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Resumen

El citocromo P450 2C9 (CYP2C9) es la principal isoenzima que metaboliza a la
glibenclamida, uno de los medicamentos de primera linea para controlar la diabetes tipo 2
(DT2). Estos tratamientos se caracterizan por presentar una variabilidad interindividual,
eficacia clinica y de reacciones adversas a los medicamentos (RAMs). Entre los factores
genéticos responsables de las diferencias interindividuales en la respuesta al firmaco, se
encuentran los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en genes que codifican enzimas
metabolizadoras de farmacos. El gen CYP2C9, que codifica para la isoenzima CYP2C9, es
altamente polimorfico, y en este contexto, se conoce que el efecto biologicos de los SNPs
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 es modificar la actividad de la enzima. En un estudio previo
realizado por nuestro grupo de trabajo en pacientes con DT2 en poblacion indigena Maya
se document6 que mas del 60% de estas personas presentan al menos una reaccion adversa
al tratamiento farmacoldgico y como consecuencia un abandono al mismo, lo cual
finalmente conduce a la aparicion de complicaciones secundarias de la diabetes en estos
individuos. En el estudio farmacogenético en esta misma poblaciéon se encontraron
individuos que portan las variantes genéticas CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en una frecuencia
del 2.8% y 1.0% respectivamente. Estos alelos al estar asociados a un metabolismo lento de
la glibenclamida, nos indican que posiblemente esta poblacion se encuentra expuesta a un
mayor nimero de RAMs.

El objetivo de este trabajo fue evaluar en poblacion indigena Maya la farmacocinética de la
glibenclamida en voluntarios sanos y la respuesta al tratamiento con glibenclamida en
pacientes con DT2, considerando en ambas partes del estudio el genotipo CYP2C9 (*1/*1,
*1/%2 y *1/*3). Para el estudio farmacocinético y de respuesta al tratamiento se
seleccionaron tres individuos sin diabetes y 42 pacientes con DT2, respectivamente a partir
de 191 sujetos indigenas mayas genotipados mediante PCR-TR. Los parametros
farmacocinéticos fueron determinados bajo un modelo no compartimental. Las
concentraciones de glibenclamida se cuantificaron mediante HPLC MS/MS.

La poblacion indigena Maya es portadora de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en una
frecuencia de 0.032 ambas variantes. Esta frecuencia es similar a la reportada previamente.

Soélo se encontraron genotipos heterocigotos para ambas variantes, a los cuales se les evalu6

11
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el efecto funcional de los alelos en estudio en pacientes con DT2 y voluntarios sanos en la
poblacion indigena Maya, encontrando que el factor genético forma parte de la variabilidad
en la respuesta a la glibenclamida.

Los resultados muestran que, las concentraciones de HbAlc y glucosa en ayunas en los
pacientes con DT2 en promedio fueron de 9.23 +2.28% y 170 + 91mg/dl, respectivamente,
lo cual refleja el descontrol glucémico que sufre la poblacion diabética indigena Maya.

Sélo en el 25% de la poblacion diabética estudiada se detectaron niveles de glibenclamida
en plasma, resultado de una falta de apego al tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, la
atencion al paciente mediante un seguimiento farmacoldgico es importante para mejora del
tratamiento, ya que se las concentraciones de glucosa redujeron en promedio un 60.3% y
son significativamente menores en pacientes que si tomaron adecuadamente la
glibenclamida comparado contra los que no tomaron el medicamento.

La concentracion de glibenclamida en el estado estacionario del paciente portador del
genotipo *1/*2 fue de 146.8 ng/ml, al compararla con la de los pacientes con genotipo
*1/*1 (65.74 + 78.00 ng/ml), estos niveles tienden a ser mayores en el paciente portador de
la variante *1/*2, para confirmar el efecto que tienen las variantes en estudio se requiere
aumentar el nimero de muestras y el periodo de seguimiento.

En los voluntarios sanos, se evalud la posible influencia que tienen las variantes CYP2C9*2
y CYP2C9*3 en los procesos de eliminacion de la glibenclamida en la poblacion indigena
Maya ya que en los portadores de las variantes *1/*2 y *1/*3 el parametro CL/F tiende a
ser menor y el TMR tiende a ser mayor.

Finalmente, en este estudio describimos algunos efectos genéticos moderados de las
variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en poblacion indigena Maya. En estudios futuros se
requiere evaluar en conjunto otros de los factores implicados en la variabilidad a la
respuesta a la glibenclamida, siendo el factor genético uno de los evaluados por primera vez
en esta poblacion.

Este trabajo representa una importante contribucion al conocimiento sobre la variabilidad
en la respuesta a la glibenclamida para el tratamiento de la DT2, hallazgos que seran

utilizados para el fortalecimiento de una medicina personalizada en esta poblacion.

12
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Introduccion

Diabetes tipo 2

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabolicas caracterizadas por la presencia de
concentraciones elevadas de glucosa en sangre. La diabetes tipo 2 (DT2), es causada por
una combinacién de resistencia a la accion de la insulina, y una inadecuada respuesta

compensatoria del pancreas 2.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el nimero de personas con
diabetes ha incrementado en 34 afios de 108 millones en 1980 a 422 millones hasta 2014 y
la prevalencia global de esta enfermedad entre los adultos mayores de 18 afios de edad ha
aumentado de 4.7% a 8.5% en 2014 durante el mismo periodo, mayoritariamente en los

’ ’ 3
paises en vias de desarrollo .

En México, la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) report6 en 2016 una frecuencia de
diabetes de 9.4% (10.3% de las mujeres y 8.4% de los hombres), comparado con la
ENANUT 2012, la encuesta informé un aumento en la prevalencia de la enfermedad del
7% y el mayor aumento de la prevalencia de diabetes se observo entre los hombres de 60 a
69 afios de edad y entre las mujeres con 60 o mas afios de edad (Tabla 1). Estas cifras
indican que durante las ultimas décadas el nimero de personas que padecen diabetes en
México se ha incrementado y actualmente se encuentra entre las primeras causas de muerte

en el pais ¥,

13
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Tabla 1. Porcentaje de adultos que reportaron haber recibido un diagnostico previo de diabetes

Grupo de edad Hombres (%) Mujeres (%) Total (%)
20 a 29 afios 0.3 1.6 1.0

30 a 39 afios 0.9 3.1 2.1

40 a 49 afios 9.4 8.2 8.7

50 a 59 afios 17.7 17.2 17.4

60 a 69 afios 27.7 32.7 30.3

70 a 89 afios 19.3 29.8 249

80 y mas afios 12.5 21.8 17.5
Total 8.4 10.3 9.4

Modificado de ©

La DT2 se desencadena principalmente por factores en el estilo de vida y factores
genéticos. Se estima que la obesidad contribuye aproximadamente en el 55% de los casos
de DT2, sin embargo, las toxinas, la hipertension arterial, los farmacos, el sedentarismo
entre otros factores ambientales también contribuyen a los aumentos recientes en la tasa de

incidencia de la DT2.

Por otro lado, la genética juega un papel importante para el desarrollo de esta enfermedad.
Se sabe que las personas con historia familiar de diabetes tienen un riesgo aumentado a
padecerla ©. Las estimaciones de heredabilidad varian entre 25% -80% en diferentes
estudios. El riesgo de por vida de desarrollar DT2 es del 40% para las personas que tienen
un padre con DT2 y casi del 70% si ambos padres estan afectados. Adicionalmente, la tasa
de concordancia de DT2 en gemelos monocigoticos es de aproximadamente 70%, mientras

que la concordancia en gemelos dicigéticos es solo 20% -30% .

La DT2 es considerada una enfermedad poligénica. Durante la Ultima década, se ha
avanzado considerablemente en la identificacion de polimorfismos de un solo nucleotido
(SNPs) asociados a riesgo para el desarrollo de la DT2 en diferentes poblaciones del
mundo. Existe escasa informaciéon de como interactuan los genes entre si y con el medio
ambiente para producir DT2. A diferencia de la diabetes tipo 1 (DT1), donde el riesgo

genético se concentra principalmente en la region HLA, el componente genético del riesgo
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a DT2 no estd concentrado en una sola region y parece ser el resultado de la interaccion de

multiples genes diseminados por todo el genoma .

Los mecanismos moleculares asociados al descubrimiento de los SNPs no estan
completamente comprendidos, sin embargo, hoy en dia existe un debate, después de los
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) no se sabe si el riesgo a DT2 se debe
principalmente a variantes individualmente raras pero altamente penetrantes o a un gran
universo de alelos comunes y de un efecto modesto . Un resultado sorprendente de estas
investigaciones refiere que la mayoria de los SNPs de riesgo afectan la funcion de la célula
B, favoreciendo una visioén centrada en genes implicados en la funcion de estas células asi
como en la interrelacion entre varios genes que han contribuido a comprender la genética

de la DT2 19,

En México, s6lo 19 variantes comunes y dos en baja frecuencia se han asociado con DT2
D En cuanto a la genética propia de la poblacion mexicana, se ha asociado a DT2 un
haplotipo en el gen SLC16A411, este podria ser un novedoso gen candidato con un posible

rol en el metabolismo de triglicéridos *2.

Tratamiento para el control de la diabetes tipo 2

El tratamiento de la DT2 estd compuesto por una serie compleja de decisiones médicas con
respecto a los objetivos de atencidon, comportamientos del autocuidado y tratamientos
farmacologicos. El paciente diabético requiere atencién continua, junto con estrategias
multifactoriales que ayuden a retrasar la aparicion de complicaciones y asi lograr un éptimo

control glicémico ),

Una dieta saludable, actividad fisica regular, un peso corporal adecuado y evitar el
consumo de tabaco son formas de prevenir o retrasar la aparicion de DT2 y sus
complicaciones. Sin embargo, cuando los cambios en el estilo de vida no son suficientes
para mejorar las concentraciones plasmaticas de glucosas y hemoglobina glicosilada

(Hb1Ac) de los pacientes con DT2, es necesario disefiar una estrategia farmacologica *?.

15
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Existe una gran diversidad de agentes hipoglucemiantes orales y sensibilizadores a la
insulina (Tabla 2). La metformina y las sulfonilureas (SU) continlian siendo la primera
linea de prescripcion para el control glicémico en lo pacientes con DT2. La metformina es
una biguanida que reduce sigue siendo la primera linea de prescripcion recomendada

. . 15
especialmente para pacientes obesos *).

El principal mecanismo de accion de la
metformina es la inhibicién de la produccién de glucosa hepética y la reduccion de la
insulina resistencia. Estudios recientes han demostrado que la activacion de la proteina
cinasa activada por adenina de monofosfato (AMPK) por metformina puede explicar sus
efectos metabolicos favorables '®). Por su parte, las SU son farmacos secretagogos de la
insulina, tales como la glibenclamida. Otros medicamentos eficaces incluyen a las

tiazolidinedionas como mejoradores de la sensibilidad a la insulina, inhibidores de alfa

glucosidasa e insulina.

Investigaciones recientes sobre la fisiopatologia de la DT2 han llevado a la introduccion de
nuevos medicamentos como los analogos del péptido 1 similar al glucagén: inhibidores de
la dipeptidil peptidasa-IV, inhibidores del cotransportador sodio-glucosa 2 y 11pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 1, glucocinasa liberadora de insulina, activadores y
agonistas de receptores de acidos grasos acoplados a la proteina G pancreatica, antagonistas
del receptor de glucagdn, inhibidores metabdlicos de la produccion de glucosa hepatica y

liberacion rapida de bromocriptina ©.

Los médicos responsables de la atencion primaria a los pacientes con DT2 deben tener una
orientacion adecuada para elegirles el mejor régimen de tratamiento, ya que existe una gran
variedad de medicamentos en el mercado que regulan las concentraciones de glucosa en

sangre, al igual que la cantidad de datos clinicos relacionados con estos farmacos.

