoria por las otras enzimas metabolizadoras de fase |. Estos hechos,
hacen constar la importancia de los estudios farmacogendmicos, siendo
un area de oportunidad para mejorar nuestra comprension de las
asociaciones entre el genotipo-fenotipo, dosis-gen y gen-efecto, con la
finalidad de predecir con mayor precision la respuesta a los farmacos y

sus interacciones con otros medicamentos.

Finalmente, en el estudio de genes relacionados con la depuracion y
eficacia del farmacos, el disefio de los mismos, implica dilucidar la
heterogeneidad genética en las respuestas a los farmacos, asi la
farmacogendmica obtendrd las herramientas para lograr una maxima
eficacia y minima toxicidad ‘" "®, y con la determinaciéon del perfil
genético individual, que involucra el descubrimiento de nuevos
marcadores genéticos, se tendra un profundo impacto en la predicciéon
de la respuesta farmacoldgica, haciendo posible el diagndéstico y

58, 79

monitoreo personalizado en las poblaciones mayas y otras regiones

indigenas.
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IX CONCLUSIONES

v' Las variantes alélicas CYP2C9 *2 y CYP2C9 *3 en una poblacion
indigena Maya tienen una frecuencia alélica de 0.010 y 0.028,
respectivamente, sin encontrarse genotipos homocigotos para

ambas variantes.

v La poblacion Maya muestra menor frecuencia para ambas
variantes respecto a las poblaciones europeas, mestizos
mexicanos e indigenas mayos. Para el alelo CYP2C9*3, la
poblacibn maya presentd menor frecuencia respecto a los
tepehuanos y tarahumaras y mayor frecuencia respecto a la
poblacién africana reportada en el Proyecto 1000 Genomas Yy la

poblacién indigena Nahua.

v Los datos antropométricos y bioguimicos sugieren el descontrol
metabdlico de la poblacién diabética del grupo Maya en estudio,
con lo cual puede existir un inadecuado procesamiento de los

farmacos y deficiente manejo terapéutico.
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Figura 18. Distribucion geografica de los pueblos indigenas incluidos en el estudio
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ANEXO II
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estudio de Diversidad Gendmica en Poblaciones Nativas Mexicanas:
Secuenciacion Completa del Genoma como un Recurso de Investigacion
para Estudios Evolutivos y Aplicados a la Salud

Nombre del participante:
Edad:
Unidades Participantes:

Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica

Hospital Juarez de México

Secretaria de Salud del Estado de Yucatan

Instituto Nacional de Medicina Gendmica

Propdsito y antecedentes

Se solicita su participacién en este proyecto de investigacién, cuyo objetivo principal es profundizar en el
conocimiento de factores genéticos que puedan predisponer al desarrollo de la Diabetes mellitus, que es una
enfermedad que se caracteriza por un aumento de glucosa en sangre y que repercute en una disminucién de la
calidad de vida de las personas. En este estudio participan la Dra. Marta Menjivar de la Facultad de Quimica de
la UNAM, el Hospital Juarez de México, Secretaria de Salud del Estado de Yucatan y el Instituto Nacional de
Medicina Gendmica. Cabe mencionar que es posible que no obtenga un beneficio directo de su participacién
en este estudio, sin embargo la identificacidn de posibles factores genéticos relacionados con la diabetes
podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la padecen y contribuir a un mejor conocimiento y
tratamiento de esta enfermedad.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si usted decide no participar recibird todos los
cuidados médicos que usted precise y la relacién con el equipo médico que le atiende no va a verse afectada.
Se le pedira su consentimiento para que con su sangre se hagan 3 cosas:

