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RESUMEN

RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad multifactorial y crénica de alta
prevalencia a nivel mundial (14.5%) y en México (14.7%), cuyo principal
tratamiento farmacologico en la clinica es mediante el uso de sulfonilureas;
particularmente en México, la mas utilizada es glibenclamida. Sin embargo, se
ha reportado una amplia variabilidad en la respuesta a sulfonilureas, 20% de
reacciones adversas (hipoglucemia) y falla terapéutica o bajo porcentaje de
eficacia (25-57%). De acuerdo a la literatura esta variabilidad se podria explicar
por factores genéticos, principalmente por polimorfismos de un solo nucleétido
en la enzimas metabolizadoras de farmacos, proteinas transportadoras, blancos
farmacoldégicos; o bien por factores ambientales (edad, género, enfermedad,
tratamientos concomitantes, co-morbilidades).

Glibenclamida y aproximadamente el 20% de los farmacos utilizados en la clinica
son metabolizados por CYP2C9, cuyos principales polimorfismos (CYP2C9*2, *3
y *6) se han asociado con un metabolismo lento de farmacos, mientras que para
IVS8-109A>T no se ha definido su efecto y solo se ha identificado en voluntarios
sanos. Hasta el momento, no se conoce la distribucion de los principales
polimorfismos de CYP2C9 en pacientes mexicanos con diabetes mellitus tipo 2,
ni su efecto en los biomarcadores de respuesta mas utilizados en la clinica.

El objetivo del presente estudio fue describir las frecuencias de las principales
variantes alélicas de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-109T) en una muestra de 248
pacientes mexicanos con diabetes mellitus tipo 2 mediante la reaccién en cadena
de polimerasa en tiempo real (sondas TagMan), asi como compararlas con las

de otras poblaciones y con repecto a voluntarios sanos mexicanos. Ademas,
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describir si estas variantes tienen efectos observables en los biomarcadores de
respuesta de uso rutinario en la clinica a partir de informacion de los expedientes
clinicos de 199 pacientes.

Los principales resultados fueron los siguientes: 1) se observé una amplia
variabilidad genética de CYP2C9 descrita por primera vez en pacientes
mexicanos, cuya frecuencia de la combinacion del alelo *7 con alguna de las
variantes *2, *3 o T fue del 36.29% y las frecuencias por genotipo fueron:
CYP2C9*1/*1-AT=20.97%, CYP2C9*1/*1-TT=3.23%, CYP2C9*1/*2-AA=4.84%
y CYP2C9*1/*3-AA=4.42%. Mientras que la frecuencia del genotipo
CYP2C9*1/*1-AA fue del 63.71%.

2) Las frecuencias de las variantes *2 y *3 en pacientes mexicanos fueron
menores (*2: 4% y *3: 3% p<0.05) a las observadas en los pacientes de Europa
(*2:11-13% y *3: 0.3, 0.9 y 9-13%), Africa (*2: 15% y *3: 14%) y Asia (*2: 0y 7%
y *3: 7.5-9%). Sin embargo, las dosis de las sulfonilureas se han definido de
acuerdo a los estudios en poblaciones en europeas (mas estudiadas), por ello la
necesidad de establecer dosis heterogéneas entre individuos de una misma
poblacion o de diferentes poblaciones.

3) Con respecto a los voluntarios sanos mexicanos: se observé una mayor
frecuencia de la variante CYP2C9*2 en voluntarios sanos de la region norte de
México (10%) que en pacientes (4%; p<0.05). Sin embargo, el tamafo reducido
de las muestras de los estados del norte podria contribuir a esta diferencia.
Mientras que la variante IVS8-109T fue menos frecuente en pacientes (16%;
p<0.05) que en voluntarios sanos mexicanos (29%) y de otras poblaciones de

Europa (32%) y Asia (37-42%).
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4) Los efectos de los polimorfismos de CYP2C9 (*2, *3 e IVS8-109A>T) en los
biomarcadores de respuesta a glibenclamida mas utilizados en la clinica: Se
observaron tendencias de una menor concentracion de glucosa en ayuno en los
pacientes portadores de los genotipos CYP2C9*1/*1-AT y CYP2C9*1/*1-TT del
grupo glibenclamida y glibenclamida/metformina con respecto a los portadores
del genotipo CYP2C9*1/*1-AA.

Ademas, se observo la tendencia a un mayor porcentaje de pacientes portadores
de CYP2C9*1/*3-AA con control glucémico (50%) con respecto a los portadores
de CYP2C9*1/*1-AA  (24%) y CYP2C9*1/*1-AT (25%) del grupo
glibenclamida/metformina (glucosa en ayuno); de manera similar a lo reportado
en pacientes de la India y de una muestra de pacientes de México (%HbA1c),
donde se observd una asociacion significativa del genotipo CYP2C9*1/*3 y el
control glucémico. En cambio, con respecto a los pacientes de Egipto, ésta
asociacion solo se observo en portadores del genotipo CYP2C9*2/*3.

5) En este estudio se observé que los pacientes portadores del genotipo
CYP2C9*1/*1-AT recibieron una menor dosis prescrita de glibenclamida
comparada con los portadores de CYP2C9*1/*1-AA (2.5 vs 10 mg; p<0.05) y
tuvieron una tendencia a menor concentracion de glucosa en ayuno (20 mg/dL).
6) Se describid por primera vez la prescripcion de sustratos e inhibidores de
CYP2C9 con respecto a la combinacion de polimorfismos y se observo una
tendencia a una mayor prescripcion de sustratos (50%) e inhibidores (60%) en

pacientes portadores del genotipo CYP2C9*1/*1-AA.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a multifactorial and chronic disease with high
prevalence worldwide (14.5%) and in Mexico (14.7%), whose main
pharmacological treatment in the clinic is through the use of sulphonylureas;
particularly in Mexico, the most widely used is glibenclamide. However, wide
variability has been reported in response to sulphonylureas, 20% adverse
reactions (hypoglycaemia) and therapeutic failure or low percentage of efficacy
(25-57%). According to the literature this variability could be explained by genetic
factors, mainly by polymorphisms of a single nucleotide in the metabolising
enzymes of drugs, transporting proteins, pharmacological targets; or
environmental factors (age, gender, disease, concomitant treatments, co-
morbidities). Glibenclamide and approximately 20% of the drugs used in the clinic
are metabolized by CYP2C9, whose main polymorphisms (CYP2C9*2, *3 and *6)
have been associated with slow drug metabolism, while for IVS8-109A>T its have
only been identified in healthy volunteers. So far, the distribution of the main
CYP2C9 polymorphisms in mexican patients with type 2 diabetes mellitus is not
known, nor their effect on the most commonly used response biomarkers in the
clinic. The objective of this study was to describe the frequencies of the main
allelic variants of CYP2C9 (*2, *3, *6 and IVS8-109T) in a sample of 248 mexican
patients with type 2 diabetes mellitus by real-time polymerase chain reaction
(TagMan probes), as well as comparing them with those of other populations and
with a review of healthy mexican volunteers. In addition, describe whether these
variants have observable effects on routinely used response biomarkers in the

clinic based on information from the clinical records of 199 patients.
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The main results were as follows: 1) a wide genetic variability of CYP2C9 first
described in mexican patients was observed, whose frequency of the
combination of allele *71 with one of the *2, *3 or T variants was 36.29% and the
frequencies by genotype were: CYP2C9*1/*1-AT 20.97%, CYP2C9*1/*1-TT
3.23%, CYP2C9*1/*2-AA 4.84% and CYP2C9*1/*3-AA 4.42%. While the
frequency of CYP2C9*1/*1-AA genotype was 63.71%.

2) The frequencies of variants *2 and *3 in mexican patients were lower (*2: 4%
and *3: 3% p<0.05) to those observed in patients in Europe (*2: 11-13% and *3:
0.3, 0.9 and 9-13%), Africa (*2: 15% and *3: 14%) Asia (*2: 0 and 7% and *3: 7.5-
9%). However, the doses of sulphonylureas have been defined according to
studies in European populations (more studied), therefore the need to establish
heterogeneous doses between individuals of the same population or of different
populations.

3) With respect to healthy mexican volunteers: a higher frequency of CYP2C9*2
was observed in healthy volunteers from the northern region of Mexico (10%)
(4%; p<0.05). However, the small size of samples from the northern states could
contribute to this difference. While variant /VS8-109T was less common in
patients (16%; p<0.05) than in healthy mexican volunteers (29%) and other
populations in Europe (32%) Asia (37-42%).

4) The effects of CYP2C9 polymorphisms (*2, *3 and IVS8-109A>T) on the
glybenclamide response biomarkers most commonly used in the clinic: Trends of
lower fasting glucose concentration were observed in patients carrying
CYP2C9*1/*1-AT and CYP2C9*1/*1-TT genotypes of the glibenclamide and

glibenclamide/metformin group with respect to carriers of the CYP2C9*1/*1-AA
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genotype. In addition, the trend to a higher percentage of patients carrying
CYP2C9*1/*3-AA with glycaemic control (50%) was observed. CYP2C9*1/*1-AA
carriers (24%), CYP2C9*1/*1-AT (25%) of the glibenclamide/metformin group
(glucose in fasting); similar to what was reported in patients in India and a sample
of patients from Mexico (%HbA1c), where a significant association of
CYP2C9*1/*3 genotype and glycaemic control was observed. In contrast, for
patients in Egypt, this association was only observed in carriers of the
CYP2C9*2/*3 genotype.

5) This study found that patients carrying CYP2C9*1/*1-AT received a lower
prescribed dose of glybenclamide compared to CYP2C9*1/*1-AA carriers (2.5 vs
10 mg; p<0.05) and had a tendency to lower glucose concentrations in fasting
(20 mg/dL).

6) The prescription of CYP2C9 substrates and inhibitors with respect to the
combination of polymorphisms was first described and a tendency to higher
substrate prescribing (50%) was observed and inhibitors (60%) patients with

CYP2C9*1/*1-AA genotype.



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

La variabilidad en la respuesta a medicamentos, la heterogeneidad en los
requerimientos de dosis, la interaccion en el metabolismo de medicamentos y la
presencia de efectos adversos entre individuos han sido ampliamente reportados y
se atribuyen a factores ambientales (caracteristicas de las enfermedades, género,
co-morbilidades, tratamientos concomitantes, etc.) y genéticos. Es por ello que
areas de estudio como la farmacogenética y mas tarde la farmacogendmica,
surgieron para explicar la variabilidad en el transporte, metabolismo de farmacos
(farmacocinética), y en los receptores o blancos moleculares de farmacos
(farmacodinamia) de acuerdo a factores genéticos, asi como sus implicaciones

clinicas para predecir y/o mejorar la respuesta en pacientes.

Enfermedades complejas como la Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), que se
presentan con alta prevalencia (8.8%), un bajo porcentaje de eficacia de los
tratamientos farmacoldgicos (25-57%), una variabilidad en la respuesta a los
tratamientos farmacolégicos, alto porcentaje de reacciones adversas (20% de
hipoglucemias) y la presencia de complicaciones por falta de control glucémico, que
impactan a la calidad de vida, productividad laboral, gastos de salud de los

pacientes y a los sistemas de salud [1, 2, 3, 4].
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2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DMT2 es una enfermedad multifactorial, poligénica y cronica [4-7], considerada
como la mas prevalente de los tipos de diabetes (90-95% de los casos). Se
caracteriza por condiciones de hiperglucemia debido a la disminucion en la
concentracion de insulina secretada y en el numero de células beta pancreaticas,
asi como por la resistencia a la insulina en tejidos (adiposo y muscular) [4-6]. Dichas
condiciones se han asociado con el desarrollo y progresion hacia una hiperglucemia
cronica, que mas tarde dirige a complicaciones micro y macrovasculares al no

mantenerse las concentraciones normales de glucosa (normoglucemia) [5-9].

En condiciones de normoglucemia, la concentracion de glucosa regula la glucalisis,
la concentracién de ATP (trifosfato de adenosina) y de calcio intra-celular [10], asi
como a la insulina liberada por las células beta, que representan del 65-90% de los
islotes de Langerhans; pero si la concentracion de glucosa plasmatica se
incrementa (hiperglucemia) y la resistencia a la insulina no es compensada [9-11],
entonces la secrecion de insulina postprandial se desfasa y se genera una
hiperglucemia postprandial, asi como una continua e inapropiada produccién de

glucosa hepatica [7, 8].