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en ingles), enfatiza la
importancia del tratamiento personalizado y enumera la eficacia de los diferentes farmacos
hipoglicemiantes, el riesgo de hipoglucemia, el efecto sobre el peso, los efectos secundarios
y el costo, como parametros importantes a considerar al elegir el mejor régimen de

tratamiento (7.
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En México, de acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social, en 2014 public6 una

guia de practica clinica para el tratamiento de la DT2, el cual, como se ha venido

explicando continua siendo complejo ya que depende mucho de la respuesta que el paciente

este teniendo a lo largo del tiempo (Figura 1) ¥,

Tabla 2. Farmacos disponibles para el tratamiento de la diabetes tipo 2

peptidasa-4 (DPP)-4

Clasificacion farmacologica Farmaco Efecto en HbAlc Afio de
inicio en el
mercado

. . Metfomina S,

Biguanidas Disminucion de 1-2% 1972
Tolbutamida
Clorpropamida
Acetohexamida

Sulfonilureas Gl.lb.e 1'1clam1da Disminucion de 1-2% 1950
Glipizida
Glicazida
Glimepirida

Hormonas Insulina Disminucion 0.5-1.4% 1978
Pioglitazona

Tiazolidinedionas Rosiglitazona Disminucioén 0.5-1.4% 1990

. L, e

Péptido 1 similar al glucagén Exenatida Disminucioén 0.5-1.0% 2005
Acarbosa

Inhibidores del a-glucosidasa ~ Miglitol Disminucioén 0.5-0.8% 1990

. . Repaglinida
Secretggogos de insulina no Nateglinida Disminucién 0.5-1.5% 1997
sulfonilureas
. - Pramlintida S,
Agonistas de amilina Disminucién 0.5-1.0% 2005
Inhibidores  de — dipeptidil Sitagliptina Disminucioén 0.5-1.0% 2006

Modificado de (18,

—

9)
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(DIAGNOSTICO DE DIABETES MELLITUS 2)

l

Modificacion de estilo de
vida (MEV) » Metforming

|
v

h Hb;:'g l:n;::em':?o S Si existe intolerancia a
No PA 130 contraindicacidin valorar:
SPA 1. Sulfenilurea (SU)
Continuar modificacién de (MEV) +Metformina & 2. Inhibidores de la dipeptidil-
ostilo de vida vigilar dosis teraputicas L g"?r:'daslflr (iDPP- ‘1)'2 o
adherencla al tratamiento ‘. il ::.: ::l‘ inediona ( )
Segmmr:%cr:::b ma l 5. Inhibidores de las disacaridasas

HbAIC >7%

N GPA =30 St
SU o glinidas
iDPP-4
{MV) +Metformina TZD
Doble terapia oral + Insulina basal
Agonistas del GLP-1

HBAIC >7%

No- GPA >30 Si
y v
(MV) + insulina basal # (MV) + triple terapia
Metformina + sulfonilurea oral
N HLANC =7%
No GPA >30 —S—
v
Metforming +

insulinoterapia intensiva

“Durante los ajustos do tratamionto:
- Descartar  infecciones agregadas genitourinaria,

bucal, piel y anexos,
- Verificar adherencia Estilo de vida y farmacologica Envio a 2a. Nivel
- Censiderar co-morbilidad

(1) Si HbA1c = 8.5% con hiperglucemia sintomatica
iniciar metformina+ insulina

GPA Glucosa plasmatica ayuno

HbA1c Hemoglobina glucosilada fraccién Alc
GLP-1 Agonistas del receptor del péptido 1
semejante al glucagédn (glucagon-like peptide-l)

Figura 1. Esquema de tratamiento para le control de la DT2
Modificado de 18
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La glibenclamida para el control de la DT2 en México

La glibenclamida es la primera linea de prescripcion para el control de la DT2 seguido de la
metformina de acuerdo con guias para el tratamiento y control glicémico de los pacientes
@9 'Su uso en México ha mostrado una tendencia al alza en general, con un aumento del
141% entre 1999 y 2003“". Un estudio realizado en 2013 en pacientes con DT2 del
Hospital Juarez de México (datos no publicados), 28% de la poblacion estudiada referia
tener un tratamiento combinado de metformina con glibenclamida y el 5% sélo

glibenclamida.

La glibenclamida y metformina generalmente son bien tolerados, la glibenclamida por su
parte, al estimular la secrecion enddgena de insulina, conlleva un riesgo mayor de
hipoglucemia. Se ha estimado que entre el 10% y el 20% de las personas tratadas no
alcanzan un control glucémico adecuado, y el 5%-10% que responde inicialmente a las SU
pierden posteriormente la capacidad de mantener un nivel glucémico casi normal®®. En
México s6lo el 25.5% de los pacientes con DT2 tienen un adecuado control glicémico. Los
pacientes de la tercera edad con DT2 que reciben tratamiento con SU tienen 36% mas de
riesgo de presentar eventos hipoglicemientes comparados con los pacientes jovenes. La
glibenclamida se asocia con las tasas mas altas de eventos de hipoglucemia en comparacion
con la glipizida. Algunos de los factores de riesgo para presentar eventos de hipoglucemia
son, la funcion renal deteriorada relacionada con la edad, el uso simultaneo de insulina o
sensibilizadores de insulina, ser adultos mayores de 60 afios, alta hospitalaria reciente,
abuso de alcohol, restriccion calérica, multiples medicamentos o medicamentos que

. . . ’ o 6
potencian las acciones de las sulfonilureas, asi como la genética'®.

Farmacodinamia

Las SU (glibenclamida, glipizida, glicazida, glimepirida, entre otros), son secretagogos de
insulina, estimulan la secrecion de insulina en las células B-pancreaticas y son
metabolizadas principalmente en el higado mediante la isoenzima CYP2C9. Han sido

utilizadas por mas de 50 afios, siendo la hipoglicemia y el aumento de peso, los efectos mas
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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 estd unido al grupo sulfonilo. Estos farmacos se unen
a los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) en 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 -
pancredtica, 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 la circulacion®. En

resumen, las sulfonilureas estimulan la liberacion de insulina de manera independiente a la

concentracion de glucosa"® > (Figura 2).

Glucosa Canal de K~ Canal de Ca**

sensible a ATP Abierto
Carrado
GLUT2 N Insulin

xS
o I alfld
Glucose K‘w / ® 1 Exocitosis

Despolarizacion
3 ©

Glucose 6
phosphate —>—>—>ATP Translocacién de
Glucolisis los granulos
Receptor de SU: Canal de K*
SUR1 sensible a ATP
Carrado
g

KO
Despolarizacion

Figura 2. Mecanismo de accion de las sulfonilureas. Modificado de (27, 28)
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Farmacocinética

La glibenclamida tiene una absorcion significativa en la primera hora de su administracion
oral y los niveles plasmaticos maximos se alcanzan de 2 a 4 horas. Los efectos del farmaco
comienzan después de la primera hora posterior a la administracion del mismo. Su
metabolismo es principalmente hepatico, mediado por las enzimas de la familia del
citocromo P450 (CYP450) pertenecientes al el sistema microsomal oxidativo de funcién
mixta o monooxigenas. Las isoenzimas CYP2C9, CYP3A4, CYP2C8 y CYP2CI19
pertenecen al grupo de enzimas CYP450, las cuales estan involucradas en el metabolismo
de la glibenclamida. Estudios in vivo refieren que el CYP2C9 es la principal enzima
responsable del metabolismo de la glibenclamida . Los principales metabolitos de este
farmaco son: 4-trans-hidroxigliburida y 3-cis-hidroxigliburida. Estos metabolitos no
contribuyen significativamente al efecto farmacolédgico, ya que son sélo débilmente activos.
Sin embargo, la retencion de 4-trans-hidroxigliburida puede prolongar el efecto
hipoglucémico asi como su depuracidon en pacientes con insuficiencia renal grave. Se
excreta como metabolitos en la bilis y la orina, aproximadamente el 50% por cada via. Esta
doble via excretora es cualitativamente diferente de la de otras sulfonilureas que se excretan
principalmente en la orina. El tiempo de vida media (T;) de la glibenclamida es de 1.4 a
2.8 horas y de 10 horas la de sus metabolitos, es importante mencionar el T}, es mayor en
en pacientes con un aclaramiento de creatinina mayor de 29 ml/min. Finalmente, la

duracion del efecto es de 12-24 horas®?.

Reacciones adversas

El uso de medicamentos en general, puede conferir riesgos para la salud, éstos varian
sustancialmente en la practica clinica de los observados en ensayos controlados aleatorios y
comprometen los beneficios terapéuticos®". En el caso de la glibenclamida, se pueden
llegar a presentar algunos problemas gastrointestinales como nauseas, vomito, dolor
abdominal y diarrea. Potencialmente pueden ocurrir cambios severos en la composicion
sanguinea. Se pueden incluir raramente trombocitopenia de leve a severa o anemia
hemolitica, eritrocitopenia, leucopenia granulocitopenia y pancitopenia. En principio estas

reacciones son reversibles una vez que el medicamento haya sido suspendido.
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Ocasionalmente pueden ocurrir reacciones alérgicas, por ejemplo en forma de erupcién o

r (32
COI’IlCZOl’l( ).

Variabilidad en el tratamiento farmacologico y fallo terapéutico

Existe una notable variabilidad interindividual en la respuesta al tratamiento farmacoldgico
hipoglicemiante, que afecta tanto a la eficacia como a la toxicidad del fArmaco, resultando
en falla terapéutica, dafo al paciente, y como consecuencia una utilizacion ineficiente de
recursos sanitarios que en la actualidad son limitados G3) Asi, el fallo en el tratamiento
farmacoldgico se debe en parte a la compleja interaccion entre los factores ambientales
(e.g. carga econdmica), factores que influyen en la respuesta de los farmacos (e.g.
reacciones adversas a los medicamentos, RAMs) y las caracteristicas propias de cada

individuo ante la respuesta al farmaco (e.g. farmacogenética).

El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglicemia que con el tiempo se convierte en
la principal causa de ceguera, insuficiencia renal, infarto al miocardio, accidente
cerebrovascular y amputacion de extremidades inferiores, produciendo un impacto
dramatico y elevados costos para los servicios de salud piblica ". En 2016, de los
pacientes diagnosticados con DT2, el 87.8% reportd recibir tratamiento farmacoldgico oral
para controlar la hiperglicemia®®, esta cifra de acuerdo a la ENSANUT es ligeramente
mayor a la reportada en la ENSANUT 2012 que fue del 85%. Por tanto, se estima con
base a datos demograficos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), que

mas de 9 millones de diabéticos se encuentran bajo tratamiento farmacologico.

La carga econdémica de una enfermedad cronica como la DT2, engloba los costos directos
asociados al gasto en atencion médica (incluyendo servicios médicos y medicamentos) y
los costos indirectos de la enfermedad, es decir, aquellos relacionados con el efecto que
tienen la mortalidad prematura y la limitaciéon en la capacidad de participacion de una
persona en el mercado laboral y su desempefio en el mismo. Para 2013, la carga econdmica
de la diabetes alcanz6d los 362,859.82 millones de pesos, esto representa el 2.25% del

producto interno bruto (PIB) del mismo afio (Figura 3) .
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El costo por atender las complicaciones de la DT2 y la pérdida de ingresos por muerte
prematura representan el 80% de la carga total. De mantenerse las condiciones actuales de

prevalencia y evolucién de complicaciones, estos costos podran duplicar el porcentaje

actual del PIB en el 2018 ©9,

Las RAMs a antidiabéticos orales pueden minimizar los beneficios potenciales del control
glicémico. Por lo tanto, la seleccion apropiada de los medicamentos prescritos es esencial
para alcanzar los objetivos en el control glicémico, reducir el riesgo a las RAMs y mejorar

la eficacia del tratamiento a largo plazo ©7.
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Carga econémica de la DT2 Costos directos
$362,859.82 $179,495.33
(2.25%) (1.11%)
" : Atencién médica ambulatoria P "
Costos directos Costos indirectos asociada al tratamiento de la DT2 Atencién médica de las complicaciones de la DT2I
Pérdida de ingresos y de I Neuropatia (incl. amputacion) I
Gasto en atencion médica productividad por muerte TTMSPO'TE
desde la perspectiva de las prematura y discapacidad Medicamentos Atencién para acudir a —— o
instituciones publicas de desde la perspectiva de los * Hipoglice- ambulatoria y consulta | Complicaciones ofélmicas |
salud y de los hogares hogares, de la seguridad social miantes y/o pruebas de mbulatoria y N
y de los empleadores *Insulinas laboratorio pruebas de Hipo e hiperglicemia y coma D " de la complicacin:
laboratorio diabético * Medicamentos
* Consultas
o * Pruebas de laboratorio
| Nefropatia | * Dias de hospitalizacion
* Procedimi quirlrgicos
$179,495.33 $183,364.49 Accidente cerebrovascular e infarto
(1.11%) (1.14%) cerebral
$4,316.70 $17,654.95 $921.26
(0.03%) (0.11%) (0.01%) I Infarto agudo al miocardio |
o $156,602.42
Costos indirectos (0.97%)
$183,364.49
(1.14%)

Muerte prematura Ausentismo laboral Incapacidad laboral Invalidez Presentismo
i - Pérdida de facultades Pérdida econémica
Pérdida economica Pérdida econémica o aptitudes que Pérdida econémica resultado de la
derivada de la muerte " o ’
rematura del resultado de los dias imposibilita resultado de la salida pérdida de
trabi que no asiste un temporalmente a una del mercado laboral a productividad laboral
jador cuya causa N -
principal sea la DT2 trabajador a causa de persona para causa de la DT2 y/o por la asistencia al
vio alguna de las la DT2 y/o alguna de desempefiar su alguna de sus trabajo de un
complicaciones. sus complicaciones trabajo a causa de la complicaciones trabajador enfermo de
P DT2 y/o alguna de DT2 y/o alguna de
sus complicaciones sus complicaciones
$132,990.90 $689.97 $16,361.40 $16,571.74 $16,750.48
(0.83%) (0.004%) (0.10%) (0.10%) (0.10%)

Figura 3. Carga economica de la diabetes tipo 2. @
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Farmacogenética en el tratamiento con glibenclamida

La genética puede representar del 20 al 95% de la variabilidad en la disposicion y los
efectos de los farmacos, en parte debido a polimorfismos, los mas comunes son
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en genes implicados en la absorcion,
biodisponibilidad, transporte, metabolismo, eliminacion y acciéon de los farmacos en el

organismo (ADME) 38

La farmacogenética establece el uso de la informacion genética de un individuo para guiar
la terapia farmacologica® a través del estudio de las variaciones en la secuencia del ADN
y como éstas influyen en la respuesta y eficacia de los firmacos administrados a una misma
dosis en los pacientes. De la mano con la farmacogendémica, ambas ciencias tienen como
objeto mejorar la forma en que se utilizan los farmacos en la practica clinica, siendo mas
precisos en como el paciente va a responder a un medicamento, optimizando la terapia y
minimizando la toxicidad tomando en cuenta el genotipo. Estas ciencias son una
herramienta fundamental para que a través de la medicina personalizada se mejore en gran

medida la eficacia del tratamiento de la DT2 @42,

Existe una considerable variabilidad interindividual en la respuesta hipoglicémica a las
sulfonilureas®. El objetivo de la farmacogendmica y farmacogenética es determinar la
relacion entre las variantes alélicas en el genoma humano y la respuesta a los farmacos.
Con el uso de estas herramientas se puede precisar la terapia farmacoldgica en la DT2 de
manera individual mediante predictores genéticos de la respuesta farmacoldgica y efectos

adversos!” Y.