1. La extraccién de ADN para que se estudien los genes especificados en el estudio “Estudio de Diversidad
Gendmica en Poblaciones Nativas Mexicanas: Secuenciacién Completa del Genoma como un Recurso de
Investigacion para Estudios Evolutivos y Aplicados a la Salud”, que puedan estar involucrados en la aparicion y
desarrollo de Diabetes Mellitus.2. Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la
“Diabetes”, por ello se le solicita que autorice al investigador a almacenar su muestra para el estudio de otros
genes que se puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta autorizar este almacenamiento, se eliminardn de la
muestra todos los vinculos con su identidad, antes de guardarla, y no sera posible llegar a conocer su identidad
a partir de ella. Esta muestra sdlo se utilizara para estudiar genes importantes implicados en la Diabetes y no se
realizardn otros estudios con ella.3. Usted también puede aceptar que en dicha muestra descodificada se
realicen otros estudios genéticos de otras patologias diferentes. Si usted acepta sdlo los estudios genéticos
descritos en el punto 1, su muestra se destruird después de completar la prueba. Si usted acepta que se guarde
esa muestra para futuros estudios como se describe en el punto 2, el investigador garantiza que guardard y
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utilizara la muestra hasta que ya no quede mas ADN. Una vez desvinculada la muestra no podra ser destruida,
pero no se podra relacionar con usted.

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

Procedimiento

Si acepto a participar en la toma de muestras, tendrd lugar lo siguiente:

+ Me examinaran fisicamente, tomaran mis medidas de peso, estatura, cintura y cadera para determinar
mi indice de Masa Corporal (IMC).

4+ Me someteré a un andlisis de laboratorio en el cual me hardn una extraccion de sangre (el equivalente
a 3 tubos de 5mL cada uno). Se me extraerd la sangre para evaluar mi nivel de glucosa, colesterol,
triglicéridos, insulina, glucagdén, hemoglobina glicosilada y examinaran la presencia de genes de
predisposicion a la diabetes tipo 2.

+ Me pedirdn que mantenga un ayuno de al menos 8 horas antes de la toma de muestra.

+ Me pedirdn que responda a un cuestionario para evaluar mis hébitos alimenticios, nivel de estrés y
actividad fisica. En el mismo cuestionario me pediran algunos datos personales y antecedentes de
enfermedades.

Riesgos y molestias

Los riesgos de la extraccion de sangre incluyen molestias temporales ocasionadas por la puncidn con la aguja y
hematomas.

Beneficios

Después de la extraccion de sangre me seran entregados los resultados Bioquimicos (Glucosa, colesterol,
triglicéridos, acido urico, creatinina) y sera de mi conocimiento si soy diabético, propenso a la diabetes o una
persona sana.

Confidencialidad

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

Consentimiento

1. Yo declaro bajo mi responsabilidad que he

leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto participar en este estudio genético.

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

3. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara mi sangre y mis muestras de ADN con un
numero codificado.

4. Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo, sin tener que dar
explicacion y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento médico futuro. Tras ello se procederd a la
destruccién de la muestra codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacién de la
muestra, no se podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.
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Punto 1. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar el estudio genético referente a
la “Diabetes” en mi muestra de ADN.

Punto 2. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi muestra de ADN, con
desvinculaciéon de la identidad. Esto permitird la realizacién de nuevas pruebas en el futuro cuando se tengan
mds conocimientos sobre los genes relacionados con la “Diabetes”.

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

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

Si usted tiene preguntas acerca de la recoleccidn de muestras, sus derechos en este proyecto o sobre el

almacenamiento de las mismas, puede llamar al Hospital Juarez de México con la Dra. Guadalupe Ortiz Lopez
015557477684, o a la Facultad de Quimica, UNAM con la Dra. Marta Menjivar Iraheta al 015556223822.

Si deseo participar debo firmar a continuacién.

Nombre del participante

Firma del participante dd-mmm-aaaa
Fecha

Nombre del testigo:

Firma: Fecha:

dd-mmm-aaaa
Direccién: Relacidn con el participante:

Nombre del testigo:

Firma: Fecha:

dd-mmm-aaaa
Direccién: Relacidn con el participante:

Nombre escrito de la persona que explica el consentimiento

Firma de la persona que explica el consentimiento dd-mmme-aaaa
Fecha
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CUESTIONARIO

, Estudio de Diversidad Genomica en Poblaciones Nativas Mexicanas: TS
Secuenciacién Completa del Genoma como un Recurso de Investigacion para Estudlos
Evolutivos y Aplicados a la Salud

Datos personales:

Nombre: Fecha de nacimiento:
Ocupacion: Estado Civil:

Sexo: Direccion

Escolaridad: Origen étnico

Datos antropométricos:

Peso: kg Talla: m IMC
Cintura: cm Cadera: cm ICC

Tension arterial

Destrostix

Enfermedades:
Diabetes

Edad de diagnostico

Tratamiento: Sli NO
Cual?:
Dieta Insulina Medicamento oral Otro

Nombre y dosis del medicamento:

Existe historia de :
Coma diabético Neuropatia Desordenes de la piel Enfermedad cardiaca

Enfermedad renal Enfermedad vascular Retinopatia Otras

Otras enfermedades
Medicamentos y dosis
Antecedentes heredofamiliares:
¢ Tiene o tuvo diabetes mellitus algun familiar directo?

Padre Madre Hijos Hermanos

Abuelo materno Abuela materna Abuelo paterno Abuela paterna

-87 -



Rivera-Santiago C

ANEXO III
METODOS MOLECULARES PARA LA EXTRACCION, CUANTIFICACION E

INTEGRIDAD DEL ADN
III.1 TECNICA DE EXTRACCION DE ADN

La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la etapa primaria de la
mayoria de los estudios en biologia molecular. Los métodos de extraccibn permiten
obtener &cidos nucleicos purificados a partir de diversas fuentes para después realizar
andlisis especificos de modificaciones genéticas mediante la reaccibn en cadena de la

polimerasa (PCR). La calidad y la pureza de los &cidos nucleicos son dos de los elementos

mas importantes en ese tipo de analisis®?.

La extraccion de ADN consta de una etapa de lisis, que consiste en romper las
estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio su contenido y otra de
purificacién, que implica la retirada de la solucion final de la mayoria de elementos que

pueden interferir en la PCR.
METODOLOGIA

En un tubo falcon 2.5mL de sangre periférica
de 15mL: 6.5mL de sacarosa triton 2x (frio)
3.5mL de H,O destilada (estéril)
Mezclar suavemente por inversion e incubar en hielo 10min.
Centrifugar a 2000rpm por 15min. 4°C.
Decantar el sobrenadante y desechar.
Lavar el botén con 2 ml de solucién de sacarosa triton 1x (frio).
Centrifugar a 2000rpm por 15min. 4°C.
Tirar cuidadosamente el sobrenadante, el pellet debe verse color rosado, de lo
contrario, lavar nuevamente con sacarosa Triton 1x (frio).
Agregar: 1mL de buffer de lisis nuclear
55uL de SDS al 10%
25uL de proteinasa K (5mg/mL)
Mezclar suavemente e incubar a 37°C durante toda la noche
con agitacion constante.

L

L

Posterior a la incubacion:

3 Agregar 600 pl de cloruro de sodio saturado y agitar vigorosamente.
3 Centrifugar a 2000 rpm por 15 min a 4 C.
3 Transferir el sobrenadante a otro tubo falcon estéril.
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Agregar 2 volimenes de etanol al 100% FRIO.
Mezclar suavemente por inversion y retirar el DNA con una pipeta Pasteur sellada

Lavar el ADN con etanol al 70% dentro de un tubo eppendorf.
Dejar secar el ADN. (E/ ADN seco tiene un aspecto transparente)
Disolver el ADN dejando la pipeta pasteur la pipeta por 20 min a 37° C en un tubo

eppendorf con 200uL de H,O grado molecular.

II1I.2 CUANTIFICACION DE ADN

El ADN aislado es cuantificado mediante espectroscopia UV. El NanoDrop™ Lite, es un

espectrofotbmetro que permite conocer la pureza y concentracién de los acidos nucleicos

obtenidos utilizando microvolimenes de los mismos. El pico maximo de absorcién del

ADN esta en 260 nm. A esta longitud por lo tanto, la absorcién es proporcional a la

concentracion. La relacion (

Abs 260
Abs 280

nm) debe estar en un rango de 1.8-2.0, si es menor

probablemente estén presentes proteinas u otros compuestos que absorban a 280nm. La

Abs 260

relacion (Abs 3%

contaminantes que absorban a 230nm (Figura 18).

nm) debe estan en un rango de 2.0-2.2, si es menor puede que existan
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Figura 19 Patron tipico de absorcion de acidos nucleicos
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II1.3 TECNICA DE ELECTROFORESIS