Los pacientes con DMT2 presentan con frecuencia diversas co-morbilidades como

depresién, enfermedades musculo-esqueléticas, enfermedades cardio-vasculares,
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hipertension arterial, enfermedades pulmonares, asma, obesidad, cancer, etc.,

ademas de las complicaciones micro (retinopatia, nefropatias y neuropatias) y las

macro vasculares (ateroesclerosis con alto riesgo de infarto al miocardio, eventos

cerebro-vasculares, etc.) asociadas con la hiperglucemia crénica (Figura 1) [12, 11,

9.

Principales complicaciones y causas de
discapacidad prematura
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Figura 1. Principales complicaciones de la DMT2 [9].

Por ejemplo, la hiperglucemia en la retina dirige a la acumulacién de sorbitol, a la

pérdida de la capacidad contractil, isquemia y hemorragias mayores que dafian los

capilares e inducen la muerte celular [12-15]. En cambio, en otros tejidos produce

vasodilatacion de las arteriolas aferente y eferente, aumento del flujo plasmatico

renal que desencadena en nefropatia, mientras que la neuropatia se relaciona con

la activacion de la aldosa reductasa y la glucosilacion de proteinas por disminucion

de inositol en los nervios que dirigen a una pérdida de la sensibilidad [15, 12].
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2.2 PREVALENCIA Y MORTALIDAD DE LA DMT2 EN EL MUNDO Y

EN MEXICO

La DMT2 es considerada como un problema de salud mundial debido al incremento
de su prevalencia de manera continua (Figura 2). Por ejemplo, en 2017 se
identificaron 425 millones de pacientes (8.8%) [16, 12, 4] y se ha estimado que para
el 2045 habran 629 millones (9.9%) [4, 5, 12, 16]. Dentro de este contexto, México
ocupa el quinto lugar en la lista de paises con mayor numero de casos, 12 millones

de pacientes [6-9, 12] (Figura 3).
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Figura 2. Prevalencia de la Diabetes en el mundo: 2013-2017 y proyecciones: 2035-2045 [12].

Ademas, la DMT2 es la primer causa de morbilidad y uno de los principales factores
de riesgo de muerte y muerte prematura en el mundo (13.76%) [5, 7-9, 16, 17], ya
que en 2017 se estimaron 4 millones de muertes (10.7%) [7, 9], mientras que en

México es la segunda causa (Figura 4) [16, 17, 9]. Tanto la muerte prematura como

10
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la discapacidad, las complicaciones y los costos de tratamientos farmacoldgicos, se
han asociado con un impacto econdmico negativo para los servicios de salud y para

los pacientes [16- 18].

Tabla 3.2 Los diez paises/territorios con mayor nimero de personas con diabetes (20 a 79 afios),

2017y 2045
Clasif. Pais/ territorio Numero de personas Clasif. Pais/ territorio Numero de personas
con diabetes con diabetes
Lo AT i
D e o §
3 Estados Unidos 30[22r8n|81}§;1eas] 3 Estados Unidos 35{3;?}?;:?
6 Brasi smitones gy oo
= 120milones | 5 prasi e
6 Indonesia 10.3[;;[(1”11%15] 6 Egipto 16'7[;?;_[?;?5]
7 Federacién Rusa 8'5[:;1}??351 7 Indonesia 16["17[:-'1[[208”;5]
8 Egipto g2 [T'il"g”js] 8 Pakistan 16'[11 Té“;ge;]
9 Alemania 2 r[r;ivlﬁg.e;] 9 Bangladesh 13'[71 ;nél_l;)geés]
10 Pakistan 7’5[;;;_[:3;5] 10 Turquia U [21 Bn;lﬁ);eas]

Figura 3. Paises con mayor niumero de personas con diabetes en 2017 y proyeccion: 2045 [9, 12].
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Figura 4. Principales causas de muerte en México: 2016 [9, 12].
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2.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA DMT2

De acuerdo a las guias actuales de practica clinica (por ejemplo, Proyecto NOM-
015-SSA2-2018 de observancia obligatoria en México) [18, 19], el tratamiento
farmacoldgico para la DMT2 se enfoca en lograr el control glucémico (%HbA1c< 7)
y prevenir o evitar complicaciones [9, 18], y se ha reportado en la literatura que los
hipoglucemiantes orales son los mas utilizados entre el 50-66% de los pacientes.
Dichos farmacos se agrupan en 5 categorias de acuerdo a su mecanismo de accion:
a) absorcion de glucosa (inhibidores de alpha-glucosidasas), b) almacenamiento de
la glucosa en higado y produccion de la glucosa hepatica (biguanidas), c) secrecién
de insulina (sulfonilureas y meglitinidas), d) incremento en la sensibilidad de la

insulina (tiazolidinidionas) y e) analogos de proteinas (Figura 5) [20-22, 3-5].
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Figura 5. Mecanismos de accion de los hipoglucemiantes orales [23-25].

12



INTRODUCCION

Las sulfonilureas (SUs: tolbutamida, glibenclamida, glimepirida, glipizida y glicazida)
[26,14-15] disminuyen la concentracion de glucosa en sangre tras promover la
secrecion de insulina [20, 26], y son las mas utilizadas en la clinica como primera
linea en pacientes no obesos y como segunda linea, en adicién a la metformina [27,
28]. Sin embargo, se ha reportado una amplia variabilidad en la respuesta, falla al
tratamiento o bajo porcentaje en la eficacia (25-57%) [3], interacciones en el
metabolismo de farmacos y reacciones adversas (principalmente hipoglucemia:
hasta el 20%), que se han reportado en diversos estudios y se atribuyen a factores
genéticos, ambientales, patoldgicos, fisioldgicos, etc. [7, 8, 20, 28, 29]. Es por ello
que, la identificacion de las variantes genéticas que influyen en la farmacocinética y
farmacodinamia representan una oportunidad para mejorar los resultados al
tratamiento y evitar reacciones adversas.

En México, el 67.9-76.7% de los pacientes con DMT2 reciben tratamiento con
hipoglucemiantes orales, y dentro de estos porcentajes, el 80-85% reciben
tratamiento con sulfonilureas, principalmente con glibenclamida (Encuenta Nacional

de Salud: 2012 y 2016 MC) [13, 16].

2.4 GLIBENCLAMIDA

Glibenclamida (gliburida) es una sulfonilurea de segunda generacioén (Figura 6), que

estimula la secrecion de insulina mediante la inhibicion de los canales de potasio

13
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sensibles a ATP expresados en las células beta pancreaticas [21, 26, 28, 30]. Dicho
bloqueo se da tras la interaccion de glibenclamida en dos sitios distintos de unién,
posiblemente a ambos lados de la membrana de las células beta. A su vez, se
genera un incremento en la concentracion de potasio intracelular, la despolarizacion
de la membrana y el incremento de la concentracion de calcio intracelular por la
apertura de canales de calcio, lo que finalmente promueve el movimiento y

exocitosis de granulos transportadores de insulina (Figura 7) [21-28, 30-33].

0
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Figura 6. Estructura quimica de glibenclamida [27, 28].
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Figura 7. Mecanismo de accién de glibenclamida: secrecion de insulina [29].
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Tras la administracion de glibenclamida, se ha observado que su biodisponibilidad
es del 60-75%, mientras que existe una amplia variabilidad en su concentracion
plasmatica y en su tiempo de vida media: 1.5-9.3 h (a una sola dosis), 10 h cuando
se incluye a los metabolitos y una duracién del efecto de 12 h a 15 dias (dosis
multiples) [27, 28, 31-33].

Glibenclamida es metabolizada principalmente por la enzima CYP2C9 [9,10] a 4-
trans-hidroxi-glibenclamida (M1) y 3-cis-hidroxi-glibenclamida (M2) [31, 32] en una
proporcién 3:1 6 6:1 (M1:M2), estos metabolitos presentan un perfil farmacocinético
y un efecto hipoglucemiante similar al farmaco parental, por ejemplo, el metabolito
M1 presenta una actividad del 97% comparado con glibenclamida, es por ello que
se ha asociado con el efecto prolongado y con hipoglucemia (principal reaccion

adversa) [27-29, 31-33].

2.5 CITOCROMO CYP2C9

El gen CYP2C9 (55 kb) se encuentra en el cromosoma 10q23.33 [34-37] y se agrupa
junto con otros miembros de la sub-familia 2C: CYP2C8, CYP2C18 y CYP2C19.
Aunque CYP2C18 es altamente expresado, su transcrito no se traduce de manera
eficiente y su contribucion no es significativa en el metabolismo de farmacos,
mientras que CYP2C8 y CYP2C19 tienen una menor expresion (2 a 10 veces) que

CYP2C9 [36-38].
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La estructura molecular de CYP2C9 consta de 8 intrones y 9 exones, dentro de los
cuales se han descrito 6 sitios de reconocimiento de sustrato y 60 variantes alélicas
(polimorfismos de un solo nucleétido; SNP). Los polimorfismos son variaciones
estables en algun locus de la secuencia genética, detectados al menos en el 1% de
la poblacion [35-39].

Las variantes aléliicas de CYP2C9 observadas con mayor frecuencia en las
poblaciones son CYP2C9*2 y CYP2C9*3; la primera, es producto de un SNP en el
ex6n 3 (C/T) y la segunda en el exdn 7 (A/C) (Figura 8), y de acuerdo con varios
estudios, los polimorfismos de CYP2C9 pueden explicar hasta un 40% de la
variabilidad en la respuesta a sulfonilureas (farmacogenética) entre individuos de la
misma poblaciéon (variabilidad interindividual) y también entre individuos de

diferentes poblaciones (variabilidad inter-étnica) [35-44].
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Figura 8. Estructura molecular del gen CYP2C9 y sus principales variantes alélicas [40-44].
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Entre los mecanismos de regulacién especifica del gen CYP2C9 se encuentran al
menos 3 elementos en la region promotora: un sitio HNF4 alpha (-139 a -125), un
elemento de respuesta a glucocorticoides (-1676 a -1662) y un sitio de elemento de
respuesta PXR (-1818) que parece ser el mas importante para la induccion por
rifampicina [35, 38]. Mientras que a nivel pos-transcripcional se ha descrito la
estabilizaciéon y/o degradacién del mRNA o la proteina por medio de compuestos

endogenos o exdgenos [35, 38, 45-47].

El sistema de enzimas CYP es una super familia de mas de 50 mono-oxigenasas
(grupo hemo) localizadas en las membranas del reticulo endoplasmico,
principalmente en el higado. En particular, CYP2C9 (Arg144, 11e359, Asp360; 450
Da) se expresa de manera constitutiva (490 aminoacidos) en mayor proporcion en
higado que en intestino delgado, pancreas y cerebro (humanos) [39-47] y su
actividad puede inducirse por diversos sustratos (rifampicina, barbitaricos vy
glucocorticoides, etc.), pero también inhibirse o bien, disminuirse por otros sustratos
(itraconazol, sulfafenazol, omeprazol) y/o factores genéticos (SNPs) [46, 47].
Ademas, las enzimas de la sub familia CYP2C presentan un alto grado de identidad
en su secuencia de aminoacidos (80%). Sin embargo, solamente CYP2C8, CYP2C9
y CYP2C19 son considerados de importancia clinica (en general, metabolizan

hipogucemiantes orales) [37, 40, 43, 45].

Las principales isoenzimas de CYP2C9 tienen una menor actividad y se ha

reportado que CYP2C9*2 (Cys144, 11e359, Asp360) presenta una disminucién del
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35%, mientras que en CYP2C9*3 (Arg144, leu359, Asp360) la disminucion es hasta
del 85%, y CYP2C9*6 no tiene actividad al ser una proteina trunca (850delA) [35-
38, 41-44]. Es por ello que los individuos homocigos con estas isoenzimas se
conocen como "metabolizadores lentos" y tienen mayor probabilidad de presentar
reacciones adversas y aquellos individuos con un metabolismo mas rapido
(metabolizadores ultra-rapidos) tendrian mayor probabilidad de no alcanzar el

efecto farmacoldgico deseado (falla del tratamiento) [36, 39, 40, 45].

CYP2C9 metaboliza del 15-20% de los farmacos utilizados en la clinica (Figura 9)
[46-50], tal es el caso de anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), anti-epilépticos,
anti-hipertensivos, cardiovaculares, anti-coagulantes y sulfonilureas como la
glibenclamida [48] que es la prescrita con mayor frecuencia en México para el

tratamiento de la DMT2 (80-85%) [6, 48, 40, 44-48].