El citocromo P450 (CYP450), particularmente el CYP450 de la familia 2 subfamilia C
polipéptido 9 (CYP2C9), es la principal isoenzima responsable del metabolismo de los
agentes hipoglucemiantes orales tales como la tolbutamida, glibenclamida, glimepirida,
glipizida y nateglinida®”. E1 CYP2C9 es una de las proteinas CYP450 mas importantes, ya
que es la segunda enzima més abundante en el higado, y metaboliza el 11% de todos los

farmacos de importancia clinica™. El gen que codifica para esta enzima es el CYP2CY,
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tiene la caracteristica de ser altamente polimorfico, hasta la fecha se han reportado 60

)(46)

variantes alélicas para este gen (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2C9)*™. Posee 9

exones y pesa 50kb, es uno de varios genes agrupados en cluster en una region
aproximadamente de 390 kb dentro del cromosoma 10 en la posicion 23.3 del brazo largo

(23q3) “7,

Las variantes alélicas mayormente estudiadas: CYP2C9*2 (Argl44Cys; rs1799853) y
CYP2C9*3 (Ile359Leu; rs1057910), se han asociado con una actividad enzimatica reducida
y una afeccion en el metabolismo de los sustratos que interaccionan con la enzima
CYP2C9“Y. Estudios farmacocinéticos en individuos sanos portadores de estas dos
variantes, han demostrado un metabolismo lento de las SU en caucasicos, de tal manera que
los portadores de genotipos homocigotos para las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3
tuvieron un aclaramiento menor de glibenclamida, con reducciones de 25% y 57%,

. . . 49
respectivamente, con respecto a los que no portan ninguna de las dos variantes™.

El fenotipo de respuesta a fairmacos es complejo, cualquier farmaco aprobado posee riesgos
para cada individuo®”. Se ha reconocido la variabilidad interindividual en la respuesta a las
SU durante mas de 50 afios. Diversos estudios han buscado determinar la influencia de
polimorfismos en genes que codifican para enzimas metabolizadoras de farmacos en la

farmacocinética de las SU en seres humanos.

A partir de la ultima década, se han realizado avances en el entendimiento de la
contribucion de las diferencias genéticas a la farmacocinética (FC) y farmacodinamia (FD)

1)

en la variabilidad interindividual con respecto a la respuesta a los farmacos”’, en otras

palabras llamado “evaluacion del fenotipo” dado un genotipo en especifico.

Diversos estudios han evaluado las asociaciones entre los genotipos y fenotipor en el
tratamiento para la DT2, con la finalidad de valorar la FC y/o la FD de los farmacos
utilizados para el tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, se requieren estudios
prospectivos en pacientes con DT2 y asi predecir la respuesta terapéutica o los efectos

adversos de los farmacos con el propésito de llevarlos a la practica clinica ©?.
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A la fecha, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés) no tiene biomarcadores farmacogenéticos asociados a la
farmacocinética de la glibenclamida, inclusive la FDA so6lo cuenta con 230 medicamentos
en los cuales ha incluido en la informacion para prescribir, datos a cerca de biomarcadores
que pueden describir exposicion al farmaco, variabilidad de la respuesta clinica, riesgo de
eventos adversos, dosificacion especifica de acuerdo al genotipo y/o mecanismos de la

accion del farmaco y esto para otras enfermedades oncoldgicas en su mayoria''® > %,

La farmacogenética ha demostrado gran potencial pero con pocas aplicaciones clinicas
referentes a la DT2, por lo que la aplicacion generalizada de ésta ha sido limitada por la
necesidad de mas avances técnicos, metodologicos y practicos. A medida que la
farmacogenética tenga su lugar en la practica clinica la asistencia sanitaria personalizada

llegara a su maximo potencial®”.
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Farmacogenética en poblaciones mexicanas

La poblacién mexicana tiene una gran diversidad genética. Este componente genético se ha
formado a través de la dindmica poblacional precolombina, propiamente a partir de la
poblacion indigena, y tiene una historia de civilizaciones complejas con diferentes
contribuciones a la poblacién actual de los mestizos mexicanos. Por tanto es importante
considerar los antecedentes genéticos para el disefio y andlisis de estudios farmacogenéticos

en México®¥

La poblacion indigena mexicana representa aproximadamente el 21.5% de la poblacion
actual, tomando en cuenta a la poblacion que se considera indigena sin ser hablante de esta
lengua, de acuerdo a los Gltimos informes del (INEGI)®?. Estos grupos indigenas tienen
una heterogeneidad genética relativa, probablemente debido a los eventos demograficos
que han reestructurado su componente genético considerablemente en los ultimos 500 afios
desde la llegada de los europeos al continente americano ©”" Esta poblacion podria tener
alelos unicos que la predispongan a enfermedades cronico degenerativas como es la DT2,
asi como alelos funcionales y medicamente relevantes relacionados con el tratamiento de la

misma.

En México, la farmacogenética continua en etapa de crecimiento cientifico®”. En el pais se
ha evaluado la frecuencia de 31 biomarcadores farmacogenéticos a lo largo diversos
estudios en poblaciones mestizas e indigenas mexicanas en genes relacionados con enzimas
metabolizadoras, transportadores y receptores de los farmacos. Sin embargo, la falta de
estudios acerca del fenotipo de estas variantes no ha permitido evaluar el impacto del
genotipo en diversos biomarcadores para iniciar una medicina personalizada en la

poblacion®?.
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Antecedentes

Estudio de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en poblacion Maya

La evaluacion de la frecuencia alélica de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 se ha
realizado en diferentes poblaciones indigenas a lo largo de todo el pais. Los mayas de la
peninsula de Yucatan son el segundo pueblo mesoamericano de México mas importante en
relacién al numero de habitantes indigenas, apenas superado por los grupos nahuas. Sin
embargo, los nahuas se hallan dispersos en mas de una veintena de estados, a diferencia de
los mayas que estan concentrados en una misma zona. Los estudios genéticos en los
pueblos indigenas como los mayas, puede ser la clave para comprender mejor los
problemas nacionales de salud, como la diabetes, la obesidad y sobre todo para la
optimizacion del tratamiento farmacoldgico. En este contexto, al estudiar el fondo genético

de la DT2 en poblacion indigena Maya®"

, se detectd que esta poblacion indigena sufre
falta de adherencia al tratamiento farmacologico al referir al menos una reaccidon adversa en
los pacientes tratados con glibenclamida, entre las que destacan dolor de cabeza, de
estbmago y nauseas. Este hallazgo dio pie al estudio de la frecuencia de las variantes
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en esta misma poblacion. Como resultado, ambas variantes se

encontraron presentes en una frecuencia alélica del 0.010 y 0.028, respectivamente'®?.
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Planteamiento del problema

El descontrol glucémico en pacientes con DT2 debido a un desapego farmacoldgico es una
de las primeras causas del aumento de complicaciones de la DT2. El desapego al
tratamiento farmacologico se debe a multiples factores entre los que destaca la aparicion de
RAMs, que a su vez depende de las caracteristicas intrinsecas del paciente. Los factores
genéticos contribuyen de manera importante en la respuesta a los farmacos. Por ello, la
genética es un factor determinante en la terapia farmacoldgica, que apenas se estudia en
poblaciones mexicanas. De esta forma, en la siguiente investigacion se busca conocer cdmo
el genotipo afecta la respuesta a los medicamentos hipoglicemiantes orales, los hallazgos
contribuiran a mejorar la eficacia terapéutica coadyuvando a la prevencion de la aparicion

de reacciones adversas, retrasando y/o previniendo complicaciones de la DT2.
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Justificacion

La poblacién Maya es el segundo grupo indigena mexicano mds numeroso, representa
alrededor del 30.3% de la poblacion indigena total. Se caracteriza por tener un componente
ancestral unico ®®. Su localizacion geogréfica, asi como las condiciones ambientales y de
pobreza han contribuido a la susceptibilidad de esta poblacion para la aparicion de
enfermedades metabdlicas y cronico-degenerativas como lo es la DT2. La prevalencia de
esta enfermedad en el estado de Yucatan es del 9.2%. Un estudio realizado en nuestro
laboratorio en pacientes mayas con DT2, se encontrd que aproximadamente el 40% de los
pacientes reciben por prescripcion médica hipoglicemiantes orales entre los que se
encuentra la glibenclamida y ademas reportan algin tipo de RAMs. Asi mismo, en esta
poblacion encontramos sujetos con genotipos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 los cuales, estan
asociados a una capacidad de eliminacion de glibenclamida disminuida, lo que indica que
posiblemente esta poblacidon se encuentra expuesta a un mayor nimero de RAMs, lo que
trae como consecuencia una alta tasa de abandono del tratamiento. En México no existen
datos que demuestren las implicaciones clinicas de la variabilidad genética sobre la
depuracion y efectos adversos de farmacos de hipoglucemiantes orales en poblaciones
vulnerables como la indigena Maya. Por esta razon, un estudio para evaluar la implicacion
fenotipica de los genotipos de la enzima CYP2C9 en la poblacion indigena Maya, permitira

sentar las bases para la implementacion de una medicina personalizada.
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Hipotesis

Los portadores de los polimorfismos CYP2C9*2 o CYP2C9*3 presentaran un metabolismo

mas lento de la glibenclamida comparado con los que portan el genotipo CYP2C9*].
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Objetivo general

Realizar una evaluacion funcional de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en
voluntarios sanos y pacientes indigenas Maya con DT2 .

Objetivos especificos

1. Identificar a los portadores de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en una
muestra poblacional indigena Maya

2. Evaluar la respuesta de glibenclamida en pacientes con DT2 clasificandolos de
acuerdo a su genotipo: CYP2C9*1, CYP2C9*2 y CYP2C9*3

3. Realizar la farmacocinética de la glibenclamida en voluntarios sanos portadores de

las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 pertenecientes a una poblacion indigena
Maya
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Metodologia

Diseflo experimental
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C

El siguiente trabajo tiene un diseflo experimental prospectivo, comparativo y longitudinal.
En la Figura 4, se muestra el esquema general de trabajo realizado.

Poblacion indigena maya

Genotipificacion de los

polimorfismos ]

CYP2C9*2y CYP2C9*3

Poblacion en estudio

Evaluacion antropométrica,
bioquimica y hormonal

Medidas antropometricas:

Talla , peso, cintura, cadera y presion
arterial

Mediciones bioquimicas:

Glucosa, HbAlc, colesterol total ,
triglicéridos, colesterol, HDL  colesterol,
LDL, colesterol VLDL, creatinina, AST ,
ALT, proteinas totales, albimina,
globulinas, urea, acido urico y nitrégeno
uréico

Etapa A
Pacientes diabéticos

Cuantificacion de la glibenclamida
en el estado estacionario

Etapa B

Voluntarios no diabéticos

Realizacion de farmacocinetica
de la glibenclamida

Figura 4. Diagrama general de trabajo
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Poblacion de estudio

Se evaluaron 191 adultos indigenas no relacionados provenientes del estado Yucatan. El
trabajo de campo fue realizado en el centro de salud de los poblados de Cuzama, Papaccal,
Sabbaché, San José Oriente y Xocén (Figura 5). De cada participante se registraron
medidas antropométricas, se realizd una toma de muestra sanguinea (10ml) para la
realizacion de determinaciones bioquimicas y extraccion de ADN para la posterior
genotipificacion de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3. Finalmente, a cada
individuo se le realizO un cuestionario para conocer la frecuencia de alimentos y
antecedentes de DT2. Los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas fueron

entregadas a cada voluntario.

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 propoésito y objetivo del

mismo, para el cual firmaron una carta de consentimiento informado (ANEXO 1).

Criterios de inclusion

Los 191 participantes fueron incluidos en el estudio bajo los siguientes criterios:

Mayores de 18 afios
Criterio lingiiistico
Sus padres y abuelos hayan habitado en la misma region

No consumir farmacos de abuso, ni tener antecedentes de alcoholismo

A e

Consentimiento informado firmado
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Cuzamé San José

Figura 5. Localizacion geografica de los poblados incluidos en el estudio

Determinacion de datos antropomeétricos

A cada individuo se le midié la cintura (cm), la cadera (cm), se registréd el peso (Kg) 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

baumandmetros digitales.

Determinacion del perfil bioquimico

A cada participante se le extrajo una muestra de sangre periférica de aproximadamente 5 ml
en un tubo sin anticoagulante y gel separador con la finalidad de obtener el suero de cada
individuo. A cada persona se le indicé que estuvieran en ayuno de 10 a 12 horas. La
concentracion sérica glucosa, colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol LDL,
creatinina, AST , ALT, proteinas totales, albumina, urea y acido urico se midieron a través
de métodos enzimatico-colorimétricos de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las

pruebas fueron realizadas en el laboratorio central del Hospital Juarez de México
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Extraccion de ADN

Una muestra aproximadamente de 5 ml de sangre periférica se tom6 a cada individuo en un
tubo con EDTA. El aislamiento de ADN gendmico se realiz6 utilizando una modificacion
del método de purificacion “salting out” 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 obtuvo mediante
precipitacion en presencia de etanol frio y disuelto en agua ultra pura.

El ADN aislado se cuantifico mediante espectroscopia UV. Para conocer la pureza con base
a la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm. Se evalué la integridad del ADN a través de

electroforesis en geles de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio.

Genotipificacion de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3

La evaluacion molecular se llevo a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR-TR). Se utilizaron sondas Tag-Man validadas (C_ 25625805 10 para
CYP2C9*2 y C_ 27104892 10 para CYP2C9%*3), en el equipo Applied Biosystems®
ViiA™ 7 Real-Time PCR System y el software de discriminacion alélica de Applied
Biosystems®. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: una etapa de
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95° C, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a
92°C durante 15 segundos y una etapa de alineamiento a 60°C durante 1 minuto. En la

Tabla 3, se muestra como se identifico a la poblacion con base al genotipo resultante.