La integridad del ADN extraido, asi como el tamafo de distintos fragmentos de ADN (por
ejemplo, productos de PCR), pueden ser verificadas mediante electroforesis en geles de
agarosa o poliacrilamida. La electroforesis consiste en la separacion de moléculas
(proteinas, isoenzimas, acidos nucleicos) a través de un polimero (matriz) entrelazado de
porosidad controlable (agarosa, acrilamida, almidén). La matriz funciona como un filtro,
separando las moléculas en un campo eléctrico, de acuerdo al tamafio y la carga neta
que poseen. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato es el responsable por la
fuerte carga negativa en condiciones de pH neutro, haciendo que los fragmentos migren

hacia el polo positivo (d&nodo) durante la electroforesis®.

Los acidos nucleidos separados en geles de agarosa pueden visualizarse mediante una
tincibn selectiva con agentes intercalantes como cationes arométicos o planares, por
ejemplo el i6n etidio, el naranja de acridina o la proflavina y al iluminarlos con luz UV
producen una fluorescencia mucho mas intensa que la generado por el colorante libre, lo

cual permite evaluar su integridad®?.
METODOLOGIA

1.- Preparacion del gel de agarosa al 1%

Pesar 0.7g de agarosa y disolverlos en 70mL de buffer TBE 1x

Calentar en el microondas en lapsos de 20s hasta que la agorasa quede
totalmente disuelta.

Cuando la soluciéon de agarosa haya alcanzado una temperatura soportable por la
mano, agregar 1puL de bromuro de etidio (10mg/mL). Mezclar de manera circular
evitando que se forme burbujas en el gel.

Colocar el o los peines en el molde de corrida. Verter lentamente el gel liquido
por uno de los extremos y retirar las burbujas que queden sobre el area de
corrida de las muestras con una punta limpia.

3 Dejar polimerizar la agarosa

L2 LN

3

2.- Para la corrida de electroforesis.

3 Llenar la caAmara de electroforesis con buffer TBE 1x hasta cubrir el gel.
3 En cada pozo colocar 5pL de muestra de ADN y 3pL de buffer de carga. (Este paso

requiere de cierta rapidez para evitar que la muestra se difunda en el gel).
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3 Conectar los electrodos correctamente de la camara a la fuente de poder y correr

la electroforesis a 70V durante 1h.

La figura 20 expone la integridad del ADN utilizando la técnica anterior en el laboratorio.

Figura 20. Integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%, revelado con Bromuro de
Etidio.
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ANEXO 1V
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los
que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente
el ADN en las células. Los estudios farmacogenéticos implican la determinacién de
diversas variantes genéticas de enzimas y transportadores relacionados con el
metabolismos de los farmacos. Los experimentos optimizados de genotipificacion se
realizan para detectar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) especificos en una
secuencia de &cido nucleico diana en las muestras de ADN gendémico purificado. Para
obtener los resultados de genotipificacibn mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), existen dos maneras: al final del experimento, o de forma continua
durante el experimento. La recoleccién de datos al final del experimento se le denomina
PCR en punto final (metodologia cualitativa). La recoleccion de datos durante el
experimento se considera PCR en tiempo real (metodologia cuantitativa). EI PCR en
tiempo real utiliza la quimica de nucleasa 5"y sondas Tagman, cada ensayo permite

determinar el genotipo de los individuos para un Unico polimorfismo.
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Esquema del ensayo 5 nucleasa en un Equipo Applied Biosystems® ViiA™ 7
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ANEXO V
PERFIL BIOQUIMICO

La evaluacion del perfil bioquimico de los individuos, consistié en la determinacion de las
concentraciones de glucosa, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol LDL y triglicéridos

en suero mediante el uso de métodos enzimaticos-colorimétricos.

FUNDAMENTOS
GLUCOSA

La glucosa es oxidada en presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD) para formar

acido glucénico y peréxido de hidrégeno.

GOD
Glucosa + 0, + H,0 — Acido glucénico + H,0,

El peréxido de hidrogeno reacciona bajo la influencia de la peroxidasa (POD) con fenol y

4-aminoantipirina, dando lugar a la formaciéon de un complejo rojo-violeta de quinona.