CITOCROMO P450

cyp2e1 CYP2B6

4% 3% _cyp2as
3%

CYP2C19

CYP1A12

Figura 9. Enzimas metabolizadoras de farmacos CYP450: participacion en el metabolismo de
farmacos [48, 6].

Los citocromos de la subfamilia CYP2 (C y J) también metabolizan sustratos

enddgenos como el acido araquidonico (AA) a sus metabolitos EETs y HETES que
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actuan como mensajeros en varios sistemas bioldgicos, que incluyen la liberacion
de hormonas peptidicas como la insulina, y también catalizan las reacciones de

sintesis de acidos biliares e hidroxilacion de androgenos [41-44, 47].

2.6 POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2 , *3 e IVS8-109A>T) EN

VOLUNTARIOS SANOS

Los polimorfismos mas frecuentes de CYP2C9 identificados en voluntarios sanos
son CYP2C9*2 y CYP2C9*3; mientras que CYP2C9*6 (850delA) es poco comun
[35, 36, 38, 40, 49], ademas, se ha reportado una amplia variabilidad entre
poblaciones, o bien en funcion del grupo étnico. Por ejemplo, la variante *2 es mas
frecuente entre caucasicos (13.21-14.68%) comparado con americanos-mestizos y
nativos (7.12% y 1.25%) [36, 40, 45, 49, 50] y en mexicanos-mestizos su prevalencia
oscila entre 3-14% [40, 49, 50]. En cambio, la variante CYP2C9*3 se ha observado
con mayor frecuencia entre asiaticos del sur (11.66%) comparado con americanos
(3.94-2.38%), y la prevalencia en mexicanos-mestizos se ha reportado entre el 0.1-

5% [36, 40, 45, 49, 50] (Figura 10).

CYP2C9°2
2
8
2

cvP2c9'3 =
3
g
&
o

aucasians

USA (Caucasians)

Frequency

0.060

0.040

da (Amerindian Inuit)

002018 s wcc§ e
S = S o

0.000 +

] |
Figura 10. Distribucién geografica de los polimorfismos de CYP2C9 en voluntarios sanos [49].
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Antes del 2011 no se habian descrito las frecuencias de estas variantes en
voluntarios sanos mexicanos y hasta el momento (2019), se han descrito las
frecuencias de las primeras muestras de la poblacién mexicana-mestiza (México: 9

estados) (Figura 11).

\ \ _

f —
/\} o

Figura 11. Identificacion de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en muestras de voluntarios
sanos mexicanos-mestizos (2011-2016) [36, 40].

Mientras que, el polimorfismo intrénico IVS8-109T (CYP2C9) fue descrito por
primera vez en voluntarios sanos suecos, en quienes su ausencia se asocio con el
metabolismo ultra-rapido de losartan. Mas tarde, este polimorfismo se identifico en
muestras de individuos de Corea, Japon y Ecuador, pero no se observé el mismo
fenotipo; y en mexicanos, sélo se ha descrito la frecuencia del alelo T en voluntarios
sanos y aun no se ha estudiado su efecto en el metabolismo de farmacos en

voluntarios sanos ni en pacientes [39, 45, 51].
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2.7 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2y *3) EN EL

METABOLISMO DE GLIBENCLAMIDA EN VOLUNTARIOS SANOS

La relacién del genotipo con la capacidad de hidroxilacion de las enzimas CYP
(fenotipo metabdlico), segun varios autores, se ha clasificado principalmente en 2
tipos de metabolismo: lento (portadores de dos alelos no funcionales o bien,
portadores de un alelo funcional y otro no) y rapido (portadores de dos alelos
funcionales). Sin embargo, otros autores mencionan dos categorias mas, que no
son tan evidentes como las anteriores: metabolismo intermedio (generalmente, un
alelo funcional y otro no) y ultra-rapido (portadores de mas de dos copias de genes

activos) [6, 36, 40, 45, 48, 51, 53-55].

La influencia de los polimorfismos de CYP2C9 en el metobolismo de las SUs se
estudié inicialmente con la administracion de una dosis de tolbutamida como
farmaco prueba (fenotipificacion) y se observo la asociacion de las variantes *2y *3
con el metabolismo lento de tolbutamida mediante la determinaciéon de los
parametros farmacocinéticos (area bajo la curva: ABC; concentracion plasmatica:
Cp; tiempo de vida media: t12; y depuracion: Cl) en muestras de las poblaciones de
EUA (Estados Unidos de América), Alemania y China (9 estudios) [56-59]. Sin
embargo, tolbutamida tiene propiedades y caracteristicas estructurales distintas a
glibenclamida, y en estudios previos se ha observado que cada una de las

sulfonilureas presenta su propio perfil farmacocinético. Por ejemplo, glipizida y
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glibenclamida (sulfonilureas de segunda generacién) a dosis casi idénticas, la
primera estimula una mayor concentracién de insulina postprandial y una menor

concentracion de glucosa en ayuno comparado con glibenclamida [55-59].

La influencia de los polimorfismos de CYP2C9 en el metabolismo de glibenclamida
(farmacocinética) solo se ha estudiado en caucasicos (1.75 y 3.5 mg) y en
orientales, (5 mg) [26, 28, 30] en quienes se observé un metabolismo lento en
portadores del genotipo CYP2C9*1/*3 comparado con portadores de CYP2C9*1/*1
tras la administracién de 1.75 mg (t12: 2.6 vs 1.7 h; p <0,05) 6 5 mg (t12: 3.58 vs
2.09; p<0.05), y con 3.5 mg de giblenclamida sélo se observé un efecto similar en
los portadores de CYP2C9*3/*3 (t1,2: 6.20 vs 2.56 h; p<0.05) [60-63]. Mientras que,
respecto a la respuesta a glibenclamida (farmacodinamia), se observé una mayor
concentracion de insulina en europeos portadores de CYP*3/*3 (Alemania: 0.86 vs
0.56 UI/L; n=21) y en orientales portadores CYP2C9*1/*3 (China: 2h — basal; 278.02

vs 105.73 UI/L; n= 18), comparado con los portadores de CYP*1/*1 [55, 61].

Sin embargo, diferencias entre voluntarios sanos [8] y pacientes con DMT2 se han
observado en la regulacién de la secrecion de insulina endogena, en umbrales
variables e influenciados por el control glucémico, cambios en la absorcion
(absorcion reducida: ampicilina, metoclopramida; o aumentada: glipizida) [60-63],
distribuciéon (aumento en la concentracion de acidos grasos libres, glicaciéon no
enzimatic albumina, fraccion de farmaco libre), metabolismo de farmacos y de
sustratos endégenos (incremento contenido hepatico), etc; adicional a ello, SNPs

que no se hayan identificado aun en pacientes con DMT2 también podrian influir.
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Un ejemplo de lo anterior podria ser la variante intronica IVS8-109>T cuyo efecto
aun es controversial, puesto que en voluntarios sanos de Suecia se asocio con un
mayor indice metabdlico de losartan (IM= concentracion de farmaco/metabolito) [39,
45, 51] comparado con los portadores de AA; pero en ecuatorianos se observé un
efecto contrario. Hasta el momento no se ha descrito este polimorfismo en
pacientes con DMT2, por ello la necesidad de realizar estudios sobre la influencia
de los polimorfismos de CYP2C9 en pacientes con DMT2 en poblaciones como la
mexicana, ya que la extrapolacion de informacion observada en voluntarios

sanos puede diferir con la observada en pacientes y también entre poblaciones.

2.8 POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2 'y *3) EN PACIENTES CON

DMT2

En pacientes con DMT2 se ha observado una mayor frecuencia de la variantes
CYP2C9*2y CYP2C9*3 en una muestra de africanos (15% y 14%, respectivamente)
[64], mientras que la primera no se observo y la segunda (*3) oscilé entre 5-7% en
asiaticos [64-66]. Sin embargo, estos polimorfismos so6lo se han estudiado en
muestras de 10 poblaciones en el mundo (Figura 12).

Recientemente, la frecuencia de estas variantes y algunos genotipos se
describieron para pacientes con DMT2 mexicanos-mestizos adscritos al Instituto
Mexicano del Seguro Social (Centro Médico Nacional Siglo XXI) [67]. Sin embargo,

hasta el momento no se han reportado las frecuencias de los principales
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polimorfismsos de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-109T) y los genotipos en pacientes

con DMT2 mexicanos ni de alguna poblaciéon de América.

O

A

Figura 12. Identificacion de los polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en muestras de pacientes con
DMT2 en el mundo (2005-2016). Datos tomados de [64-66, 72-74, 97, 124, 126-130].

2.9 IMPLICACIONES CLINICAS DE LOS POLIMORFISMOS DE
CYP2C9 (*2 Y *3) EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON

GLIBENCLAMIDA

2.9.1 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2y *3) EN

LA RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA

Las sulfonilureas son los hipoglucemiantes orales mas prescritos, pero los efectos
de los polimorfismos de CYP2C9 en la variabilidad en la respuesta solo se han
descrito en 15 estudios. En particular, glibenclamida sélo se ha estudiado en

pacientes de India y Egipto, en quienes se observé una mayor frecuencia de

24



INTRODUCCION

portadores de CYP2C9*1/*2, *1/*3 y CYP2C9*2/*3 con control glucémico (glucosa
en ayuno: <110 y 130 mg/dL) que los portadores de CYP2C9*1/*1 (50%, India y
89%, Egipto; p<0.01) [64-68]. Mientras que, en pacientes de China se observé que
la variante CYP2C9*3 no se asocid con la eficacia al tratamiento (OR=1.038,
p>0.05); y recientemente se observé en una muestra de pacientes mexicanos que,
sOlo la variante CYP2C9*3 se asocio con el control glucémico (%HbA1c<7;
OR=2.779, p<0.05) [64-68]. Por otro lado, /IVS8-109T aun no a sido estudiada en
pacientes con DMT2, y solo se ha estudiado en voluntarios sanos y en una pequefa
muestra de pacientes con epilepsia, donde la prevalencia del alelo T se asoci6 con

concentraciones supra-terapéuticas (0.13 vs 0.03, p<0.05) [39, 45, 51].

2.9.2 PRINCIPAL REACCION ADVERSA A GLIBENCLAMIDA:

HIPOGLUCEMIA

Las reacciones adversas a medicamentos (RAMs) se definen como una respuesta
nociva o no deseada, no intencional, que ocurre con el uso de farmacos
normalmente usados para profilaxis, diagndstico o tratamiento de alguna
enfermedad [69-72], las cuales tienen un impacto en la salud publica debido a que
reducen la calidad de vida de los pacientes, incrementan la mortalidad
(hipoglucemias severas), morbilidad (demencia, convulsiones, eventos
cardiovasculares mayores) y se han asociado con el 7% de las admisiones

hospitalarias [73-75].
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La incidencia de hipoglucemias en pacientes en tratamiento con sulfonilureas es
mayor al 20%, principalmente con el uso de sulfonilureas con metabolitos activos
como glibenclamida, o por la acumulaciéon del farmaco debido a la inhibicidon de las
enzimas CYP (interacciones con inhibidores y/o sustratos) [76, 77]. Debido a ello la
importancia de identificar biomarcadores farmacogenéticos que ayuden a predecir
las reacciones adversas [74, 75].

La asociacion de eventos hipoglucémicos con los polimorfismos de CYP2C9 (*2y
*3) en pacientes en tratamiento con sulfonilureas se ha reportado en 6 estudios,
pero solo en 4 la asociacion fue positiva, pero glibenclamida solo se considerd en

un estudio y no se encontrd asociacion con los polimorfismos de CYP2C9 [74].

2.9.3 INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS: SUSTRATOS,

INHIBIDORES E INDUCTORES DE CYP2C9

La interaccion de farmacos se define como la interferencia de los efectos de un
farmaco por la co-administracion de otros farmacos, nutrientes, hierbas, alcohol o
tabaco; dicha interaccion en el metabolismo de farmacos (farmacocinética) resulta
en el incremento o disminucion de efectos benéficos, falla terapéutica o reacciones
adversas [77-80]. En pacientes con DMT2 el riesgo de interacciones en el
metabolismo de farmacos es alto debido a la polifarmacia o politerapia para el

manejo de co-morbilidades (dislipidemia, hipertension, enfermedades del corazén,
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depresion, infecciones, etc.), ya que podrian modificar la respuesta a los

hipoglucemiantes [80-82], ademas de los SNPs (Figura 13).
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Figura 13. Implicaciones clinicas de CYP2C9: polimorfismos, induccién, inhibicion [86].