Tabla 3. Identificacion del genotipo

Alelo Genotipo Cambio de base Identificacion
CYP2C9*2 Homocigoto (wt): CYP2C9*1 C/C *1/ *1
Heterocigoto C/T *1/ *2
rsl799833 Homocigoto para la variante T/T *2/ *2
CYP2C9*3 Homocigoto (wt): CYP2C9*1 A/A *1/ *1
rs1057910 Heterocigoto A/C *1/ *3
Homocigoto para la variante C/C *3/ *3

Abreviaturas: wt: genotipo silveste
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Evaluacion fenotipica de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Para la evaluacion fenotipica de las variantes en estudio, el trabajo se dividi6 en dos etapas:

Etapa A y Etapa B.

A partir de la poblacion estudiada de 191 individuos con el genotipo CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 previamente determinado, en la Etapa A se evaluaron dos grupos de pacientes
con DT2 bajo tratamiento con glibenclamida, para cuantificar concentraciones del farmaco
en el estado estacionario (Cgg). Se habla de una Cgg cuando la velocidad de ingreso de un
farmaco es igual a la velocidad de salida en el organismo “”. En la Etapa B se seleccion6
un grupo de tres voluntarios para administrarles una dosis unica de glibenclamida (5mg)
para realizar la farmacociética del farmaco. En ambas etapas se considero el genotipo de los

individuos para las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3.

Etapa A: Evaluacion del estado estacionario de la glibenclamida en pacientes con DT2

Como muestra la Figura 6, de la poblacion estudiada, se evaluaron dos grupos de pacientes
con DT2 bajo tratamiento con glibenclamida. En el Grupo 1 s6lo se hizo una nueva visita a
la poblacion de Xocén. Los pacientes se seleccionaron de esta comunidad, cuya ventaja era
estar concentrados en una solo poblado, lo cual elimina la variabilidad en torno al medio
ambiente. Asimismo, el centro de salud de la comunidad lleva un control de los pacientes.
Con base a los resultados obtenidos, explicados mas adelante, se decidié hacer una nueva
visita al mismo poblado para integrar el Grupo 2, al cual se le realizé un seguimiento
farmacologico durante un mes. Este seguimiento const6 de tres visitas (a los dias: 0, 15y
30). Al inicio y al final del seguimiento se tomaron muestras para la cuantificacion de
glibenclamida en plasma. Estos pacientes ya tenian por prescripcion médica previo
tratamiento con glibenclamida. Para el cumplimiento de este objetivo, a los pacientes se les
otorgd un formato (ANEXO 2) para el registro diario de la administracion del
medicamento, la glibenclamida fue otorgada por el centro de salud del poblado. Es
importante mencionar que la muestra sanguinea para la cuantificacion de la glibenclamida,

se tomo antes de la administracion de la siguiente dosis del farmaco.
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Grupo 1

Toma de medidas

22 Pacientes con DT2 antropométricas, Cuantificacion de

en tratamiento con
glibenclamida

Grupo 2

Primera visita (T0)

* Toma de medidas
antropométricas

* Toma de muestra
sanguinea para

* Entrega de formato
para registro de
administracion del

* Entrega de estimulo
alimenticio
(despensa basica)

L

bioquimicas y
evaluacion del
genotipo

egunta visita a los 15

:> S
dias
N '

o

(T15)

*Realizacion de
cuestionario

* Medicion de glucosa

capilar

glibenclamida en
plasma

/

E> Tercera visita (T30)
N 4

* Toma de medidas
antropomeétricas

* Toma de muestra
sanguinea para

evaluacion evaluacion
bioquimica y bioquimica y
cuantificacion de cuantificacion de
glibenclamida glibenclamida

* Devolucion del
registro de
administracion del

medicamento medicamento
* Entrega de * Entrega de estimulo
glibenclamida Smg alimenticio

(despensa basica)

o

/

Figura 6. Esquema general de trabajo para la evaluacion de la Cgg de la glibenclamida en pacientes con

Criterios de inclusion

DT2: Etapa A

1. Mayores de 18 afios

Criterio lingiiistico

Sus padres y abuelos hayan habitado en la misma region

No consumir farmacos de abuso, ni tener antecedentes de alcoholismo
Personas con previo diagnostico de DT2

Pacientes bajo tratamiento con glibenclamida Smg

No presentar falla renal o hepatica

Historias clinicas con datos completos

% =N kWD

Consentimiento informado firmado
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Etapa B: Realizacion de la prueba farmacocinética

Los candidatos a esta evaluacion dentro de la poblacion de estudio se seleccionaron bajo los

siguientes criterios de inclusion:

Mayores de 18 afios y menores de 55 afios

Criterio lingiiistico

Sus padres y abuelos hayan habitado en la misma region

No consumir farmacos de abuso, ni tener antecedentes de alcoholismo

Personas con valores bioquimicos y antropométricos normales

AN A e

No haber estado bajo tratamiento farmacoldgico en las tres ultimas semanas
anteriores al estudio

7. No presentar falla renal o hepatica

8. Historias clinicas con datos completos

9. Consentimiento informado firmado

10. Individuos previamente genotipados para las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Soélo se considerd el genotipo heterocigoto al no encontrar en la poblacién homocigotos

para las variantes en estudio. El genotipo de los tres participantes fue el siguiente:

Voluntario 1: Homocigoto CYP2C9*] (*1/*1)
Voluntario 2: Heterocigoto CYP2C9*2 (*1/*2)
Voluntario 3: Heterocigoto CYP2C9*3 (*1/*3)

Para realizar la prueba se mantuvieron a los voluntarios durante 12 horas en el centro de
salud de Xocén, Valladolid y se les hizo un ultimo llamado 24 horas posteriores a la
administracién del medicamento. Los voluntarios acudieron el dia de la prueba funcional en
ayunas y se les revisé la temperatura corporal, pulso, presion arterial, frecuencia
respiratoria, oximetria capilar y fondo de ojo. Se administré de una dosis Unica de 5.0 mg
de glibenclamida y una solucion de glucosa al 20% (60 ml). En caso necesario hubo una

administracién posterior de solucion de glucosa, si las concentraciones de ésta eran
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menores a 75 mg/dl, ello con la finalidad de evitar un evento hipoglucémico en los
participantes.

Se tomaron muestras de 5 ml de sangre a los siguientes tiempos: 0, 0.25,0.5,0.75, 1.0, 1.5,
2,2.5,3,4,5,6,7,8,10, 12 y 24 horas. El desayuno y la comida se les proporcion¢ a las 4
y 8 horas posteriores a la administracion del medicamento, respectivamente. Los signos
vitales de los voluntarios se monitorearon durante todo el estudio, asi como el reporte de
reacciones adversas. Se registraron los tiempos de muestreo de cada toma de muestra

sanguinea y la concentracion de glucosa (ANEXO 3).

Cuantificacion de glibenclamida por HPLC/MS/MS

La extraccion de glibenclamida a partir del plasma se llevo a cabo mediante una extraccion
liquido-liquido con éter-diclorometano (70:30 v/v). Posterior a ello, la cuantificacion del
analito se realizé por cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a espectrometria
de masas en tindem (HPLC MS/MS) en un equipo Applied Biosystems modelo API 3000.
En el ANEXO 4 se especifican las condiciones cromatograficas y de espectrometria de
masas. Cada muestra se cuantifico por duplicado. En los resultados se reporta el promedio
de los datos. La Figura 7 resume el proceso de cuantificacion de glibenclamida. Para la
validacion del método analitico se realizaron pruebas de linealidad, repetibilidad, acarreo,

cross talk y selectividad.
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Método de extraccion

Obtencion de la liquido-liquido de la

Cuantificacion por

muestra glibenclamida HPLC/MS
) N e
( Estandar interno +
6 ml de sangre periférica Muestra de plasma Condiciones
— recolectada en tubos con —— Adicion de eter- — cromat'ogréﬁcas
EDTA diclorometano (70:30 validadas
\ \ VIV) J \
( ( P . d d . .7 \ (
eriodo de agitacion, Obtencid
; . tencion de las
| | Centrifugar 2500 rpm por 15 | ] Sed‘(iuéi?ltf&l?naggllfdo || concentraciones de
minutos gacion y glibenclamida
finalmente un periodo
-, reportado en ng/ml
de congelacion
\ \
( Almacenamiento (" Decantacién y evaporacion de la )

muestra
Recolectar el plasma en

L1 cuatro alicuotas de 1ml en
tubos de 2ml

Reconstitucion de la muestra con
L__| acetonitrilo-agua (50:50 V/V)

. Inyeccion de la muestra al sistema
\_ Mantener a -80°C HPLC/MS/MS

o /

Figura 7. Cuantificacion de glibenclamida por HPLC/MS/MS
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de la poblacion de estudio incluyendo todas las variables
determinadas (antropométricas y bioquimicas), se realizaron las pruebas de normalidad
utilizando las pruebas de Shapiro Wilk o Kolmogorov Smirnoff. La mayoria de las
variables no pasaron las pruebas de normalidad, por lo que se decidié expresarlas con la
mediana y los cuartiles 25 y 75 (Q;y Qa, respectivamente). Los grupos de estudio se
compararon mediante una prueba de t-student o U de Mann Whitney y para la comparacion
de tres grupos se utiliz6 una prueba ANOVA o Kruskal Wllis. Se determinaron las
frecuencias alélicas y genotipicas. 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 (X*). Para las comparaciones entre frecuencias
alélicas se utiliz6 la prueba exacta de Fisher. Los analisis fueron realizados con el programa

R.

Para el andlisis farmacocinético se utiliz6 un modelo farmacocinético no compartimental.
Los pardmetros farmacocinéticos calculados fueron los siguientes: constante de eliminacion
(ke), concentracion maxima de absorcidon (Cmax), tiempo maximo de absorcion (Tmax),
tiempo de vida media (T.), area bajo la curva de tiempo Oh a tiempo 24h ABCy.,, area
bajo la curva de tiempo Oh a tiempo infinito ABCy.inf, tiempo medio de residencia (TMR),
volumen de distribucion (Vd/F) y aclaramiento (CL/F) utilizando el programa WinNon Lin,

version 3.1.
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Resultados

Descripcion general de la poblacion de estudio

En la Tabla 4 se muestran los datos bioquimicos y antropométricos de los 191 participantes
en el estudio. Con base a los cuestionarios realizados se clasificd a los participantes en
individuos con y sin diabetes de acuerdo con lo referido por cada individuo. Para el andlisis
se eliminaron dos muestras ya que no se contaba con la informacion completa. Quedando
con un tamano de muestra de 189. Los parametros de indice cintura-cadera para mujeres,
glucosa, colesterol y triglicéridos muestran diferencias estadisticamente significativas al
comparar los grupos de estudio. Sin embargo, las variables edad y presion arterial sistolica
tienen una significancia de 0.059 y 0.054 respectivamente, por lo tanto se encuentran como

valores limitrofes.

Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos de la poblacion indigena de Yucatan

Parametro No diabéticos n=121 Diabéticos n=68 P Valor de
Mediana (Q;,Q3) Mediana (Q;,Q3) referencia
Mujeres/Hombres 92 (76%) / 29 (24%) 56 (82.3%) / 12 (17.7%)
Edad 43.0 (34.0,59.0) 54.0 (46.6, 63.5)
ICC
Mujeres 0.93  (0.89,0.97) 0.96 (0.93, 1.00) 0.002 <0.85©
Hombres 0.95  (0.89,0.97) 0.95 (0.93, 1.00) <0.90
IMC 282 (24.9,33.2) 28.6  (25.7,31.0) <25 kg/em*®®
PAD 79.0  (73.0, 86.0) 80.0  (74.0,79.0) <120 mmHg
PAS 124 (116, 139) 132 (120, 146) < 80 mmHg
Glucosa 90.0  (80.0, 96.0) 134.0 (99.5, 163.1) 5.939x107" <100 mg/dI®”
Colesterol total 140  (122,162) 158 (131, 179) 0.006 <200 mg/dl‘®®
Triglicéridos 109 (90.0, 160) 137 (109, 195) 0.002 <150 mg/dI‘®®
Colesterol HDL 44.4  (38.4,48.5) 412 (35.9,49.9) >50 mg/d1?
AST 28.0  (25.0,31.0) 25.0 (22.5,30.0) 4 — 40 mg/dI*
ALT 19.7  (15.5,21.0) 15.0 (13.0,21.5) 10 — 50 mg/dI*
Creatinina 0.70  (0.50,0.77) 0.70  (0.61, 0.80) 0.5— 1.3 mg/dI*
Acido urico 3.90  (3.20, 4.70) 3.80  (2.80,4.53) 2.5-6.0 mg/dI®
Urea 21.0  (17.0,29.0) 24.0 (19.0,32.0) 10.0 -50.0 mg/dI*
Nitrogeno ureico 10.0  (8.00, 13.5) 11.0  (9.00, 15.0) 9.0 — 23.0 mg/dI®

Abreviaturas: n: numero de individuos; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera; PAD: presion arterial diastolica; PAS:
presion arterial sistolica; kg: kilogramos; cm’: centimetro cuadrado; mg: miligramos y dl: decilitro. Nivel de significancia P < 0.05. a:
valores de referencia son pertenecientes al Hospital Juarez de México.