POD
H,0, + 4 — Aminoantipirina + Fenol — Complejo quinona
La intensidad del color rojo-violeta es proporcional a la concentraciéon de glucosa.
COLESTEROL TOTAL

La colesterol esterasa (CE) hidroliza los ésteres de colesterol, produciendo colesterol libre

y acidos grasos.

. CE .
Esteres de colesterol — Colesterol + Acidos grasos

El colesterol libre se oxida en presencia de la enzima colesterol oxidasa (COX) para

formar colesten-3-ona y peréxido de hidrégeno.

co
Colesterol + 0, = Colesten — 3 — ona + H,0,
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El peréxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona y fenol (contenido en el buffer),

en presencia de la peroxidasa (POD). Se produce una quinonimina de color rojo.

POD
H,0, + 4 — aminofenazona + pHBs — 2H,0 + o — quinonimina

La intensidad del color rojo es proporcional a la concentracién total de colesterol.
COLESTEROL-HDL (C-HDL)

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que contienen cantidades variables
de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y proteinas. La proporcion relativa de proteina y
lipido determina la densidad de estas lipoproteinas y provee las bases sobre la cual
establecer la clasificacion. Estas clases son: quilomicrones, proteinas de muy baja
densidad (VLDL), proteinas de baja densidad (LDL) y proteinas de alta densidad (HDL).

El método se basa en la reaccion de la enzima colesterol oxidasa (CO) con el colesterol
no-esterificado, y la disolucién selectiva del la HDL utilizando un detergente especifico.
En el primer reactivo, el colesterol no-esterificado no HDL es sometido a una reaccion
enzimadtica tras la cual el peréxido producido es consumido por la enzima peroxidasa con
DSBmMT, obteniéndose un producto incoloro. El segundo reactivo consiste en un
detergente capaz de solubilizar el HDL especificamente, reaccionando con la enzima
colesterol esterasa (CE) y el complejo cromogénico de la etapa anterior, formandose un
compuesto coloreado, en forma directamente proporcional a la concentracion de

colesterol HDL en la muestra.

co
HDL,LDL,VLDL Quilomicrones — LDL no — reactivo, VLDL Qiolomicrones

Detergente especifico

HDL HDL disociado

CE +CO
HDL Colesterol —— A* Colestenona + H,0,
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Peroxidasa

H,0, + DSBmT + 4 — AAP ——— Complejo coloreado.

COLESTEROL LDL (C-LDL)

Después de la cuantificacion de colesterol total y triglicéridos por métodos enzimatico-
colorimétrico. La determinacion de C-LDL se realiza por medio de métodos directos de
acuerdo al calculo de Friedewald. Teniendo validez cuando los niveles de triglicéridos son

menores a 400mg/dL.

TG
€ —LDL=CT+C~HDLx ()

TRIGLICERIDOS (TG)

Los triglicéridos, debidos a la accion de lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos
grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en
presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-
difosfato (ADP). ElI G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y
peréxido de hidrégeno (H202) por GPO. Finalmente, el peréxido de hidrogeno (H20,)
reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccidon catalizada por la

peroxidasa (POD) dando una coloracion roja.

LPL
Triglicéridos — glicerol + acidos grados libres
Glicerol cinasa
Glicerol + ATP ——— glicerol3 — P + ADP
GPO
G3P + 0, — H,0, + dihidroxiacetonafosfato

POD
H,0, +4 — AF + p — clorofenol — Quinonimina (compuesto de coloracién roja)

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos

presentes en la muestra ensayada.
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Tabla 17 Valores de referencia en poblacion mexicana adulta

Variable Valores de referencia
icc® H>0.90/M>0.85
ImMc?
Bajo peso <18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad > 30
PAD alta (mmHg)” >140
PAS alta (mmHg)”® >90
Glucosa®®
Prediabetes 100-125
Diabetes > 126

Colesterol Total®®
Deseable <200

Triglicéridos®®
Deseable <150

Colesterol HDL®®

Bajo igg
Alto -
Colesterol LDL®®
Deseable <100
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