Por ejemplo, en una muestra de pacientes con DMT2 de Brasil, la prevalencia de
posibles interacciones con metronidazol, fluconazol y amiodarona fue 75% y en
pacientes de Croacia se identificd en el 80.9% al menos una interaccién [79-84]. Sin
embargo, la informacién es limitada para los estudios de CYP2C9-sulfonilureas,
donde so6lo se ha reportado en pacientes de Finlandia la frecuencia del uso de
inhibidores [81] y sustratos de CYP2C9 y en pacientes de Alemania, [84-87], pero
aun no hay reportes de este tipo de interacciones con el uso de glibenclamida, ni
con los principales polimorfismos CYP2C9*2, *3 e IVS8-109T, y tampoco en la

poblacion mexicana.
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2.10 OTROS FACTORES RELACIONADOS CON DMT2 Y CYP2C9

Las enzimas CYP2C también se han vinculado con algunas enfermedades y sus
caracteristicas, como es la disminucién de crecimiento de tumor y metastasis en
cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC; humanos), la agresividad de
algunas células cancerosas (incremento en la expresion de CYP2C9), el desarrollo
de enfermedades vasculares, alta incidencia de disfuncién eréctil en ratones con
diabetes, hipertension y DMT2 (ratones) [87-90]. Sin embargo, las evidencias de la
asociacion de CYP2C y diabetes en humanos es escasa.

Las enzimas de la sub familia CYP2C y en particular CYP2C9, metabolizan el 77%
del AA; que es un acido graso (20 carbonos, 6-poli-instaurado) liberado de las
membranas celulares por la fosfolipasa A2 y que tiene funciones fisiologicas
importantes en la inflamacion, la permeabilidad y fluidez de la membrana celular, la
modulacion de canales idnicos, en la apoptosis, etc. [91-95]. Los principales
metabolitos del AA son los acidos epoxi eicosatrienoicos (EETs) y acidos hidroxi-
epoxi eicosatrienoicos (HETES), los cuales también tienen propiedades anti-
inflamatorias, vasodilataroras (disminucion de la presiébn sanguinea),
vasoconstrictoras, de inhibicion de la biosintesis de tromboxanos (plaquetas) y
disminucién de la agregacion plaquetaria, entre otros [96-99].

En estudios realizados en modelos murinos de diabetes e in vitro (lineas celulares
y hepatocitos primarios) se observaron mayores concentraciones de insulina a bajas

concentraciones de EETs, ya sea mediante regulacion negativa con inhibidores, por
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regulacion en la expresion de CYP2C o por polimorfismos (*2'y *3). Sin embargo,
también se ha reportado que el AA, podria estimular la secrecién de insulina
mediante la activacion de la via PKC (Protein Cinasa C) y la movilizacion de calcio
a partir de almacenes intra-celulares o por el metabolismo de moléculas de
sefalizacion. Ademas, la secrecion de insulina inducida por glucosa podria estar
acoplada a la activacion de las fosfolipasas para la liberacion del AA [91-99]. Dicha
controversia observada en la secrecion de insulina inducida por EETs y/o por AA en
diabetes es de interés para la etiologia y para el tratamiento de la DMT2 en
humanos, de ahi la necesidad de mas estudios que vinculen a la enzima CYP con

la DMT2.

Otros factores distintos a los genéticos que podrian influir en la respuesta a
medicamentos son: a) el género: debido a hormonas sexuales, en particular los
estrogenos que podrian modular la expresion de las enzimas CYP[100-102], y
asociarse con una mayor secrecion de insulina [103-106] y con la susceptibilidad a
enfermedades cronicas (esclerosis multiple, artritis reumatoide, etc.) en mujeres
[102-103, 107]; b) la edad: debido a diferencias en la composicion de masa muscular
y grasa corporal, ya que las personas mayores de 60 afios suelen tener una menor
masa muscular y mayor cantidad de grasa [108, 109]. Ademas, la edad podria
modificar la actividad de algunas enzimas de fase |, pero aun no es claro. Por
ejemplo, se han observado diferentes concentraciones de fenitoina (metabolizada
por CYP2C9) en pacientes con diferentes edades, y en algunos estudios se ha
observado la disminucion en el numero de células beta pancreaticas a mayor edad

[108, 109]; c) otras enfermedades: la obesidad se ha asociado con la resistencia a
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la insulina, lipotoxicidad e inclusive con el aumento o disminucidén del numero de

células beta y su funcién [110-126].

2.11 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA

La utilidad de los biomarcadores farmacogenéticos en la practica clinica ayudarian
a evitar o prevenir efectos adversos, fallas farmacoldgicas, al ajuste de dosis y la
identificacion de subgrupos de pacientes que requieran tratamientos especificos
(medicina de precision), y aun no hay disponibles para todos los farmacos [127-
131]. Los polimorfismos genéticos de las enzimas metabolizdoras de farmacos y
los biomarcadores clinicos asociados a la respuesta farmacologica son los mas
estudiados, y aunque los genotipos son estables en el tiempo, los fenotipos
metabdlicos pueden ser afectados por diversos factores (interacciones farmaco-
farmaco, progreso de la enfermedad, etc.) y presentarse el fenédmeno de fenocopia.
Es por ello que el monitoreo de farmacos en pacientes podria proporcionar
informacion relevante para el tratamiento [131-134].

La glucosa en ayuno (GA) y la hemoglobina glicada (HbA1c) son los biomarcadores
de respuesta y monitoreo del control glucémico recomendados por la ADA y la OMS
para el tratamiento de la DMT2 y que son utilizados de forma rutinaria en la cinica.
La GA es el biomarcador mas economico y disponible en los Centros de Salud,
particularmente en México, pero depende de las variaciones del ritmo circadiano, la

ingesta previa al ayuno, ayuno de 8 h, etc. [131-35].
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En cambio, la HbA1c es la fraccion de hemoglobina (%) que se une a la glucosa
circulante de manera irreversible (glicacion no enzimatica) y permite conocer el
grado de exposicion a la glucemia (3 meses), asi como la relacion directa con el
desarrollo y progreso de las complicaciones propias de la DMT2 [131-135]. Entre
sus principales ventajas estan la independencia de la concentracion de la glucosa
en sangre con respecto a factores agudos (estrés, ejercicio, dieta, etc.) y que no
requiere ayuno para su determinacion. Sin embargo, esta se utiliza en menor grado
en México, ya que representa un costo mayor que la glucosa en ayuno y tiene
desventajas como la variabilidad bioldgica (alta y baja glicacién), la influencia de la
etnicidad (mayores niveles en africanos-americanos que en asiaticos e hispanos),
variabilidad por enfermedades hemoliticas, contribuciéon de la dieta (hiperglucemia
postprandial corresponde al 40% de la HbA1c) y depende del %HbA1c basal [131-
135].

Cabe mencionar que, existe controversia en los resultados de estudios que
evaluaron la correlacion entre ambos biomarcadores; por ejemplo, en asiaticos se
reporto correlacion entre HbA1c y glucosa en ayuno, pero no en caucasicos. Ambos
biomarcadores se han estudiado con respecto a los polimorfismos de CYP2C9 (*2
y *3) en pacientes caucasicos (Holanda e Inglaterra) en tratamiento con glicazida y
en asiaticos (Japon y China) en tratamiento con glimepirida y glicazida [135-139].
Sin embargo, la GA se ha utilizado principalmente en pacientes de India, Egipto y
China en tratamiento con glibenclamida, y soélo un estudio con %HbA1c<7 en

pacientes de México [64-67].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL

ESTUDIO

La DMT2 es una enfermedad compleja que representa un problema de salud
publica debido a la alta prevalencia y a su crecimiento continuo en el mundo y
en México, asi como por la baja adherencia y/o abandono al tratamiento
farmacolégico que podrian estar relacionadas con las reacciones adversas (20%
en tratamientos con sulfonilureas) o bien con una baja eficacia al tratamiento
farmacoldgico (25-57%), que en conjunto reflejan una amplia variabilidad en la
respuesta a las sulfonilureas (hipoglucemiantes orales).

En México, el 68-85% de los pacientes con DMT2 reciben tratamiento con
glibenclamida y so6lo el 25% estan en control glucémico (%HbA1c< 7; Encuesta
Nacional de Salud 2012). Es decir, el 75% de los pacientes no tienen control
glucémico a pesar del tratamiento, por lo que su probabilidad para desarrollar
complicaciones micro y macrovasculares es mayor, asi como también lo es el
impacto a la calidad de vida, productividad laboral y la economia de los pacientes
y sistemas de salud (costos directos e indirectos), ademas de las consecuencias
fatales como la muerte prematura y muerte, que en México, la diabetes es la
segunda causa.

Debido a lo anterior, la necesidad de realizar mas estudios que incluyan factores
que expliquen la amplia variabilidad en la respuesta a glibenclamida, ya que de
acuerdo a la literatura, los polimorfismos podrian hacerlo hasta en un 40% para
las sulfonilureas como toblutamida en muestras de poblaciones caucasicas y

orientales. Sin embargo, glibenclamida y sus metabolitos activos que ejercen un
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efecto prolongado comparado con otras sulfonilureas, y solo se han estudiado
en pacientes de Egipto, India y recientemente, en una muestra de mexicanos-
mestizos. Cabe mencionar la importancia de considerar las diferencias entre
poblaciones, la variedad de biomarcadores de respuesta utilizados entre
estudios y factores como la interaccion con sustratos e inhibidores, eventos
hipoglucémicos, ademas de factores como el género, obesidad y dosis, que en

un mismo estudio no se han considerado.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Describir las frecuencias de los principales polimorfismos de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-
109A>T) en una muestra de pacientes mexicanos-mestizos con DMT2 que reciben

tratamiento con glibenclamida, metformina o ambos y su relacion con la eficacia terapéutica.
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir las frecuencias de las principales variantes alélicas y genotipicas de
CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-109A>T) asociadas a los diferentes tipos de
metabolismo en una muestra de pacientes mexicanos con DMT2 que reciben

tratamiento con glibenclamida, metformina o ambas.

2. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-
109A>T) de pacientes mexicanos con DMT2 con las de otras poblaciones del

mundo.

3. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-

109A>T) de mexicanos: voluntarios sanos y pacientes con DMT2.

4. Analizar los bimarcadores de respuesta a glibenclamida (concentracién de

glucosa en ayuno y % HbA1c) con respecto a los polimorfismos de CYP2C9 (*2,

*3, *6 e IVS8-109A>T).

5. Analizar la presencia de eventos hipoglucémicos, sustratos, inhibidores o

ambos con respecto a los polimorfismos de CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-109A>T).
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5. METODOLOGIA

5.1 DISENO DEL ESTUDIO Y SELECCION DE PACIENTES

El presente estudio observacional se llevo a cabo con 248 muestras de pacientes
mexicanos con DMT2 incluidos entre julio de 2014 a octubre de 2016 que
recibieron atencién médica en los Centros de Salud del Primer Nivel de Atencién
(Jurisdiccion Benito Juarez, Ciudad de México). Los participantes fueron
diagnosticados previamente, de acuerdo con los criterios de la OMS y la ADA.
Todos ellos fueron adultos (18 afios 0 mas) con al menos tres generaciones de
antepasados nacidos en México y sin parentesco entre ellos.

El estudio consistio en la genotipificacion de las variantes alélicas de CYP2C9y
en la revision de expedientes clinicos para identificar los biomarcadores de
respuesta a glibenclamida y otras variables (antropométricas, clinicas vy

bioquimicas) para analizar con respecto a los polimorfismos CYP2C9.

I. GENOTIPIFICACION

El tamafo de la muestra se determiné de acuerdo a la prevalencia de la variante
alélica menos frecuente (CYP2C9*3) reportada para voluntarios sanos
mexicanos-mestizos de acuerdo a la férmula para calcular el tamafo de muestra
en estudios descriptivos, cualitativos para poblacién infinita (n=Z2pq/d?).
Participaron 248 pacientes con DMT2 en tratamiento con hipoglucemiantes
orales, insulina, o sin tratamiento. Las muestras de sangre fueron obtenidas por
el personal del laboratorio de los Centros de Salud, quienes asignaron el codigo

de identificacion, que se respetd y continuo con el inicial (Figura 14) [140, 141]).
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Il. REVISION DE EXPEDIENTES CLIiNICOS

La revision de expedientes clinicos se realiz6 a partir de los numeros de
expedientes asignados por los Centros de Salud y de los cédigos de las muestras
asignados por ellos, por lo que el estudio fue doble ciego. A partir de estos
expedientes, se obtuvo la informacién de acuerdo a la base de datos
previamente disefiada: variables antropométricas (edad, género, IMC; etc.),
bioquimicas (glucosa en ayuno, HbA1c, colesterol, triglicéricos,etc.) y clinicas
(tiempo de diagnéstico, dosis promedio/dia, presion arterial, etc.).