44



J £ais . . ‘
PO:SQR%?{]I)\({I)‘ <x%’ Rivera-Santiago, C

Evaluacion genética en la poblacion de estudio

Las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacion indigena Maya se muestran en la
Tabla 5. Ambos polimorfismos se encontraron presentes en la poblacion de estudio. Los
genotipos homocigotos para las variantes en estudio (*2/*2 y *3/*3) no fueron observados
en la poblacion. Para ambas variantes no se encontraron desviaciones significativas en las
proporciones de Hardy-Weinberg. Posteriormente, se realizd una comparacion de las
frecuencias alélicas de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 entre la poblacion de estudio

) (62)

y la frecuencia reportada previamente (0.010 y 0.028, respectivamente) ~~’, sin encontrarse

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas y alélicas para los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3
en comunidades indigenas de Yucatan: Sabbaché, San José Oriente, Cuzama, Papacal y
Xocén.

Poblacion indigena Maya n=189

Genotipo - 5
SNP CYP2C9 n I;Z?;?;iccl: Frecuencia Alélica IC 95%

* %
CYP2C9*2 E*};*g 1? 8(9)25 C(*D) 0.984 0.969-0.997
rs1799853 (*2/%2) 0 0.000 T(*2) 0.016 0.003-0.028

k1 /%
CYP2C9*3 E*}j*g 1? 8(9)g§ A(*1) 0.984 0.969-0.996
rs1057910 (*3/%3) 0 0.000 C(*3) 0.016 0.004-0.031

Abreviaturas: n: nimero de individuos; IC: intervalo de confianza

Tabla 6. Equilibrio de Hardy-Weinberg y comparacion de las frecuencias alélicas

SNP Equilibrio de HW Frecuencia alélica
2 1 Alelo . Reportado p?
X p Este estudio previamente ©?
CYP2C9*2 *1 0.984 0.990
rs1799853 0052 0.660 0.016 0.010 0.534
CYP2C9*3 *1 0.984 0.972
rs1057910 0052 0.660 4 0.016 0.028 0.332

Abreviaturas: X2: :prueba estadistica de chi cuadrado, 1 p<0.05; 2 p <0.05 prueba exacta de Fisher
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Etapa A: Evaluacion de la glibenclamida en el estado estacionario en

pacientes con DT2

Se identifico a una poblacion de 42 pacientes diabéticos en tratamiento farmacoldgico con
glibenclamida 5mg, considerando a los dos grupos de estudio (descritos en la metodologia)
provenientes de la comunidad de Xocén, Valladolid, Yucatan. En la Tabla 7 se muestran
los pardmetros bioquimicos y antropométricos. El 83.3% y 52.4% de los pacientes tienen
concentraciones de hemoglobina glicosilada (HbA1c) y glucosa por arriba de los valores de
recomendados por la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010: para la prevencion,
tratamiento y control de la diabetes mellitus. Se encontraron 41 pacientes portadores del

genotipo (*1/*1) y un paciente con el genotipo heterocigoto (*1/*2).

Tabla 7. Valores antropométricos y bioquimicos de la poblacion diabética

Pardmetro Mediana (Q;, Qs) Valores de referencia-unidades
Mujeres/Hombres 31(73.8%) /11 (26.2%) NA
Edad 57.5 (48.3,65.5) NA-Afos
Peso 62.50 (54.2, 68.8) NA-Kg
Talla 1.44 (1.41,1.48) NA-m

Normal< 25 Kg/cm®
IMC 29.0 (26.6,31.8) Sobrepeso 25-30 Kg/cm®
Obsesidad > 30 Kg/cm®
Cintura
Hombres 03 (360,92.0) Navem
Cadera
s 250 0s0.1020
Iclg/lu’eres 0.96 (0.92, 0.99) Mujeres < 0.85
Horanres 0.94 (0.89, 0.99) Hombres < 0.90
PAS 134 (122, 149) <120 mmHg
PAD 83.0 (75.0,91.0) <80 mmHg
HbAlc 8.75 (7.25,11.1) <7%
Glucosa 138 (106, 170) 70 — 130 mg/dl
Nitrégeno ureico 10.0 (9.00, 12.0) 9 — 23 mg/dl
Urea 21.0 (19.0,26.0) 10 — 50 mg/dl
Creatinina 0.66 (0.56,0.75) 0.5 - 1.3 mg/dl
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Tabla 7. Continuacion

Parametro Mediana (Q;, Q3) Valores de referencia-unidades
Acido trico 3.80(3.13,4.30) 2.5 -6 mg/dl
Colesterol total 160 (143, 182) <200 mg/dl
Triglicéridos 161 (126, 226) <150 mg/dl
Colesterol HDL 41.6 (36.8,47.3) > 50 mg/dl
Colesterol VLDL 32.0 (25.0, 46.8) <50 mg/dl
Colesterol LDL 100 (85.8, 114) < 100 mg/dl
Proteinas totales 7.30 (6.93, 7.78) 5.7 —-8.2 mg/dl
Albiimina 4.00 (3.83, 4.30) 3.2 -4.8 mg/dl
AST 24.5(21.3,29.0) 4 — 40 mg/dl
ALT 16.0 (12.3,20.8) 10 — 50 mg/dl

Abreviaturas: NA: no aplica; Q, : cuartil 25; Qs: cuartil 75; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera; PAD:
presion arterial diastolica; PAS: presion arterial sistolica; kg: kilogramos; cm’: centimetro cuadrado; mg: miligramos y dl:
decilitro; HbAlc: hemoglobina glicosilada

Concentraciones de glibenclamida en pacientes con DT2 del Grupo 1

S6lo en el 27.8% de la poblacion del Grupo 1 se detectaron concentraciones de
glibenclamida, el promedio fue de 213 + 244 ng/ml. Como se observa en la Figura 8, existe
una variabilidad en las concentraciones de glibenclamida en los pacientes estudiados. Cabe
destacar que todos los individuos de este grupo portan el genotipo (*//*1), debido a que no

fue posible captar a pacientes portadores de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3.
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Figura 8. Concentraciones de glibenclamida en los pacientes con DT2 del grupo 1

Las datos antropométricos y bioquimicos del grupo uno se muestran en la Tabla 8. El

36.36%, 22.73% y 68.18% de la poblacion tiene sobrepeso, obesidad y obesidad central,

respectivamente. Por otro lado, adicional al tratamiento para DT2, el 42.45% de esta

poblacion toma algin medicamento para el control de la hipertension, a pesar de ello la

poblacion tenia valores por arriba de los valores de referencia de presion arterial sistolica

y/o diastolica. Se puede observar un descontrol metabdlico de estos pacientes con base en

las concentraciones de glucosa y HbAlc. La poblacion en general muestra una funcioén

renal y hepatica adecuada de acuerdo con sus concentraciones de creatinina Yy

transaminasas.
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Tabla 8. Valores antropométricos y bioquimicos de la poblacion diabética: GRUPO 1

Parametro Mediana (Q,, Q3) Valores de referencia-unidades
Mujeres/Hombres 15/7 NA
Edad 63.00 (53.00, 68.00) NA-Afos
Peso 59.60 (52.00, 65.60) NA-Kg
Talla 1.44 (1.41,1.52) NA-m

Normal< 25 Kg/cm?
IMC 27.78 (24.91, 30.59) Sobrepeso 25-30 Kg/cm®
Obsesidad > 30 Kg/cm®

Cintura

Hommbres S8.80 (795, 92.50 Navem
Cadera

Hommbres 96,00 (920, 99.00) Navem
Iclg/lu’eres 0.96 (0.92,0.99) Mujeres < 0.85

Horanres 0.94 (0.89, 0.99) Hombres < 0.90
PAS 136.00 (118.00, 147.00) <120 mmHg
PAD 78.00 (73.00, 88.00) <80 mmHg
HbAlc 8.20 (7.20,10.20) <7%
Glucosa 185.00 (136.00, 249.50) 70 — 130 mg/dl
Nitrégeno ureico 13.50 (10.00, 15.00) 9 — 23 mg/dl
Urea 29.00 (21.00, 32.00) 10 — 50 mg/dl
Creatinina 0.77 (0.64, 0.82) 0.5 - 1.3 mg/dl
Acido trico 4.05 (2.80, 5.15) 2.5 -6 mg/dl
Colesterol total 173.00 (148.20, 179.20) <200 mg/dl
Triglicéridos 153.00 (155.00, 199.20) <150 mg/dl
Colesterol HDL 42.65 (36.66, 51.75) > 50 mg/dl
Colesterol VLDL 30.50 (22.75, 39.50) <50 mg/dl
Colesterol LDL 104.20 (93.60, 123.90) <100 mg/dl
Proteinas totales 7.40 (7.03, 7.70) 5.7 —-8.2 mg/dl
Albumina 4.30 (4.03, 4.48) 3.2 -4.8 mg/dl
AST 26.00 (20.00, 31.00) 4 — 40 mg/dl
ALT 16.00 (13.00, 22.00) 10 — 50 mg/dl

Abreviaturas: n: nimero de individuos; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera; PAD: presion arterial diastolica;

PAS: presion arterial sistolica; kg: kilogramos; cm’: centimetro cuadrado; mg: miligramos y dl: decilitro; HbAlc: hemoglobina

glicosilada

49



Rivera-Santiago, C

UN41\1 SN
POSGR/MDO 52
Concentraciones de glibenclamida en pacientes del Grupo 2: Seguimiento farmacoldgico

Con base en los resultados anteriores se identifico un alto grado de desapego al tratamiento
farmacologico por lo que se decidi6 realizar un seguimiento farmacoldgico en un periodo
de un mes en pacientes diabéticos para monitorearlos y fomentar un mayor apego al
tratamiento con glibenclamida. En la Tabla 9, se muestran los datos antropométricos y
bioquimicos al inicio (T0) y a los treinta dias (T30) de seguimiento farmacolédgico. Para el

dia T30 se descartaron dos pacientes que no acudieron a la toma de muestra.

Se observa que los parametros bioquimicos de nitrégeno ureico, creatinina, colesterol total,
colesterol HDL y LDL tienen un aumento significativo al término del seguimiento
farmacoldgico. Sin embargo, estas concentraciones se mantienen dentro de los valores de
referencia establecidos. Cabe destacar que no se observaron diferencias significativas para

los datos antropométricos y glucosa.

Tabla 9. Valores antropométricos y bioquimicos en el periodo de un mes de tratamiento
farmacologico: GRUPO 2

Parametro T1 T30 Unidades
Mediana (Q1,Qs) Mediana (Q1,Q5)
Mujeres/Hombres 20/4 18/4
Edad 50.0 (44.0, 56.0) 50.0 (44.0, 56.0) NA-Afios
Peso 61.2 (54.4,73.0) 61.5(56.6,73.7) NA-Kg
Talla 1.44 (1.41, 1.47) 1.44 (1.41, 1.47) NA-m
Normal< 25 Kg/cm®
Sobrepeso 25-30
IMC 29.49 (26.9, 33.2) 30.1(27.9, 34.1) Kg/em?
Obsesidad > 30 Kg/cm
Cintura
Mujeres 93.5 (87.8, 104) 93.5 (88.0, 99.8) NA-cm
Hombres 93.0 (91.3, 99.3) 97.00 (93.5, 103)
Cadera
Mujeres 97.0 (93.8, 106) 93.5(91.3, 107) NA-cm
Hombres 101 (94.8, 107.8) 101 (96, 107)
ICC
Mujeres 0.98 (0.92, 0.99) 0.98 (0.94, 1.01) Mujeres < 0.85
Hombres 0.96 (0.93, 1.00) 0.96 (0.93, 0.99) Hombres < 0.90
PAS 144 (132, 151) 150 (141, 158) <120 mmHg
PAD 87.5 (80.0, 97.0) 86.5 (81.0, 91.8) <80 mmHg
HblAc 9.65 (7.80, 11.5) NA %
Glucosa 169 (123, 212) 165 (136, 221) 70 — 130 mg/dl

Nitroégeno ureico

9.50 (9.00, 12.00)

11.0 (10.0, 14.0)

9 — 23 mg/dl*
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Urea 20.0 (19.0, 26.0) 24.0 (21.0, 30.0) 10 - 50 mg/dl
Creatinina 0.60 (0.53, 0.74) 0.75 (0.62, 0.91) 0.5 1.3 mg/dl*
Acido trico 3.65 (2.56, 4.33) 4.20 (3.30, 5.30) 2.5 6 mg/dl *
Colesterol total 162 (142, 180) 199 (175, 211) <200 mg/dl*
Triglicéridos 188 (126, 244) 180 (150, 219) <150 mg/dl
Colesterol HDL 42.7 (37.3, 48.0) 52.5 (46.6, 55.1) > 50 mg/dl*
Colesterol VLDL 39.0 (25.0, 54.3) 36.0 (30.0, 44.0) <50 mg/dl
Colesterol LDL 101.50 (89.1, 114) 128 (122, 153) <100 mg/dl*
AST 26.0 (22.8, 33.5) 30.0 (27.0, 41.0) 4~ 40 mg/dl
ALT 16.0 (14.5, 20.3) 18.0 (14.0, 26.0) 10 - 50 mg/dl

n: nimero de individuos; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura/cadera; kg: kilogramos; cm’: centimetro cuadrado; mg:
miligramos; dl: decilitro; ng: nanogramos y ml: mililitro. *P < 0.05 TO vs T30

De acuerdo al seguimiento en el periodo de un mes, a los pacientes se les realizé una visita
al dia 0 (TO), dia 15 (T15) y dia 30 (T30) monitoreando en estas tres visitas sus
concentraciones de glucosa. En la Tabla 10 se muestra el promedio de las concentraciones
de glucosa clasificados con base a su genotipo. En la Figura 9 se observa que al dia 15 las
concentraciones de glucosa en la poblacion se redujeron en promedio 14.2% respecto al dia
TO y al dia 30 nuevamente aumentaron las concentraciones 12.7% respecto al dia T15,
reflejo de una gran variacion de las mismas en cada una de los dias de seguimiento en los
pacientes con genotipo *1/*[. Estos resultados arrojaron que el 29.2% de los pacientes
disminuyeron sus concentraciones de glucosa al T30 incluyendo al paciente con genotipo

*1/%2.