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: 1) pacientes en tratamiento con
glibenclamida, metformina o ambas; 2) pacientes con dosis estable
(concentracion plasmatica en estado estacionario: misma dosis durante 3 meses
previo a la medicién de los biomarcadores); 3) pacientes con expediente y
registro médico en el centro de salud (caracteristicas del tratamiento e informes
de laboratorio con: %HbA1c, concentracién de glucosa en ayunas, triglicéridos,
colesterol, etc.).

Criterios de exclusion: pacientes con alcoholismo cronico, patologia pancreatica,
insuficiencia renal, tratamiento con insulina u otro hipoglucemiante diferente o
adicional, registros meédicos insuficientes, DMT1 y retiro voluntario.

El protocolo de investigacion fue aprobado por la Comisién de Investigacion y
Etica de la Facultad de Medicina, UNAM; de conformidad con la Declaracion de
Helsinki sobre Principios Eticos para la Investigacién Médica en Seres Humanos.
Los pacientes que decidieron participar firmaron voluntariamente un

consentimiento informado.

38



METODOLOGIA

5.2 GENOTIPIFICACION DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9

(*2, *3, *6 E IVS8-109A>T)

5.2.1 COLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Las muestras de sangre (6 mL) fueron tomadas y rotuladas con el codigo
asignado por el personal del laboratorio de los Centros de Salud en tubos
estériles con anticoagulante EDTA-potasico (Vacutainer®, BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) y se almacenaron a 4°C. Las muestras se
trasladaron al laboratorio de Inmunofarmacologia, donde se alicuotaron y

almacenaron (4°C) hasta su analisis, se respeto el codigo asignado previamente.

5.2.2 AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO (ADNg)

A partir de 200 pl de la sangre periférica venosa de cada paciente, se extrajo el
ADN gendmico mediante los reactivos de ADN UltraClean® BloodSpin® (Mo Bio
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (incubaciéon con proteinasa K, unién a membrana silica-gel para
adhesion de ADN, separaciéon de contaminantes y lavados). EI ADN fue eluido
en 100 pL de amortiguador TE, se hicieron dos alicuotas de 50 pL y se

almacenaron a -20 °C.
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5.2.3 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE ADNg Y
ACONDICIONAMIENTO PARA REACCIONES DE

AMPLIFICACION EN TIEMPO REAL

La pureza y cuantificacibn del ADN gendmico se realizé mediante
determinaciones espectrofotométricas a 260 y 280 nm en el equipo 7305 UV
Jenway (Cole-Parker Ltd., Staffordshire, Reino Unido), la pureza se determino
mediante la relacién 260/280>1.8 (Figura 15). La integridad se verificé mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (UltraPureTM Agarose,
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.) en amortiguador TAE 1X
(Tris 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3; Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, EE.
UU.) y se corri6 la electrophoresis (Mini-Sub® Cell GT Cell Chamber, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) a 80 V por 40 minutos (Hoeffer power source).

Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 g/L) por 10 minutos (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany), se visualizaron en un transiluminador con luz UV
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se capturaron las imagenes digitales (Figuras
16 y 17). Una vez caracterizadas las muestras, se ajustaron sus concentraciones

a 30 ng/pL en dos alicuotas de 50 uL que fueron almacenadas a -20 °C.

gADN-CUANTIFICACION
” CUANTIFICACION

NUMERO | No. MUESTRA | ALICUOTA 750 2607280 | ug gDNAT Tng/l]
1 001 212 (1) 0.043 1.95 2.15 21.15
2 001 212 (2) 0.086 2 43 43
3 002 72 (1) 0.069 1.85 3.45 3451
2 002 212 (2) 0.097 1.81 4.85 485
5 003 172 (1) 0.1 1.76 2.99 29.9
6 003 212 (2) 0.044 1.83 2.207 22.07
7 004 72 (1) 0.065 1.78 3.264 32.64
B 004 212 (2) 0.055 1.91 2.758 27.58
9 005 172 (1) 0.055 1.67 2.758 27.58
10 005 212 (2) 0.053 1.69 2.641 26.41
1 006 72 (1) 0.062 1.82 3.081 30.81
2 006 212 (2) 0.084 1.79 4.181 41.81
3 007 72 (1) 0.057 1.68 2.875 28.75
14 007 212 (2) 0.161 1.93 8.048 80.48
15 008 172 (1) 0.06 1.68 3.019 30.19
16 008 212 (2) 0.06 1.67 3.019 30.19
17 009 172 (1) 0.08 1.78 3.991 39.91
18 009 212 (2) 0.083 1.66 2.143 21.43
9 010 72 (1) 0.044 1.84 2.183 21.83
20 010 212 (2) 0.023 1.82 1.126 126

Figura 15. Cuantificacion de ADNg de muestras de pacientes con DMT2 Mexicanos
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Figura 16. Integridad de las muestras de ADNg de pacientes con DMT2 Mexicanos
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Figura 17. Muestras ajustadas de ADNg de pacientes con DMT2 Mexicanos

5.2.4 GENOTIPIFICACION DE CYP2C9*2Y CYP2C9*3: PCR-PLFR

La identificacion de la variante CYP2C9*2 se realiz6 con los oligonucleétidos
2C9*2-F (5°GTATTTTGGCCTGAAACCCATAZ) y 2C9*2-R 63
GGCCTTGGTTTTTCTCAACTC3’) y las siguientes condiciones o6ptimas: a)
concentracion de oligonucledtidos: 1.0 uM, b) temperatura de alineamiento:
59°C, c) cantidad de Taq polimerasa: 1.35 U y d) MgCl.: 2 mM, para obtener un
fragmento de 454 pb. La identificacion de la variante CYP2C9*3 se realiz6 con
los oligonucledtidos C2C9*3-F )
AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAGATGC 3) 'y C2C9*3-R (¥

GATACTATGAATTTGGGACTTC 3’) y las condiciones 6ptimas: a) temperatura
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de alineamiento: 59 °C, b) cantidad de Taq polimerasa: 1.5 Uy c) MgCl2: 2.0 mM,
para obtener un fragmento de 137 pb.

La amplificacion en punto final (PCR) y restriccion enzimatica (RFLP-PCR) se
realizaron en un Mastercycler® personal (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
en un volumen final de 25 pL con 100 (*2) y 120 ng (*3) de ADN gendmico, 0.2
mM de dNTPs (grado PCR Roche Diagnostics GmbH, Alemania), 2 mM de MgCl»
y agua, de acuerdo a las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial durante
5 minutos a 95°C; treinta y cinco ciclos de 30 segundos a 95 °C; alineamiento a
59 °C durante 30 segundos; una extensiéon de 30 segundos a 72 °C y una

extension final de 7 minutos a 72 °C.

Los productos de amplificacion se sometieron a digestién enzimatica con Avall
para la variante *2 (454 (*2): 397 + 57 (*1 6 *3)) y para la *3 Nsil (141 (*3): 110 +
31 (*1 6 *2)). Los productos de las digestiones se corrieron en geles de agarosa
al 3 % para visualizar el patrén de bandeo en geles tefidos con bromuro de etidio
(0.5 g/L) por 10 minutos (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), se visualizaron
en un transiluminador con luz UV (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se capturaron

las imagenes digitales.

5.2.5 PCR-TIEMPO REAL: GENOTIPIFICACION DE MUESTRAS CYP2C9*2,

CYP2C9*3 Y CYP2C9*6

El estudio de las variantes alélicas CYP2C9*2, *3 y *6 se realiz6 mediante la

técnica de reaccidn en cadena de polimerasa en tiempo real con sondas
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TagMan® (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE.
UU.) y por discriminacion alélica con un sistema Fast 7300 en tiempo real
(Applied Biosystems, Forster City, CA, EE. UU.). El volumen final de reaccion fue
10 pL con 30 ng de ADN gendmico (templado), 1X TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA, EE. UU.), 1X de cada sonda
(CYP2C9*2: C_25625805_10; CYP2C9*3: C_27104892_10 y CYP2C9%6:
C_32287221_20) y agua. Las condiciones de amplificacién fueron: 10 minutos
para la desnaturalizacion inicial a 95 °C, seguido por cuarenta ciclos de 15
segundos de desnaturalizacién a 92 °C, y el alineamiento a 60 °C durante 1

minuto y 7 minutos de extension final a 60 °C.

5.2.6 PCR-PLFR: GENOTIPIFICACION DE CYP2C9 (IVS8-109A>T)

El polimorfismo IVS8-109A>T de determind mediante amplificacion en punto final
y restriccion enzimatica en el equipo Mastercycler® 384 (Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania), con los oligonucledtidos (sentido:
5'CTGTTAAGATCTGATATTAGGS' y antisentido:
5TGAAACATAAGGAAACTCTCCGSI'), en un volumen final de 25 uL con 30 ng
de ADN gendmico, 0.5 U EcoTaq polimerasa (Ecogen, Barcelona, Espafia), 0.8
uL de oligonucledtidos, 0.2 mM de dNTPs (grado PCR Roche Diagnostics
GmbH, Alemania), 2 mM de MgCl, y agua. Las condicones de amplificacion
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial durante 8 minutos a 95°C; treinta
y cinco ciclos de 30 segundos a 95 °C; alineamiento a 54 °C durante 30

segundos; una extension de 30 segundos a 72 °C y una extension final de 7
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minutos a 72 °C. Los productos amplificacion generados tuvieron un tamfo de
622 pb.

Las restricciones enzimaticas se realizaron con 10 U de enzima Hinfl (New
England Biolabs, Herts, Reino Unido) en un volumen final de 20 uL, 2 pL del
producto de amplificacion, amortiguador de restriccion y agua. Se realizé la
incubacion durante 16 horas a 37 °C para lograr una digestion completa. La
electroforesis se realizé en geles de agarosa al 2.5% (UltraPure TM Agarose,
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.) con amortiguador TBE 1X
(Tris 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM; Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, EE. UU.), el gel se tifi6 con GelREd (GelRed™Nucleic Acid Gel
Stain, 10,000X; Biotium, Hayward, CA, USA) y se visualiz6 en el transilumindaor

Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). La variante /VS8-109>T se observo

con la presencia de dos bandas: 468 y 154 pb.

5.3 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA
CON RESPECTO A LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2, *3 E

IVS8-109A>T)

5.3.1 REVISION DE EXPEDIENTES CLiNICOS Y GENERACION DE BASE DE

DATOS

Se realizo la revisidn de expedientes clinicos y se capturo la informacion en una

base de datos previamente disefiada para la obtencion de informacion de interés
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para el analisis. Se aplicaron los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion, y
se determind el numero de pacientes incluidos en el analisis de los
biomarcadores de respuesta a glibenclamida con respecto a los polimorfismos
de CYP2C9.

La informacion se clasific6 como variables antropométricas y demograficas
(edad, peso, IMC, obesidad, etc.), variables clinicas (tiempo de diagndstico, tipo
de hipoglucemiante ora, dosis promedio/dia, co-morbilidades, tratamientos
concomitantes, etc.) y variables bioquimicas (concentracion de glucosa en
ayuno, colesterol, triglicéridos, %HbA1c, etc). Ademas, otras variables de interés
como los sustratos, inhibidores e inductores de CYP2C9. Los pacientes se
agruparon de acuerdo con el hipoglucemiante prescrito: glibenclamida,

metformina y glibenclamida/metformina.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos de la genotipificacion de CYP2C9 se realiz6 mediante
la determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
estudiados en cada paciente. Se elabor6 una base de datos y se determind el
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante Xz. Las comparaciones estadisticas de
las frecuencias de los polimorfismos de CYP2C9 en pacientes mexicanos con
DMT2 con las frecuencias reportadas en otras poblaciones, asi como con
respecto a las frecuencias reportadas en voluntarios sanos mexicanos, mediante

la prueba exacta de Fisher o X? valores p<0.05 se consideraron
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estadisticamente significativos. El analisis estadistico se realiz6 con el software

SPSS IBM V24 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.).

Las variables continuas se analizaron para determinar la distribucion normal de
los datos (Shapiro y Kolmogorov-Smirnov con correccion de Lilliefors) y las
pruebas de homogeneidad de la varianza (prueba de Levene). Para las variables
con distribucion normal se obtuvieron los promedios y las desviaciones estandar,
y las comparaciones se realizaron mediante ANOVA de una via o t-Student. Para
aquellas variables en que la distribuciéon de datos no cumplieron con las pruebas
de normalidad, se determinaron las medianas y los rangos intercuartilicos; y las
comparaciones estadisticas se realizaron las pruebas de U Mann-Whitney o
Kruskal-Wallis. Mientras que, las variables cualitativas se expresaron como
frecuencias y porcentajes, las comparaciones se realizaron mediante Xiz o
Exacta de Fisher, para el control glucémico, la presencia de eventos
hipoglucémicos (glucosa en ayunas <70 mg/dL; NOM-015-SSA2A1), la
presencia de sustratos e inhidores, el género, obesidad y dosis prescrita/dia con

respecto a los polimorfismos de CYP2C9 [43, 73].

El analisis de regresion logistica se realizd6 para la asociacion del control
glucémico con respecto a los genotipos y las variantes alélicas de CYP2C9, asi
como para ajustar por factores independientes o co-variables (edad, género,
IMC, dosis prescrita, etc.), las diferencias se consideraron significativas con

p<0.05. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SPSS IBM V24.
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6. RESULTADOS

Los pacientes que participaron en este estudio fueron adultos (49-71 afos) con
un tiempo de diagndstico entre 2 a 13 afos, de los cuales, 62 (31.16%) fueron
hombres y 137 (68.84%) mujeres. Cabe mencionar que, el 83.92% de los
pacientes presentaron algun tipo de comorbilidad; dentro de éstas, las mas
frecuentes fueron: hipertension arterial (54.8%), dislipidemia (31.0%) y obesidad
(31.70%). Mientras que las enfermedades vasculares periféricas fueron las mas
frecuentes de las complicaciones propias de la DMT2 (16.26%).

Los pacientes se agruparon de acuerdo al tratamiento farmacologico
(glibenclamida, metformina o glibenclamida/metformina); las caracteristicas

demograficas y clinicas se describen en la Tabla 1.

Las dosis prescritas/dia para los pacientes del grupo de glibenclamida fueron
menores (30%; p<0.01) que las del grupo glibenclamida/metformina y se observé
el mismo efecto después de ajustar las dosis prescritas dia/peso (p< 0.01). De
la misma manera, los biomarcadores de respuesta: glucosa en ayuno (127.9 vs
148; p<0.027) y HbA1c (%HbA1c: 6.5 vs 7.7; p<0.01) fueron menores para el
mismo grupo de pacientes que para el grupo glibenclamida/metformina.

La prescripcion de medicamentos adicionales a los hipoglucemiantes orales se
observo en el 97.56% de los pacientes, donde el 44.71% de los medicamentos
son sustratos de CYP2C9 (diclofenaco, ibuprofeno, trimetoprima, entre otros) y
el 48.78% inhibidores (fluoxetina, itraconazol, losartan, etc.). Las caracteristicas

clinicas y bioquimicas de la muestra se describen en la Tabla 2.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y habitos de la
muestra de pacientes mexicanos con DMT2.

Tratamiento farmacoldgico (hipoglucemiantes orales)

Glibenclamida

Caracteristicas Glibenclamida Metformina
+ Metformina P-valor
(n=11,5.53%) (n=76, 38.19%)
(n=112, 56.28%)
Edad (anos) 65.00+5.50 61.03+10.99 59.99+11.24 0.33
Peso (Kg) 64.5° 7182 67.5° 0.53
[61.50-67.50] [60.51-73.60] [69.00-75.30]
Género, n (%)
Mujeres 7 (63.60 %) 57 (75.00 %) 74 (65.10 %) 0.54
Hombres 4 (36.40 %) 19 (25.00 %) 38 (34.90 %) 0.67
Duracion DMT2 6.50 5.00 2 8.00 @ 0.22
(ahos) [2.00-11.00] [1.00-9.00] [2.00-13.00]
IMC 28.27 @ 29.39° 27.58 @ 0.14
[24.88-31.11] [22.36-33.2] [24.97-32.59]
Obesidad® 4 (40 %) 36 (47.4 %) 35 (31.5 %) 0.54
I 4 (100 %) 21 (58.3 %) 26 (74.3 %)
] 0 8 (22.2 %) 6 (17.1 %)
]! 0 7 (19.4 %) 3 (8.6 %)
Tabaco 0 (0 %) 10 (26.3 %) 22 (33.8 %) 0.63
Alcohol 0 (0 %) 11 (31.4 %) 24 (38.1 %) 0.81
Menopausia 4 (36.4 %) 17 (22.4 %) 11 (10.1 %) 0.74
Lugar de Ciudad de Ciudad de México, Ciudad de México,
origen México, Chiapas, Estado de Estado de México,
Puebla, México, Hidalgo, Guerrero,
Veracruz Michoacan, Oaxaca, Hidalgo, Oaxaca,
Queretaro, Puebla,
Tlaxcala Tlaxcala
Datos expresados como promedio * desviacion estandar; a- mediana; RIC (Rango

intercuartilico)=[Q3-Q1]; n (%); * p< 0.05 con respecto al grupo glibenclamida; ®= OMS, 2017.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la muestra de pacientes
mexicanos con DMT2.

Caracteristicas

Tratamiento farmacolégico (hipoglucemiantes orales)

Glibenclamida

(n=11, 5.53 %)

Metformina

(n=76, 38.19%)

Glibenclamida +

Metformina

P-valor

(n=112, 56.28%)

Dosis/dia (mg/dia)

Dosis/pesol/dia [mg/Kg/dia]

10.00®
[3.75-10.00]

0.12°
[0.06-0.15]

Comorbilidades, n (%)

Complicaciones;

DMT2 n (%)

1. Nefropatia

2. Retinopatia
3. Neuropatia

4. Pie diabético,
amputaciones
5. Enfermedades vasculares

periféricas

6. Cardiopatias
Politerapia, n (%)
Sustratos CYP2C9, n (%)
Inhibidores CYP2C9, n (%)

Presion sistélica

(mmHg)

Presion diastolica

(mmHg)

% Hemoglobina

Alc

Glucosa en ayuno

(mg/dL)
Colesterol
(mg/dL)
Triglicéridos
(mg/dL)

0
0
2
1

9 (81.80 %)

0%)
0%)
18.20%)

(
(
(
(9.10%)

0 (0%)

0 (0%)

10 (90.91%)
5 (45.45%)
9 (81.82%)
110.00°
[110-120]
80.00°
[70-80]

6.5°
[5.65-6.9]
127.9°
[97.5-149.77]
212.00°
[200.4-212]

238.00°
[200-250]

1700°
[850-1750]

34.14°
[20.42-36.11]

72 (94.70 %)

1(1.32%)
1(1.32%)
1(1.32%)
0 (0%)

16 (21.05%)

4 (5.26%)
67 (88.16%)
36 (47.37%)
41 (53.95%)*
110.00°
[110-130]
70.00°
[60-80]

7.2°
[5.96-7.8]
141.3°
[91.5-165.6]
196.00°
[189-232]

225.00°
[185-280]

Glibenclamida: 15.00 * <0.01

[10-00-15.00]

Metformina: 25502

[1700-2550]

0.52

Glibenclamida: 0.18®*

[0.13-0.23]

Metformina: 32.442

[24.55-39.26]
96 (89.70 %)

20 (18.35%)

4 (3.67%)
109 (100%)
50 (45.87%)
51 (46.79%")
120.00°
[110-130]
80.00°
[70-80]
7.7%
[6.75-9.1]
148.00*

[139.87-175.00]

188.00°

[167.82-212.86]

175.00°
[136-225]

0.01

0.62

0.33
0.86

0.01
0.12

0.86

0.01

0.03

0.12

0.05

Datos expresados como 2= mediana; RIC (Rango intercuartilico)=[Q3-Q1]; n (%); * p< 0.05 con
respecto al grupo glibenclamida.
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6.1 GENOTIPIFICACION DE CYP2C9

6.1.1 DESCRIPCION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE

CYP2C9 (*2, *3, *6 e IVS8-109T) EN PACIENTES MEXICANOS CON DMT2

El 11.7% de los pacientes fueron portadores de CYP2C9*1/*2 y *1/*3, mientras
que el 0.8% fueron portadores de CYP2C9*2/*2 y *2/*3 (confirmaciéon de
genotipos en 15 pacientes genotipificados mediante PCR-PLFR y PCR-tiempo).
Mientras que la frecuencia del polimorfismo T (A/T'y T/T) se observo en el 28.6%
de los pacientes. Por otro lado, la frecuencia de los alelos *2y *3 fue del 6.6% y
la del alelo T fue 16.1%, entonces los tres polimorfismos de CYP2C9 estuvieron
presentes en el 22.7% de los pacientes y como heterdcigos y homacigos en el
41.1%.

Los genotipos CYP2C9*1/*1 y AA (sin SNPs) se observaron en el 87.5y 71.4%
de los pacientes, mientras que la variante *6 y el genotipo CYP2C9*3/*3 no se
identificaron. Los polimorfismos CYP2C9*2 y*3 (Xir=1.99; p<0.05) e IVS8-109T
(Xiz=1.43; p<0.05) estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias

alélicas y genotipicas de CYP2C9 se describen en la Figura 18 y en la Tabla 3.

1.21% 4.42% 0.81%

0.4%
“Ap2AT VAL VSAT ) A

*2/*2-AA 0.4%
~ *2/*3-AA

4.84%

. k 3
2. AA . ‘ J
3.23% - 1

*1/*1-TT 20.97%
*1/*1-AT

Figura 18. Polimorfismos *2, *3 e IVS8-109T en una muestra de pacientes mexicanos con DMT2.
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Tabla 3. Descripcion de las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 en los

pacientes mexicanos con DMT2.

Polimorfismos *2, *3, e IVS8-109A>T

de CYP2C9

Genotipo Frecuencia n
*1/*1 0.875 217
*1/*2 0.065 16
*2/*2 0.004 1
*1/*3 0.052 13
*2/*3 0.004 1
IVS8-109A>T
A/A 0.714 177
A/T 0.250 62
/T 0.036 9
Alelos CYP2C9
*1 0.933 463
*2 0.038 19
*3 0.028 14
IVS8-109A>T
A 0.839 416
T 0.161 80

Todas los alelos estuvieron en equilbrio de Hardy-Weinberg (X2, p< 0.05).

6.1.2 COMPARACION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS

DE CYP2C9 (*2 y *3) EN PACIENTES MEXICANOS CON DMT2 Y DE

DIFERENTES POBLACIONES

Los polimorfismos CYP2C9*2 y *3 se han descrito en muestras de pacientes de

poblaciones europeas (n=3,279) y asiaticas (n=880), principalmente. Sin
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embargo, solo en europeos se ha reportado una mayor frecuencia de la variante
*2, mientras que en asiaticos, no se ha identificado o en menor porcentaje (12%
y 0-7%; p<0.01), y en americanos solo se ha estudiado en mexicanos (en este

estudio, n=248) en quienes se identificé en el 4% [31,34-37,65-70].

Por otro lado, la frecuencia de la variante *3 en los pacientes europeos vario del
0.3 al 8% y en asiaticos del 5-9%, mientras que en americanos (pacientes
mexicanos de este estudio) fue del 3% (p<0.05). De manera similar, la frecuencia
de los genotipos CYP2C9*1/*2 fue mayor en los pacientes europeos y en
africanos (18-24% y 20%, p<0.05), pero no en asiaticos (Japon y China), en
quienes solo se identificd en una muestra de pacientes de India (8%). Mientras
que, en americanos se identific6 en el 6% de los mexicanos (este estudio).
Contrario a lo anterior, la frecuencia de CYP2C9*1/*3 fue mayor en pacientes
africanos (18%) y asiaticos (India:13-19%), mientras que en europeos fue del 6-

13% y en mexicanos fue del 5% (este estudio).