Tabla 10. Concentraciones de glucosa observadas a los dias TO, T15 y T30 en los pacientes con
genotipo *1/*1 y *1/*2

Concentraciones de glucosa (mg/dl)

Genotipo n
TO + DE T15+ DE T30+ DE
*1/*1 21 169.8 +72.18 145.4 + 56.67 166.29 + 77.06
*1/*2 1 189.0 153.0 120.0

Abreviaturas: n: nimero de individuos; TO: tiempo de inicio; T15: dia 15 de tratamiento; T30: dia 30 de tratamiento; DE: desviacion
estandar; mg: miligramos y dl: decilitro.
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Concentraciones promedio de glibenclamida en pacientes con genotipo *1/*1 y *1/*2
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Figura 9. Representacion de los promedios de concentracion de glucosa durante las tres visitas al grupo 2

Al realizar un anélisis s6lo entre los pacientes que disminuyeron sus concentraciones de
glucosa al dia T30, se observa que existen diferencias estadisticamente significativas al
comparar las concentraciones de glucosa al dia TO versus T15 y T30 (Figura 10). Este dato
fue de gran ayuda para determinar que no toda la poblacion llevd adecuadamente el
seguimiento farmacolégico, aun cuando se monitoreo a la poblacion cada 15 dias,. Por ello
solo se selecciond de la poblacion del Grupo 2, a cinco pacientes que estrictamente tuvieran
una disminucién de las concentraciones de glucosa a lo largo de los 30 dias, incluyendo al
portador del genotipo *I/*2, para cuantificar las concentraciones de glibenclamida en

plasma.
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Figura 10. Pacientes que disminuyeron sus concentraciones de glucosa.

*p<0.05, test utilizado: Kruscal Wallis

La Tabla 11 y la Figura 11, muestran las concentraciones de glibenclamida en el estado

estacionario de los cinco pacientes diabéticos seleccionados del Grupo 2. Todos los

pacientes seleccionados al final del seguimiento tuvieron concentraciones de glibenclamida

detectables, asi como sus concentraciones de glucosa disminuyeron en un 44% en los

treinta dias de seguimiento farmacolégico.

Tabla 11. Concentraciones de glibenclamida en los pacientes al inicio y término del
seguimiento farmacoldgico

Concentraciones de glibenclamida (ng/ml)

Genotipo Paciente

TO T30

1 0.00 179

2 142 12.5

*1/*1

3 0.00 16.6

4 1.90 54.8

*1/*2 5

0.00 147

Abreviaturas: TO: tiempo de inicio; T30: dia 30 de tratamiento; DE: desviacion estandar; ng: nanogramos y ml: mililitro.
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Figura 11. Concentraciones de glibenclamida en plasma a T0 y T30 en el estado estacionario

La Figura 12 conjunta a los pacientes del grupo 1 (n=6) y grupo 2 (n=5) al dia T30 a los
cuales se les detectd glibenclamida en plasma clasificados por el genotipo. Las
concentraciones de glucosa en estos pacientes fueron de 138.4 + 35.96 mg/dl, al comparar
esta concentracion con el promedio de glucosa que tienen los pacientes que aparentemente

no se toman el medicamento, la concentracion de estos ultimos es significativamente mayor

(184.9 + 104.3 mg/dl, p=0.041).
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Figura 12. Concentracion de glibenclamida en los pacientes con DT2

Etapa B: Evaluacion farmacocinética de la glibenclamida

Los voluntarios que acudieron a la prueba funcional presentaron signos vitales sin

alteraciones antes, durante, al final y posterior a la prueba.

La Figura 13, muestra las concentraciones de glibenclamida contra el tiempo. Se observa
que a las 8 horas posteriores a la administracion del medicamento se incrementaron por
segunda vez las concentraciones de glibenclamida en los voluntarios con genotipo *1/*1y
*1/%2. Los parametros farmacocinéticos fueron evaluados bajo un modelo no
compartimental sin considerar este segundo pico de absorcion a las 8 h (Figura 14). Con
base a nuestros objetivos, nosotros quisimos determinar el grado de exposicion después de
la administracion de la glibenclamida obteniendo los parametros farmacocinéticos tales
como ke, Ti;» L ABC y CL/F y Vd/F, por ello se decidio utilizar un modelo no
compartimental, ya que este requiere de menos suposiciones que los enfoques basados en

otros modelos.
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En la Figura 14.1 las concentraciones de glibenclamida se expresan en escala logaritmica.
Se puede observar con mayor claridad la diferencia entre las concentraciones de

glibenclamida a las 24 horas de cada voluntario.

Concentraciones de glibenclamida-tiempo

200

rmrr—rTT 1717 17T 17T 17 1T 7T T T

o 5.0 R —

Concentacion de glibenclamida (ng/ml)

tiempo (h)
Figura 13. Concentracion de glibenclamida vs tiempo

56



Rivera-Santiago, C

Concentraciones de glibenclamida-tiempo

200

*1/*1

180

160

140

120

100

80

60

Concentacién de glibenclamida (ng/ml)

40

tiempo (h)
Figura 14. Grdfico de concentracion de glibenclamida vs tiempo sin considerar el segundo pico de absorcion
alas8 h
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Figura 14.1 Grdfico de concentracion de glibenclamida vs tiempo sin considerar el segundo pico de
absorcion a las 8 h en escala logaritmica.
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Evaluacion de los pardmetros farmacocinéticos

En la Tabla 12 se presenta un resumen de los parametros farmacocinéticos de los tres
voluntarios. El voluntario con genotipo *//*2 presentd el mayor tiempo de vida media,
seguido del voluntario con genotipo *//*3 y finalmente *//*I. Los voluntarios con el
genotipo *I/*] y *]/*2 tuvieron un tiempo maximo de absorcion de 5 horas, el del

voluntario con genotipo *//*3 fue de 4 h.

El voluntario *1/*3 presentd un CL/F menor (4.355 1/h) de la glibenclamida comparado con
el presentado por los individuos con genotipos *1/*1 y *1/*2 (5.189 y 5.088 1/h,
respectivamente). Los individuos *1/*2 y *1/*3 tuvieron un tiempo medio de residencia

mayores que el individuo *1/*1.

Dado que no fue una administracion intravenosa, con el ABC no es posible determinar la
biodisponibilidad. Sin embargo al dividir el ABCy./ABCy.inr *100, en los voluntarios *1/*1
y *1/*3 el resultado es mayor al 80%, por los tanto fue un muestreo adecuado para

determinar el Ty).

Tabla 12. Pardmetros farmacocinéticos de los voluntarios de acuerdo a su genotipo.

Parametro farmacocinético ~ CYP2C9*1 CYP2C9*2 CYP2C9*3 (4/C) Unidades
(C/C, 4/4) (C/T)
Sin t8 Sin t8 Sin t8
ke 0.175 0.048 0.104 1/h
Tin 3.966 14.53 6.694 h
Tmax 5.000 5.000 4.000 h
Cmax 145.2 77.35 186.6 ng/ml
ABCy, 940.8 661.1 1068 h*ng/ml
ABCo.ins 963.6 982.7 1148 h*ng/ml
Vd/F 29.69 106.7 42.05 1
CL/F 5.189 5.088 4.355 I/h
TMR 8.473 21.89 9.056 h

Abreviaturas: Ke: constante de eliminacion; T),: tiempo de vida media; Tmax: tiempo maximo de absocion; Cmax:
concentracion maxima de absorcion; ABC,.: area bajo la curva de tiempo cero a tiempo 24h; ABCy.,: area bajo la curva de
tiempo cero a infinito; Vd: volumen de distribucion; CL: aclaramiento; TMR: tiempo medio de residencia; ng: nanogramos;
ml: mililitros; h: horas. Con t8: se considera t8h; Sin t8: NO considera t8 h.
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Concentraciones de glucosa durante la prueba funcional

Los voluntarios se les monitored su glucosa durante cada tiempo de muestreo, las
concentraciones de glucosa se muestran en la Figura 14. Los voluntarios con el genotipo
*1/*¥1 y *1/*2, recibieron al inicio 60 ml de una carga de glucosa al 20% con la
administraciéon oral del medicamento. El voluntario *1/*3 no fue necesario la
administracién de la solucidon porque sus concentraciones de glucosa eran mayores a 100
mg/dl. El voluntario *//*] recibié dos cargas de glucosa al 20% de glucosa (30 ml cada
una) posterior a las 1.5 y 6.0 horas. El voluntario *//*2 recibi6 tres cargas de glucosa al
20% de glucosa (30 ml cada una) posterior a las 0.75, 2.0 y 6.0 horas. Las concentraciones

de glucosa a las 24 h en los voluntarios *1/*1, *1/*2 'y *1/*3 fueron de 82, 78 y 147 mg/dl,

respectivamente.

Monitoreo de glucosa durante la prueba farmacocinética
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Figura 15. Concentraciones de glucosa durante la prueba

59



N >
POSGRADO %

Rivera-Santiago, C
Discusion

En este estudio se evalud el efecto fenotipico de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3
sobre las concentraciones de glibenclamida en plasma mediante una prueba farmacocinética
en voluntarios sanos y la medicion de las concentraciones de glibenclamida en el estado
estacionario en pacientes con DT2 en poblacion indigena Maya, con la finalidad de conocer

los efectos funcionales de estas variantes genéticas en el tratamiento y control de la DT2.

Los polimorfismos son uno de los factores determinantes de la variabilidad en el
aclaramiento y respuesta individual a diferentes farmacos de importancia clinica, como lo
es la glibenclamida, la cual se encuentra entre las primeras lineas de prescripcion médica
para el tratamiento de la DT2“* *”, Diversos estudios han descrito la frecuencia para los
alelos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en poblaciones mexicanas, a lo largo del noreste, centro,

s (62,70, 71
sur y sureste del pais®> 7"

, pero poco se ha estudiado sobre el impacto fenotipico que
tienen estas variantes y mas alld de este aspecto, la aplicacion clinica que pueden tener
estos resultados en las politicas de salud en México referente a la atencion personalizada en

pacientes con DT2.

La DT2 esta considerada como un problema de salud a nivel nacional. De acuerdo con la
“ENSANUT 2016 a medio camino”, se estima que la prevalencia de diabetes se
incrementaria al doble considerando a las personas que desconocen tener diabetes. En
concordancia con este hecho, de los hallazgos fortuitos que encontramos en este estudio, el
3.31% de la poblacion que se consideraba no diabética tenia concentraciones de glucosa
arriba de 125 mg/dl, esto implica que la poblaciéon esta en riesgo de presentar
complicaciones de la enfermedad en menor tiempo debido a que no llevan un control de la
enfermedad. Adicionalmente, el 13.22% de esa misma poblacion presentd glucosa alterada
en ayunas (mayor a 100 mg/dl y menos a 125 mg/dl), la cual es un factor de riesgo para el

desarrollo de DT27?,
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Descripcion general de la poblacion de estudio

Con base en el indice de masa corporal (IMC), el 23.6% de la poblacién se encontr6 en el
peso ideal de acuerdo a su talla y el resto de la poblacion presentd sobrepeso u obesidad. De
acuerdo con la OMS, un valor de IMC entre 18.0 y 24.9 kg/m’ en una persona es
considerado como peso normal, de 25.0 a 29.9 kg/m” es considerado sobrepeso y arriba de
30.0 kg/m’ se define como obesidad. El 73.6% y 80.9% de las personas no diabéticos y
diabéticos, respectivamente tenian sobrepeso u obesidad, estos porcentajes superan la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en adultos de acuerdo a la ENSANUT
2016 que es de 72.5% . El indice cintura/cadera (ICC), refleja la acumulacion de grasa
abdominal y es una medida de la distribucion de la grasa corporal®. Este parametro
contintia asociandose de manera positiva al desarrollo de DT2 en diferentes poblaciones a
pesar de nuevos indices que se han ido desarrollando a partir de datos antropométricos'?.
Mas del 90% de los mayas con DT2 presenta valores de ICC por arriba de los valores de
riesgo (para mujeres > 0.85 y para hombres > 0.90). Esto se ha convertido en un problema
mayor debido a que mas del 65% de la poblacion sin DT2 e incluso mas joven, tiene riesgo

incrementado a desarrollar DT2 debido al sobrepeso, obesidad e ICC elevado.

Mas del 50% de la poblacion total estudiada presenta PAS o PAD por arriba de 120 mm Hg
u 80 mm Hg, respectivamente, cabe resaltar que los individuos diabéticos son los que
presentan el mayor numero de casos de presion arterial elevada. Lograr mantener un control
optimo de la presion arterial representa un reto asi como un problema para la poblacion
puesto que la presion arterial elevada es un factor de riesgo para sufrir dafios macro y

microvasculares en pacientes con DT27?,

En referencia al perfil de lipidos, como se observa en la Tabla 4, a pesar de que la
poblacion con DT2 tiene concentraciones de colesterol total significativamente mas altas
que los no diabéticos (p=0.006), mas del 80% de la poblacion tiene concentraciones

68 . .
1® son las concentraciones 6ptimas. De

menores a 200 mg/dl que con base a la ATPIL
manera interesante el 29.8% de la poblacion sin DT2 presenta concentraciones de

triglicéridos 45.3% mas arriba que el valor de referencia (<150mg/dl) y 44.1% mas
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elevados en los pacientes diabéticos. De acuerdo con los cuestionarios realizados a cada
participante, su dieta estd basada en alimentos con alto valor caldrico principalmente
provenientes de carbohidratos y lipidos, lo cual podria explicar las concentraciones
elevadas de triglicéridos en la poblacion. Las concentraciones de cHDL en mas del 70% de
la poblaciéon estuvieron debajo de 50 mg/dl. Se ha estudiado que el riesgo elevado de
presentar enfermedad aterosclerotica cardiovascular en pacientes con DT2 se debe en parte
a la disminucién de la concentracion de cHDL. Asi, la dislipidemia cronica que presento la
poblacion, aumenta la probabilidad de aparicion de diabetes en personas que por ahora no

la padecen y mayor riesgo de complicaciones en los pacientes diabéticos'’®.