Finalmente, los portadores de los genotipos CYP2C9*2/*2, *2/*3 y *3/*3 fueron
hasta 50 y 80% mas bajas en pacientes mexicanos comparada con las otras
poblaciones, excepto para los pacientes de Grecia. Sin embargo, las diferencias
fueron significativas solo para pacientes de Eslovenia, India y Egipto. Las
frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 (*2 y *3) en pacientes con DMT2

de diferentes regiones del mundo se comparan en la Tabla 4.
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6.1.3 FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICIAS DE CYP2C9 (*2, *3 E IVS8-

109T7) EN PACIENTES CON DMT2 Y VOLUNTARIOS SANOS MEXICANOS

Las frecuencias de las variantes CYP2C9*2 y *3 reportadas para voluntarios
sanos de diferentes estados de México (11 estados) se actualizaron y se
agruparon de acuerdo a las principales regiones geograficas de México. Dichas
frecuencias se compararon con las reportadas en este estudio (pacientes) y se
observo que la frecuencia de CYP2C9*1/*2 fue 50% menor en pacientes (6.5%
vs 14-26%; p<0.05) que en voluntarios sanos; mientras que la frecuencia de
CYP2C9*1/*1 fue mayor en pacientes que en voluntarios sanos de 5 estados del
norte de México y Nayarit (87.5 vs 67-76%; p<0.05).

Con respecto a la variante *2, sélo se observé una mayor frecuencia en
voluntarios sanos de Zacatecas con respecto a los pacientes y fue 3.93 veces
menos frecuente en pacientes (OR=0.254; [0.091-0.704]). Mientras que, en la
region norte de México, la frecuencia de la variante *2 fue mayor en voluntarios
sanos que la descrita en pacientes (Xi’=6.33; p=0.01) y fue 2.65 veces menos
frecuente en pacientes (OR=0.377 [0.18-0.78]).

En tanto que, la frecuencia de CYP2C9*1/*3 sélo fue mayor en pacientes que en
voluntarios sanos de una muestra de la Ciudad de México (5% vs 1%; p <0.05),
pero esta diferencia desaparecio al considerar los datos agrupados de 7
estudios. Las frecuencias de las variantes alélicas y genotipicas de CYP2C9 y
sus comparaciones entre pacientes con DMT2 y voluntarios sanos mexicanos se

describen en la Tabla 5.
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6.1.4 FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICIAS DE CYP2C9 (*2, *3 E IVS8-
1097T) EN PACIENTES CON DMT2 Y VOLUNTARIOS SANOS DE

DIFERENTES POBLACIONES

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para las frecuencias
de los polimorfismos de CYP2C9 en voluntarios sanos y pacientes con DMT2 de
distintas poblaciones, sélo para el alelo *7 en europeos (Xi’=11.51; p<0.01) y fue
1.2 veces mas frecuente en pacientes (OR=1.212 [1.086-1.354]); sin embargo,
la magnitud del efecto es apenas superior a 1. En cambio, en individuos de Asia
y Africa, la diferencia se observé para la variante *2; en los primeros fue 3 veces
menos frecuente en pacientes (Xi’>=11.06; p<0.01 y OR=0.33 [0.17-0.643]), pero
en los segundos, se observd mas en pacientes (Xi’= 11.5; p< 0.05 y OR=18.32
[9.16-36.6]). Se observo un efecto similar para la variante *3 sélo en las muestras
de Africa. Mientras que, en mexicanos no se observan diferencias en las

frecuencias de las variantes alélicas de CYP2C9 (Tabla 6).

Por otro lado, la variante intrénica IVS8-109T, que sélo se habia estudiado en
voluntarios sanos de Europa (n=85), Asia (n=441) y América (n=487), con
respecto a las frecuencias descritas en este estudio (pacientes), se observo en
éstos ultimos una frecuencia hasta 50% menor comparada con la de voluntarios
sanos (16% vs 21.4 - 45.6%; p<0.05), incluso en comparacion con voluntarios
sanos mexicanos (29%; p<0.05), ya que se observo 2.5 veces mas en pacientes
con genotipo AA. Y los genotipos ATy TT se observaron 2.4y 2.9 veces mas en

voluntarios sanos (OR=0.41 [0.283-0.596] y OR=0.347 [0.155-0.776].
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Tanto el alelo A como el T, presentaron diferencias entre voluntarios sanos y
pacientes con DMT2 (Xi’>= 23.4; p< 0.05), ya que, el alelo A se observo 2.09
veces mas en pacientes y el alelo T, 2 veces mas en voluntarios sanos (Tabla

7).

Tabla 6. Comparacion de frecuencias alélicas de CYP2C9 en muestras de
voluntarios sanos y pacientes con DMT2 de diferentes poblaciones

Frecuencias alélicas de

Poblaciones N CYP2C9 Ref.
(Distribucién geografica) *1 *2 *3
Europa Voluntarios sanos 5,445 0.79 0.13 0.07 (36, 40)
Pacientes DMT2 3,279 0.82** 0.12 0.06 [Este
estudio]
Asia Voluntarios sanos 14,838 0.93 0.025 0.045 (36, 40)
Pacientes DMT2 1,069 0.943 0.008*  0.049 [Este
estudio]
Africa Voluntarios sanos 2,531 0.98 0.01 0.011 (36, 40)
Pacientes DMT2 100 0.72* 0.14* 0.13* [Este
estudio]
Ameérica Voluntarios sanos 8,714 0.9 0.06 0.04 (3é 40)
mestizos
Voluntarios sanos 2221 09 0.06 0.03 [Este
mexicanos-mestizos estudio, 52]
Pacientes DMT2 654 0.922 0.05 0.03

mexicanos-mestizos

Los valores son expresados como frecuencias; N= tamafio de la muestra; *=p<0.05 con respecto
a pacientes mexicanos; **= p<0.01 con respecto a pacientes mexicanos.
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Tabla 7. Comparacién de frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 (IVS8-
109T) en muestras de voluntarios sanos y pacientes con DMT2 de México y otras
poblaciones.

Distribucién genotipica y alélica de CYP2C9 (IVS8-109A>T) en pacientes con
Region Pais DMT2 mexicanos voluntarios sanos de otras poblaciones sanos
geografica

A/A (n) A/T (n) T/T (n) A (n) T (n) Ref.

Europa Suecia 85  0.494(42)** 0.376 (32)* 0.129 (11)* 0.682 (116)*  0.318 (54)* (39)

Asia Japon 263 0.285(75)* 0.517 (136)* 0.198(52)* 0.544 (286)*  0.456 (240)*(51)
Corea 50  0.340 (17)* 0.480 (24)* 0.180 (9)*  0.58 (58)* 0.420 (42)* (51)

Corea 128 0406 (52)* 0.445(57)* 0.148 (19)" 0.629 (161)  0.371 (95) (30)

América  Ecuador 187 ~0.615(115)0.342 (64) 0.043(8)  0786(294) 0214 (80) (51)
México 300 0.5(150)** 0.43(128) 0.07(22)*  0.71(428)*  0.29 (172)* (45)

Pacientes con DMT2 mexicanos-mestizos

Este
DMT2 248 0.714 (177) 0.25(62) 0.036 (9) 0.839 (416) 0.161 (80) (t dio)
estudio

Los valores son expresados como frecuencias; n= numero de individuos; N= tamafio de la
muestra; *= p< 0.05 con respecto a pacientes mexicanos; **=p<0.01 con respecto a pacientes
mexicanos.

6.2 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA CON
RESPECTO A LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2, *3 E IVS8-109A<T) EN

PACIENTES MEXICANOS CON DMT2

Las caracteristicas demograficas y antropométricas fueron similares entre los
grupos glibenclamida, metformina o glibenclamida/metformina (p>0.05), excepto
para la dosis prescrita/dia de glibenclamida y dosis prescrita/dia/peso, % de
inhibidores de CYP2C9, % HbA1c y glucosa en ayuno (mg/dL), por ello no se

agruparon los pacientes con prescriciones de glibenclamida vy

59



RESULTADOS

glibenclamida/metformina. Con respecto a las proporciones hombres/mujeres,

éstas fueron similares en cada uno de los grupos, pero las mujeres tuvieron

mayor presencia (68.6 y 31.3%) en cada uno de ellos (Tabla 1y 2).

De acuerdo con la frecuencia de los polimorfismos de CYP2C9 descrita para 199

pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion para la revision de

expedientes clinicos y para el analisis de los biomarcadores de respuesta, se

observé que solo en el grupo glibenclamida/metformina estuvieron presentes

pacientes con genotipos CYP2C9*1/*2 y *1/*3 al menos en un 4.45%. En cambio,

la variante IVS8-109T se observo en los pacientes de los tres grupos (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9 en una muestra de
pacientes con DMT2 mexicanos en tratamiento farmacolégico con glibenclamida,
metformina o glibenclamida/metformina

Alelos y
genotipos
CYP2C9

Tratamiento farmacolégico (hipoglucemiantes orales)

Glibenclamida

(n=11,5.53%) (n=76, 38.19 %)

Metformina

Glibenclamida
+ Metformina
(n=112, 56.28 %)

171, n (%)
*1/*2, n (%)
*1/*3, n (%)
*2/*2, n (%)
*2/*3, n (%)
*1, n (%)

*2, n (%)

*3, n (%)
IVS8-109A>T,
A/An (%)
AT n (%)

/T n (%)

A: n (%)

T: n (%)

10 (90.91%)
0 (0 %)

1 (9.09%)

0 (0%)

0 (0%)

21 (95.45%)
0 (0%)

1 (4.54%)

(63.64%)
(27.27%)
(9.09%)
17 (77.27%)
5 (22.73%)

7
3
1

70 (92.10%)
2 (2.63%)

3 (3.95%)
1(1.32%)

0 (0%)

145 (95.40%)
4 (2.63%)

3 (1.97%)

49 (64.47%)
23 (30.26%)
4 (5.27%)
119 (76.60%)
31 (20.40%)

97 (86.61%)
9 (8.03%)

5 (4.46%)

0 (0%)
1(0.9%)

208 (92.86%)
10 (4.46%)

6 (2.68%)

86 (76.78%)
23 (20.54%)
3 (2.68%)
196 (87.5%)
29 (12.5%)

Los datos son expresados como n(%); * p<0.05 con respecto al grupo glibenclamida.
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6.2.1 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA CON
RESPECTO A LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2, *3 E IVS8-109A<T) EN

PACIENTES MEXICANOS CON DMT2

En este estudio se observaron tendencias a menores concentraciones de
glucosa en ayuno (hasta 50 mg/dL) y menores valores de %HbA1c (5.68 y
6.67%) en pacientes portadores de CYP2C9*1/*1-AA y CYP2C9*1/*1-AT del
grupo glibenclamida comparadas con las mas altas observadas en el grupo
glibenclamida/metformina (160.34 mg/dL y 8.1% HbA1c); en éste ultimo grupo,
también se observé la tendencia a una menor concentracidn de glucosa en
ayuno en pacientes portadores de CYP2C9*1/*1-TT (hasta 30 mg/dL), pero
mayor %HbA1c (9.07%) comparado con los portadores de CYP2C9*1/*1-AT y
CYP2C9*1/*1-AA.

Al considerar el control glucémico (concentracién de glucosa en ayuno <110
mg/dL), éste se observd 50% mas en los portadores de CYP2C9*1/*1-AT con
respecto a los portadores de CYP2C9*1/*1-AA en el grupo glibenclamida.
Mientras que, en el grupo glibenclamida/metformina, los portadores del genotipo
CYP2C9*1/*1-AT y CYP2C9*1/*3-AA tuvieron una tendencia a un mayor control
glucémico (25% y 50%) comparado con los pacientes portadores de
CYP2C9*1/*1 (18%), sin ser estadisticamente significativa la diferencia
(Xi’=0.91, p=0.34; OR=4.69 [0.604-36.43]), y no hubieron diferencias con
respecto al %HbA1c (Tabla 9). Sin embargo, con un ajuste en el tamafo de la
muestra (por genotipos y variables antropométricas y clinicas) de CYP2C9*1/*1-
AA (Xi?=3.88, p=0.049; OR=25 [1.52-410.86]) se observd una asociacion

significativa (Anexo V).
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De acuerdo al modelo de regresion logistica bi-variado se observd que el
genotipo CYP2C9*1/*1-AA (p=0.004, GA), la dosis prescrita de glibenclamida
(p=0.004, GA y p=0.027 %HbA1c), la concentracion de triglicéridos (p=0.038,
GA) y el tratamiento con glibenclamida/metformina (p=0.003, GA y p=0.001
%HbA1c) tuvieron una asociacion con el control glucémico (concentracion de
glucosa en ayuno, GA y %HbA1c). Sin embargo, tras el analisis multi-variado,
s6lo la concentraciéon de triglicéridos (p=0.036; OR=0.99 [0.99-1]; GA) y el
tratamiento glibenclamida/metformina (p=0.018, <6.5%HbA1c) mantuvieron la
asocion con el control glucémico. Finalmente, estos modelos explican solo el

26.3-27.8% de las variaciones en el control glucémico en conjunto.