Evaluacion genética de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3

Como se observa en la Tabla 5, las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 estan presentes en la
poblacion indigena Maya estudiada, su frecuencia es similar a datos reportados previamente
en esta misma poblacion indigena (0.010 y 0.028, respectivamente) “®. Al comparar la
frecuencia de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 de la poblacion estudiada con otras
poblaciones europeas e inclusive mestizas mexicanas, la cual esta por arriba del 10%, esta
es mas baja. Mas alla de hablar de una frecuencia baja de estos polimorfismos en los
mayas, al traducirlo a nimero de personas, de acuerdo con el INEGI en su ultima edicion,
en el Estado de Yucatan existe una poblacion de aproximadamente 1,500,000 U7 habitantes
indigenas, al sumar las frecuencias alélicas de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 cerca
del 7% de la poblacion portaria al menos una de las dos variantes en estudio (Figura 16), lo
que representa que mas de 50 mil individuos indigenas estén susceptibles a un fallo
terapéutico en los medicamentos que se metabolizan por la via del CYP2C9, probablemente

atribuidas a su genética.
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INDIGENAS MAYAS con susceptibilidad a fallo terapéutico por
POLIMORFISMOS EN CYP2C9

Poblacién indigena
portadora de los
polimorfismos
Aproximadamente
63,029 indigenas

(7%)Datos del INEGI

Figura 16. Impacto de la frecuencia de los polimorfismos en poblacion indigena Maya

Evaluacion de la glibenclamida en el estado estacionario en pacientes con
DT2

Los pacientes con DT2 seleccionados para la evaluacion de glibenclamida en el estado
estacionario presentaron un descontrol metabolico, reflejado en los indices de sobrepeso y
obesidad, ICC, presion arterial elevada y dislipidemia, asi como en las concentraciones de
glucosa, y HbAlc. Este hecho los puede llevar a complicaciones de la propia enfermedad
en un menor tiempo, siendo mas susceptibles los pacientes que presentan comorbilidades.
De acuerdo con los cuestionarios, mas del 20% de los pacientes evaluados tenian
hipertension y més de un tratamiento farmacologico. Aproximadamente el 50% de la
poblacion presentd al menos una RAM, entre las que destacan una reduccion en la fuerza
muscular, nduseas, cansancio y pérdida del apetito. Estas RAM estan asociadas a la
glibenclamida como a otros firmacos que se prescriben en la poblacién como lo es el
captopril. La presencia de reacciones adversas representa un problema de salud publica y
una importante causa de morbimortalidad a nivel mundial, ademds los pacientes que
presentan RAMs pueden requerir hospitalizacion o alargar su estancia hospitalaria, lo cual
incrementa los costos de tratamiento”®.

Uno de los primeros acercamientos para la optimizacion del tratamiento farmacoldgico
realizado en esta investigacion se bas6 en conocer si los pacientes responden o no a la
glibenclamida mediante la cuantificacién de este farmaco, las concentraciones de glucosa y

HbAlc en cada paciente, ademds de considerar su genotipo.
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En el Grupo 1, se encontrd un severo problema de desapego al tratamiento farmacolédgico.
Soélo se detectaron concentraciones del farmaco en el 25% de la poblacion estudiada aun
cuando en los cuestionarios afirmaban tomar el medicamento. Esto se ve reflejado en sus
concentraciones elevadas de glucosa y HbAlc. Existen reportes en la literatura que indican
que a pesar de los beneficios que trae el tratamiento farmacoldgico adecuado, el control de
la glucosa sanguinea se logra en menos del 50% de los pacientes, lo que puede estar
asociado con una menor adherencia a la terapia’”. Con lo que respecta al genotipo, el
portar alguna de las variantes en estudio y estar bajo prescripcion con glibenclamida esta
asociado con eventos hipoglicemientes. Todos los pacientes del Grupo 1 tenian el genotipo
*1/*1, ninguno de ellos refirié algiin evento hipoglicemiante pero si al menos alguna otra
una reaccion adversa, entre las que destacan nauseas, cansancio y pérdida del apetito. Estas
RAM entre muchos factores podrian estar atribuidas al tratamiento concomitante que llevan
la mayoria de los pacientes, ya que como se mencion6 anteriormente, en los cuestionarios
la mayoria de los pacientes toman més de un medicamento.

Frente a los resultados anteriores, en el Grupo 2, se buscd mejorar la adherencia al
tratamiento, brindandole a los pacientes una orientacion para el uso adecuado del farmaco,
un calendario para el registro de su medicamento, asi como el servicio médico y
medicamento gratuito por parte del centro de salud. Al comparar las concentraciones de
glucosa a los dias TO y T15, de manera satisfactoria el 66.67% de la poblacion disminuy6
de manera satisfactoria sus concentraciones de glucosa. Sin embargo, al dia T30 sélo el
29% de la poblacion disminuy6 estrictamente sus concentraciones de glucosa comparados
con el dia TO y TI15. Por ello se decidi6 solo determinar las concentraciones de
glibenclamida en pacientes que si siguieron el tratamiento farmacoldgico en la que
incluimos a cuatro pacientes con el genotipo *//*/ y una paciente con el genotipo *1/*2.
Como se esperaba, en todos los pacientes evaluados se detectaron niveles de glibenclamida
al final del seguimiento por un mes. Al dia TO, no se encontraron concentraciones en tres
pacientes, lo cual lo atribuimos a que previo al seguimiento no se estaban tomando
adecuadamente el tratamiento pero, con la intervencion, los pacientes tuvieron una mayor
adherencia al tratamiento.

Se demostr6 que llevar un monitoreo del paciente, asi como una comunicacion directa con

el mismo, brinddndole una atencion médica, se logra mejorar las concentraciones de
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glucosa manteniéndolas dentro del valor de referencia (Figura 10). Estas concentraciones
de glucosa redujeron en promedio un 60.3%, hallazgo que reconoce la importancia de
brindarle al paciente un seguimiento durante su tratamiento farmacoldgico. En
confirmacion a estos resultados, un estudio en Iran, pone en evidencia que las actividades
de apoyo mutuo se pueden aplicar con éxito en el autocontrol de la diabetes, especialmente
en areas con escasez de profesionales y recursos econdmicos. Esto implica que en la
practica clinica, las estrategias de apoyo entre los pacientes asi como dar un seguimiento
por parte de los profesionales deben integrarse en el sistema de atenciéon médica para
satisfacer las necesidades minimas de las personas con DT2¢®?,

Al comparar las concentraciones de glibenclamida en el Grupo 2, el paciente con genotipo
*1/*2 (146.8 ng/ml) y compararla con la de los pacientes con genotipo *1/*1 (65.74 +
78.00 ng/ml), las concentraciones tienden ser mayores en el paciente portador de la variante
*1/*2, esto es lo que se esperaria tomando en cuenta que debido a la funcionalidad del
alelo, las concentraciones del fairmaco tienden a acumularse en los portadores de esta
variante y por tanto se esperaria una mayor respuesta al medicamento ®*". Adicional a ello
es complicado establecer un rango terapéutico especifico para esta poblacion ya que no se
conocen los parametros farmacocinéticos de cada individuo incluido en el estudio y los
reportados en la literatura no podrian ser equiparables ya que las estrategias para la
medicion del Cgsg asi como el tipo de poblacion son distintas.

Aun cuando se ha reportado que pacientes con DT2 portadores de las variantes CYP2C9*2
y/o CYP2C9*3, presentan a una respuesta mejor a las sulfonilureas, mostrando una mayor
capacidad para reducir las concentraciones de Hb1Ac asi como una menor tasa de fracaso
al tratamiento, particularmente mas marcado en pacientes con genotipo homocigoto para las
variantes CYP2C9*2 y/o CYP2C9*3 *), para poder observar este efecto en los pacientes de
nuestro estudio, requerimos de un periodo mas largo de evaluacion y aumentar el nimero
de pacientes para asi demostrar el efecto positivo que pudiese tener en la poblacion.

Con respecto a la variabilidad en las concentraciones de glibenclamida, diversos estudios
han reportado de manera similar la variabilidad inter-paciente en la respuesta a la
glibenclamida en pacientes con DT2, inclusive un efecto de metabolizadores rapidos en
pacientes portadores del genotipo *1/%1%% %) Por otro lado, las diferencias entre los

disefios de los diversos estudios, las definiciones de los puntos finales clinicos (fenotipos),
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los tipos de sulfonilureas, los regimenes de dosificacion utilizados y uno de los aspectos
mas relevantes la variabilidad étnica, han dado como resultado una respuesta altamente
variable a las sulfonilureas incluyendo a la glibenclamida entre los pacientes con DT2*.

Con base a los resultados obtenidos, observamos que la genética forma parte de la
variabilidad en la respuesta al tratamiento. Mas alla del efecto de las variantes en estudio, el
éxito en la terapia farmacoldgica, que también se vio en el estudio al comparar las
concentraciones de glucosa significativamente menores en los pacientes que si presentaron
niveles de glibenclamida en plasma contra los que no, esta depende de muchos otros
factores que favorecen la mejoria en las concentraciones de glucosa, entre las que destacan
la reduccion en el consumo de multiples tabletas, regimenes de dosificacion menos
frecuentes, uso de medicamentos asociados con menos reacciones adversas e iniciativas
educativas con una comunicacion mejor entre el paciente y el proveedor de atencion

médica.
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Evaluacion de la farmacocinética de la glibenclamida

Para examinar el efecto de los polimorfismos genéticos del CYP2C9 en el metabolismo de
la glibenclamida en voluntarios provenientes del poblado de Xocén, Yucatan, se realizé una
farmacocinética durante 24 horas y 17 tiempos de muestreo. Como se observa en la figura
13, los voluntarios con el genotipo *1/*1 y *1/*2 presentaron un doble pico de absorcion,
asi como un retraso en el tiempo de absorcidon maxima en comparacion con el sujeto de
genotipo *//*3. Diversos autores han contribuido a modelar el fenémeno de doble pico
después de una dosis oral unica del fA&rmaco, para el cual proponen tres razones principales
para explicar este fendmeno: recirculacion enterohepdtica, retraso en el vaciado gastrico y
variabilidad de la absorcion. Nosotros atribuimos que la variabilidad en la absorcion se
presentd en estos dos voluntarios porque se les dio una carga de glucosa para evitar efectos
hipoglicemiantes lo cual pudo retrasar la absorcion de la glibenclamida®*>. Sin embargo,
se observo que los pardmetros farmacocinéticos no se vieron afectados por este fendémeno
al eliminar la concentracion al tiempo 4h en los tres voluntarios (Tabla 12). De manera
interesante, encontramos la posible influencia que tienen las variantes CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 en los procesos de eliminacion de la glibenclamida en la poblacion indigena
Maya ya que en los portadores de las variantes *1/*2 y *1/*3 el parametro CL/F tiende a
ser menor y el TMR tiende a ser mayor (Tabla 12), por lo cual se infiere que tienen una
capacidad de eliminacion de la glibenclamida mas lento que el portador del genotipo *1/*1.
Diversos estudios en voluntarios sanos y en pacientes con DT2, apoyan que portadores de
la variante CYP2C9*3 presentan un aclaramiento significativamente menor comparados

86-88 . :
@88 en concordancia con nuestro estudio, el

con los no portadores de esta variante
individuo con genotipo *1/*3 fue quien presentd el menor valor de depuracion. Ademas,
este individuo tuvo una tasa de reduccion de la glucosa del 40% en las cuatro horas
posteriores a la administracion de la glibenclamida, este hecho se puede aseverar ya que
este individuo no ingiri6 una carga de glucosa al momento de la administracion del
medicamento. Por otro lado, la vida media de la glibenclamida difiere entre los tres
individuos, siendo el individuo *7/*2 quién presentd el T, mas largo. La literatura refiere

que considerando a los metabolitos, el Ty, de la glibenclamida es de 10 horas

aproximadamente, en nuestro estudio sin considerar los metabolitos el T, mas largo fue de
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14 h para el individuo *//*2. Esto implica que entre mas larga sea la vida media, la
depuracion sera mas lenta y la acumulacion del farmaco en el paciente puede traer efectos
adversos como es la hipoglicemia.

Como se ha ido explicando a lo largo del trabajo, diversos estudios atribuyen que el efecto
farmacocinético y farmacodindmico observado para la glibenclamida asi como para otros
medicamentos que se metabolizan por el CYP2C9 se podria atribuir en parte al genotipo de
CYP2C9Y, sin embargo para poderlo confirmar en nuestro estudio requerimos de un niamero
mayor de muestras. A pesar de ello las tendencias observadas en este estudio nos dan luz
del comportamiento farmacocinético que tienen la poblacion, la cual no se habia explorado
y que forma parte de las bases para modificar las estrategias de salud y mejorar el
tratamiento farmacologico en la poblacion.

Complementado la idea anterior, las diferencias interindividuales en los diferentes
parametros farmacocinéticos evaluados pueden atribuirse al genotipo CYP2C9. Sin
embargo, estudios in vitro han demostrado que, parte de la variabilidad farmacocinética de
la glibenclamida radica en la absorcion, en su metabolismo asi como de la absorcion
hepatica®.

Finalmente, la arquitectura genética de la respuesta a la glibenclamida, a la cual
determinamos farmacogenética ain no esta claramente establecida. Si bien en este estudio
describimos algunos efectos genéticos moderados de las variantes CYP2C9*2 vy
CYP2C9*3, existen diversos polimorfismos en genes implicados al efecto y accion de las
sulfonilureas, entre los que destacan ABCCS, KCNJ11, POR, CAPN10, TF7L2 e IRS donde
el espectro del tamafio del efecto de los SNPs en estos genes e inclusive la cantidad de
variaciébn en la respuesta al farmaco explicada por variantes genéticas ain no estd
claramente estudiado!'* **®"-*_ Por ello, el presente trabajo contribuye al conocimiento de
los aspectos antes mencionados y abre camino a la investigacion de nuevas estrategias para
un mejoramiento en el tratamiento farmacoldgico de la glibenclamida en poblaciones
vulnerables como los son las poblaciones indigenas logrando un mayor apego y control
glucémico, lo cual dard pie a la implementacion de una medicina personalizada en

pacientes con DT2 en México.
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Conclusiones

La poblacion indigena Maya es portadora de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en una
frecuencia de 0.032 ambas variantes. Esta frecuencia es similar a la reportada previamente.
Soélo se encontraron genotipos heterocigotos para ambas variantes, a los cuales se les evalu6
el efecto funcional de los alelos en estudio en pacientes con DT2 y voluntarios sanos en la
misma poblaciéon indigena, encontrando que el factor genético forma parte de la

variabilidad en la respuesta a la glibenclamida.

Los pacientes indigenas mayas con DT2 sufren un descontrol metabolico reflejado en las
concentraciones elevadas de HbAlc y glucosa en ayunas y solo en el 25% de la poblacion
estudiada se detectaron niveles de glibenclamida en plasma, resultado de una falta de apego
al tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, la atencion al paciente mediante un
seguimiento farmacologico es importante para mejora del tratamiento ya que se las
concentraciones de glucosa redujeron en promedio un 60.3% y son significativamente
menores en pacientes que si tomaron adecuadamente la glibenclamida comparado contra

los que no tomaron el medicamento.

Dentro de la poblacion estudiada se encontr6 1 paciente portador del genotipo *1/*2, donde
su concentracion de glibenclamida en el estado estacionario fue de 146.8 ng/ml, al
compararla con la de los pacientes con genotipo *1/*1 (65.74 + 78.00 ng/ml), estos niveles
tienden a ser mayores en el paciente portador de la variante *1/*2, para confirmar el efecto
que tienen las variantes en estudio se requiere aumentar el nimero de muestras y el periodo

de seguimiento.

Se evaluo la posible influencia que tienen las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en los
procesos de eliminacion de la glibenclamida en la poblacion indigena Maya ya que en los
portadores de las variantes *1/*2 y *1/*3 el parametro CL/F tiende a ser menor y el TMR

tiende a ser mayor

En este estudio describimos algunos efectos genéticos moderados de las variantes

CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en indigenas mayas. En estudios futuros se requiere evaluar en
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conjunto otros de los factores implicados en la variabilidad a la respuesta a la

glibenclamida, siendo el factor genético uno de los evaluados por primera vez en esta

poblacion.
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3. Se administira uno Soss Gnica Ge giberdamida o matfoaming
& Se wImArIN 3 Cs MUESYA EENQUITEA A SASURESY IMASCVEIE 06 NEMOS SurEnts TEN.

Procudimients

*  Simcepts s puriipar an ef essn. tendra Lgl o guanie:

*  Sa s oxaminped fiscaments, tomards medidas Go pEsd, estatua, CINtra ¥ COdEr pary
ceturminar &i Incica de Masa Catporal (MC] ¥ presion anorias

+ S sameletd 3 un andlsis o laberatere on of Gal i harEn s eFICO de SaNGTY
Le pedintn que manenga un ayuno da 3 menus 8 homs antes de i DM de muesTa.

¢ Lo SOICERTAN Que MSPONIA 3 UF CLESISrANI DETE evALDT U MANMDE SITETNDOS,
Fivel g estts i ACUVMESS lniEa. BN Bl MISMS CUSIHORIND I PeCTAn mgumos dates.

¥ e

Rissgos.

Los riesgos de la eavaccion de sangre ncuyes molestas lemgersies ocasionadas por b
PUnEEn £on 1B agula yo hematomar

Baneficios

Se Ie ertmgarie al particpantn los rusutades Gioguimicos (giucus, colesteral, irgicandos,
#cido Grico, CrEstininE) y 467 06 SU COPOCIMIANts B/ &5 HANAI0D, PrOpEnsa & b Cuseten & unl
peraona sana.
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1 Hespital Judrez de México
Laboratorio ce diabetes
Universiiad Nacional Auténoma de México, Facutad de Quimica

- Hospital Judrez de México
Laboratorio ce diabetes
Universiiad Nacional Autdnoma de México, Facutad de Quimica

Acepto que s¢ me realice Ia toma de muestra de sangre periférica.

Confidencialidac
Ustod tene cerecho de controlar el uso de sus datos perscraies de acuerda a la Ley Feceral Lugary focha
e Proteccion de datos Perscnales en Poskion de Partculares, asi msmo ce solckar el
acceso, comeccién y oposkidn de su informacion personal. La informacian serd procesada do Nombre del
acuerdo 3 las reguiacianes de proteccion ce datos vigentes. S embargo, clerta informacién no
podra estar disponible hasta Que el eswClo sea compieado, esto es con la finalicad de Orecotn:
proteger a Integridad del estudio.
Firma del
No se rvolard 1a idensdac ce ias personas que particpen en ol estdio en ningdn Informe o
publcacin que se genere a partir e esto trabajo. 25e lo otorge copa 3l particpante? _ SI N
Firma del
A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto?
Sl usted one proguntas acerca de @ reccieccién de muestras, sus derechos en este proyecto
© s0bre of aimacenamionto ce s mismas, puede llamar al Hospial Judrez de Méxko con la Nomee del testigo:
Ora. Ma. Guacal:pe Oriz Lopez 015557477684, 0 a la Facukiad de Quimica, UNAM con ia Dra.
Marta Men|ivar raheta al 015556223822 Frma. Fecha:
cc-mmm-2aaa
Consentimiento DFoccen: Rewace con of
1Yo declaro bajo mi
responsatilcad que he leica ia hoja ce Informacien sobre ol estudic y acepto particpar en este
estudio genético.
2. Se me ha entregado una copla de este consenmiento Infarmade, fochade y fimaco. Se me Nombee del testigo:
han expicade las caracteristicas y el objetvo del ostudio gendtico y los posibles benedcios ¥
riesgos que puedo osperar. Se me ha dado temPo y opornicad para reallzar preguntas. Frma: L —
Todas las proguntas 4-ercn respeadicas 3 mi entera satistaccion ce-mmm-a3aa
356 Gue se mantendra en socroto mi Kentidad y que se identiicara mi sangre y mis mussins Droccen: Rowace con of
e material genético (ADN) con un ndmera codificaco.

4. Soy libre de rotirarme cel ostudio genético en cuaiguicr Mamenso Par cualquier Matvo, sin

tener que dar explicacion y =N Gue repercuta negatvamente sobre mi ratamiento mecco

4:tur0. Tras elio se precaderd @ ' destruccion de ks muesia codiicaca. SI se hubiera retrado Nombre escrito de 12 persona que explica ol consentimiento
proviamente of vinculo do dentifcackin ce la muestra, Ko 50 Podrd relacionar conmigo, de
forma que no se podra destrur.

5 Me han infarmado Gue Ia evaluackin fisica. de laboratorio dinico y el estudio genético no L
tiene ningin costo, y no habr ningdn gasto adiconal para mi. Firma de 1a persona que explica o consentimiento ge-mmm
€ En que toda fa Informackén genétca de la muestra soa depositada en dases de datcs Focha
clentificas de Ibre acceso (patikcas) en Intemet.

7. €n que una vez que la muestra haya sico estudiada, No podné retirar 12 Informacion de mi

muesim ce las dases de datos clenticas.

He leido o escuchado t0da la Informacian, he hecho todas las preguntas que he tenico, y todas

mis preguntas han sido Say Que dar una muestra

e3 mi cecision.

Medie su eleccion, elfa uno de los siguientes Duntcs y fime =1 uste est4 de acuerdo

Punto 1. Yo DOY mi consentimiento vokntariamente par que se pueda realzar ol estudio
genético referente a la “Diabetes” en mi muestr ce material genetco (ADN).

Punto 2. Yo DOY mi consentmienso voluntaramente para que 5e guarce mi muestra materal
genttico (ADN), ccn desvincuiacion de I identidad. Esto permiticd @ realzackn de nuevas
pructas en ol 4:2uro cuando se tengan mas 0bre ios genes con la
“Diabetes”.

Punto 3. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que on mi muestra ce materal
genttico (ADN) desvinculada se puodan realizar 4:3uros estodios en otras enfermedaces.
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Poéfr;lfqﬁno ';--

) o Hospital Judrez de México /i
O ETIARIS B bed e \-._.‘-
. *2016, Ao del Nuevo Sistema de Justicia Penal™

México, Cuudad de México, a 20 de octubre de 2018

M. en C. Maria Guadalupe Ortiz Lopez
Unidad de investigacion en Enfermedades Metabolicas y Endocrinas

Me parmito comuncarie Gue su protocolo ttulado “Papel de los polimorfismos en los gones
CYP2CH, OCT1, OCTZ, MATE! y MATE2 en la oficacia del tratamiento con sulfoniiureas y
metformina en pacientes con diabetes tipo 2™ con nimero de regestro HJM 02277161 e
evaluado por el Comité de investigacion en su sesién ordinaria No 10 del dia 067102018, en
conjunto con los Comités de Elica en Investigacidn y de Bicseguridad del Hospital Judrez de
México, hablendo dictaminaco su aceptacion, por o cual & party de esta fecha gueda
autorzado y podra dar nicio ol protocolo, con una duracion de 2 afios.

Le informo que cuaiquier enmiends © prormoga deberd estar plenaments justificada y deberd ser
solicitada oportunamente ante ef Comilé de investigacion.

ATENTAMENT

aé-nr 004 Moreme Rodviguar - Dvecr e bwestigecdn y Cmeterzs MM

Vernada Eastfahs Phakterasen: Sacbomal N ae L aknam Magiaiera dr las Salter, [ wheraosr aatpve . s
3

CF o=wa, Teblon e , § - v b (] s G, N
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ANEXO 2: Calendario del seguimiento farmacologico en los pacientes diabéticos

k’aaba’:
Bax hora tah luka a ts’'aak
LUNES MARTES MIERCOLES | JUEVES VIERNES S ABADO DOMINGO
2290 hun| 23 24 25 26

ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts’aak hun: ts’'aak hun:

ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts’aak ka‘a:
27 28 29 30 31 1 2
ts’aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts’aak hun: ts'aak hun:
ts’aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a:
3 4 5 6 7 8 9
ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts’aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun:
ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts’aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a:
10 1 12 13 14 15 16
ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun:
ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka’a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a:
17 18 19 20 21 2k 23

Kiin Lahun ca-Hal

ts'aak hun: ts'aak hun: s'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun: ts'aak hun:
ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: s’aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ts'aak ka'a: ks'aak ka'a:
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ANEXO 3: Hoja de registro de los voluntarios en la prueba farmacocinética

Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica

Hospital Judrez de México i'w
Laboratono de diabetes \E P

HOJA DE DATOS DE RECOLECCION

Proyecto: Papel de los polimorfismos en los genes CYP2C9, OCTI, OCT2, MATE] y MATE2
en la eficacia del tratamiento con sulfonilureas y metformina en pacientes con diabetes tipo 2

de la Peninsula de Yucacdn

Fecha: 06 de junio de 2017 Lugar: Centro de salud de Xogén, Valladolid
Nombre del voluntario:

Edad: Sexo:

Temperatura Corporal: Pulso: Frecuencia Respiratoria:
Presion Sanguinea: Oximetria capilar:

Fondo de ojo:

Hora de administracion de medicamento:

Tipo de Tiempo Volumen | Persona quien Valor de

muecsira de Hora de la toma extraido exirajo la glucosa

Sangre total | muestreo (ml) muestra (mg/dl)

T45®
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ANEXO 4: Condiciones cromatograficas y de espectometria de masas

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

COLUMNA KINETEX C18, 50 X 4.6 mm y 5um C229-1
PRECOLUMNA NA
FASE MOVIL ACETONITRILO:ACIDO FORMICO 0.1% (75:25 VV)
FLUJO 0.8 ml/min
VOL. DE INYECCION 10ul
TEMPERATURA DE LA COLUMNA 35°C
TEMPERATURA DE 5°C
AUTOMUESTREADOR
LAVADO DE LA AGUJA Antes y después de cada corrida, sol. De lavado
METANOL:H,0 (50:50 VV)
TIEMPO DE CORRIDA 2.7 min
CONDICIONES ESPECTOMETRIA DE MASAS
ESI POSITIVO
MOLECULA Q1 Q2
GLIBENCLAMIDA 494.1 369.100
GLIMEPIRIDA 491.098 126.083
COMPOUNDS
MOLECULA DP EP CEP CE CXP DWELL
TIME
GLIBENCLAMIDA 38 5 16 23 3 400
GLIMEPIRIDA 33 5 25 40 3.8 400
SOURCE/GAS
CURTAIN GAS CUR 20
COLLISION GAS CAD 8
ION SPRAY VOLTAGE IS 4500
TEMPERATURA TEM 500
ION SOURSE GAS 1 GS1 30
ION SOURSE GAS 2 GS2 30
RESOLUTION
Ql Bajo
Q3 Bajo
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