En cambio, con el modelo de regresion logistica bi-variada para el control
glucémico <7% HbA1c se observo asociacion con el tiempo de diagnéstico
(p=0.004), la dosis de glibenclamida (p< 0.01), la tension arterial diastdlica
(p=0.012) y el tratamiento con glibenclamida/metformina (p<0.01), pero con el
analisis multivariado, solo la tension arterial diastélica (p=0.03) conservod la
asociacion. Este modelo explica hasta el 41.1% de las variaciones en en el

control glucémico .

Cabe mencionar que, este es el primer reporte que considera los dos
biomarcadores de respuesta a glibenclamida mas utilizados en la clinica,
ademas de ser el primer estudio que considera la combinacion de las principales
variantes alélicas de CYP2C9 (*2, *3 y *6) con la variante intrénica (/VS8-

109A>T).
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6.2.2 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A GLIBENCLAMIDA EN
PACIENTES CON DMT2 DE DIFERENTES POBLACIONES (MEXICO,
EGIPTO E INDIA) CON RESPECTO A LOS POLIMORFISMOS DE CYP2C9

(*2, *3 E IVS8-109A<T)

Dos estudios previos sobre el efecto de los polimorfismos de CYP2C9*2y *3 se
realizaron solo con el biomarcador de respuesta de la concentracion de glucosa
en ayuno en pacientes de India y Egipto. Con respecto a las observaciones de
este estudio, se encontré que los pacientes mexicanos portadores de
CYP2C9*1/*1 (121 mg/dL) del grupo glibenclamida, asi como los portadores de
CYP2C9*1/*2 y CYP2C9*1/*3 del grupo glibenclamida/metformina (137.4 y 132.1
mg/dL) fueron similares o incluso menores a los observados en los pacientes de
Egipto con genotipo CYP2C9*1/*3 (130 mg/dL).

Mientras que, no se observaron diferencias en el control glucémico (<130 mg/dL)
en los pacientes mexicanos portadores de todos los genotipos de CYP2C9 a
diferencia del mayor control glucémico observado en pacientes de Egipto
portadores de CYP2C9*2/*3 (89%). Con respecto a los pacientes de la India y
de México (asociacion de *3 con <7% HbA1c; OR=2.78 [1.14-6.76]; Castelan,
2018), en este estudio también se observd un mayor control glucémico (<110
mg/dL y <7% HbA1c; OR=0.344 [0.05-2.16]) en pacientes portadores de
CYP2C9*1/*3 con respecto a CYP2C9*1/*1 (Tabla 10 y 11), pero la diferencia no
fue significativa, a diferencia de la observada en los dos estudios antes

mencionados (Tabla 10y 11).
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Tabla 10. Efecto de los polimorfismos de CYP2C9 en el biomarcador glucosa en
ayuno y control glucémico en pacientes con DMT2 mexicanos y otras

poblaciones
Respuesta a glibenclamida: glucosa en ayuno (mg/dL)
g'r';??r:;‘ cemiante Biomarcador CYP2C9 genotypes
*1/*1 (n) *1/*2 (n) *1/*3 (n) *2/*3 (n)
Glibenclamida Glucosa en ayuno 121 (10) 249 (1)
(n=11) [mg/dL] [94.6-147.4]
Control glucémico 30 % (3)
<110 mg/dL
Glibenclamida/ Glucosa en ayuno 156.8 (97) 137.4 (9) 132.1 (5) 148 (1)
Metformin [mg/dL] [93.1-220.5] [107.8-167] [68.6-205.6]
(n=112) Control glucémico 18.56 % (18) 35.7 % (5) 0% (0)
<110 mg/dL
Control glucémico 39.17 % (38) 44.44% (4) 40% (2) 0% (0)
<130 mg/dL
Glibenclamide Fasting glucose 170 (53) 150 (20) 130 (18) 130 (9)
glib/met= 94 [mg/dL] [80-290] [80-280] [75-300] [99-280]
glibenclamide= 6 Glycemic control 41.2% (21) 42% (8) 70% (12) 89% (8)
DMT2: Egipto [38] <130 mg/dL p=0.015
Glibenclamide Glycemic control <110 25 % (16) 50 % (8) *

glib/met= 2
glibenclamide= 78
DMT2: India [39]

mg/dL

Los datos expresados como: *= mediana; RIC (rango intercuartilico)= [Q3-Q1]; n= ndmero de
individuos; % (porcentaje); * p<0.05 (entre polimorfismos); ** p< 0.05 (entre hipoglucemiante oral)

Tabla 11. Efecto de los polimorfismos de CYP2C9 en el biomarcador %HbA1c
y control glucémico en pacientes con DMT2 Mexicanos

Hipoglucemiante

Biomarcador

Respuesta a glibenclamida en pacientes con DMT2

Mexicanos (Este estudio)

oral (n) Genotipos de CYP2C9
*1/1 (n) *1/2 (n) *1/3 (n) *2/*3 (n)

Glibenclamida % HbATC 6.05 (10) 62(1)

(n=11) Control glucémico 50% (5) 100% (1)

[HbA1C < 7%]

Glienclamida % HbA1c 8.06 (97) 8.2 (9) 8.3 (5) 6.4 (1)
IMetformina [5.74-10.38] [6.9-9.4] [5.4-11.8]

(n=112) Control glucémico 34.02% (33) 44.44% (4) 60 (3)% 100 (1)

[HbA1c < 7%]

Glibenclamida/
Metformina
- (n=403)

Biomarcador

Control glucémico

[HbA1c < 7%]

Respuesta a glibenclamida en pacientes con DMT2

Mexicanos (Castelan, 2018)

*1/1 (n)

Genotipos de CYP2C9
*1/*2 (n) *1/*3 (n)

*2/*3 (n)

45% (339/153)

47% (38/18) 65% (26/17)

Los datos son expresados como: 2= mediana; RIC (rango intercuartilico)= [Q3-Q1]; n= nimero
de individuos; % (porcentaje); * p<0.05 (entre polimorfismos); ** p< 0.05 (entre estudios).
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6.2.3 POLIMORFISMOS DE CYP2C9 (*2, *3 E IVS8-109A<T) Y LA PRINCIPAL
REACCION ADVERSA (HIPOGLUCEMIA) A GLIBENCLAMIDA EN

PACIENTES MEXICANOS CON DMT2

En total, veintidos pacientes (11.05%) presentaron eventos hipoglucémicos
(concentracion de glucosa en ayuno <70 mg/dL; Proyecto de NOM-015-SSA2-
2018), dentro de estos, dieciseis fueron portadores de CYP2C9*1/*1, s6lo un
paciente tuvo prescripcion de 20 mg de glibenclamida y presentoé cuatro eventos
hipoglucémicos. Mientras que, la concentracion de glucosa en ayuno en los
eventos hipoglucémicos oscil6 entre 27-70 mg/dL, el 41.2% de los pacientes que
tuvieron hipoglucemias recibieron prescripcion de 5 mg de glibenclamida
(dosis/dia) y el 23.5% recibieron 15 mg. Es importante mencionar que se observé
una tendencia a un mayor numero de portadores de CYP2C9*1/*2 y
CYP2C9*1/*3 (glibenclamida/metformina) con eventos hipoglucémicos (22.2 y

40%) comparado con los portadores de CYP2C9*1/*1 (15.46%), (Tabla 12).

Tabla 12. Eventos hipoglucémicos de acuerdo a los polimorfismos de CYP2C9
(concentracion de glucosa en ayuno <70 mg/dL) en pacientes mexicanos

Eventos hipoglucémicos
H‘pfg'ucem‘a”te Genotipos CYP2C9
ora
*1/*1 (n) *1/*2(n) *1/*3(n) *2/*2(n) *2/*3(n)
Glibenclamida 2EH

8 NH

20%
Glibenclamida/ 15 EH 2EH 2EH 1EH
Metformina 82 NH 7NH 3 NH

15.46% 28.57% 40%

Los datos son expresados como: n(%); EH: evento hipoglucémico, NH: No evento hipoglucémico
* p<0.05 con respecto a los portadores de CYP2C9*1/*1.
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6.2.4 SUSTRATOS E INHIBIDORES DE CYP2C9 EN PACIENTES
MEXICANOS CON DMT2 CON RESPECTO A SUS PRINCIPALES

POLIMORFISMOS (*2, *3 E IVS8-109A>T)

En esta muestra de pacientes mexicanos se observo una tendencia a un mayor
porcentaje de portadores de CYP2C9*1/*1-AA  (glibenclamida vy
glibenclamida/metformina) que recibieron prescripciones de sustratos e
inhibidores (56 y 66%) de CYP2C9 comparado con los portadores de
CYP2C9*1/*3-AA y AT (25 y 25%), mientras que un 28% de los portadores de
CYP2C9*1/*2-AA recibieron prescripciones de sustratos e inhibidores para el

grupo de glibenclamida/metformina (Tabla 13).

Tabla 13. Distribucidon de sustratos e inhibidores de acuerdo a la combinacion de
polimorfismos de CYP2C9

Sustratos de CYP2C9

Hipoglucemiante Genotipos CYP2C9

oral (n) *1/*1 (n) *1/*2 (n) *1/*3 (n) w3
A/A (n) A/T (n) T/T (n) A/A(n) A/T(n) A/A(n) A/T(n) (n)

Glibenclamida  50% (3/6) 66.66% (2/3) 100% (1/1) 0% (1/1)

(n=11)

Glibenclamida/  48.6% (36/74) 18% (4/20) 33.33% (1/3) 28.6% (2/7) 0% (0/2) 25% (1/4) 0% (0/1) 0% (0/1)

Metformina

(n=112)

Hipoglucemiante

oral

Inhibidores de CYP2C9

Genotipos CYP2C9

(n) *1/*1 (n) *1/*2 (n) *1/*3 (n) *2/*3 (n)
AJA (n) A/T (n) T/T (n) A/A (n) A/T(n) A/A(n) A/T(n)

Glibenclamida 66.66% (4/6) 100% (3/3) 100% (1/1) 0% (1/1)

(n=11)

Glibenclamida/  56.8% (42/74) 18% (4/20) 33.3% (1/3) 28.6% (2/7) 0% (0/2) 25% (1/4) 0% (0/1) 0% (0/1)

Metformina

(n=112)

Los datos son expresados como: = mediana; RIC (rango intercuartilico)= [Q3-Q1]; n= ndmero
de individuos; % (porcentaje); * p<0.05 (entre polimorfismos con respecto a CYP2C9*1/*1); ** p<
0.05 (entre hipoglucemiante oral)
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6.2.5 OTROS FACTORES RELACIONADOS CON DMT2 Y CYP2C9

6.2.5.1 DOSIS PRESCRITA/DIA

Como se observo previamente, la dosis prescrita/dia se asocié con el control
glucémico (concentracién de glucosa en ayuno y %HbA1c) en el modelo de
regresion logistica, sin saber si existe diferencia con rescpecto a algun SNP en
particular. De acuerdo con ello, se observd que los pacientes portadores de
CYP2C9*1/*1-AA del grupo glibenclamida recibieron una dosis menor (5 mg de
glibenclamida) comparada con los portadores del mismo genotipo, pero del

grupo glibenclamida/metformina, Tabla 14.

Mientras que para el polimorfismo intrénico /VS8-109A>T, los portadores de
CYP2C9*1/*1-AT recibieron una prescripcion de dosis y dosis/peso 75% menor
que los portadores de CYP2C9*1/*1-AA en el grupo glibenclamida, y también fue
80% menor que los portadores de CYP2C9*1/*1-AT del grupo

glibenclamida/metformina (Tabla 14).
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6.2.5.2 GENERO Y OBESIDAD

En este estudio se observd una mayor proporcion de mujeres en general y en
cada uno de los grupos, pero el analisis de regresion logistica no mostrd
asociacion con el control glucémico y el modelo se ajustd para esta variable. Sin
embargo, la amplia variabilidad observada en el control glucémico con respecto
al género y a la combinacién de polimorfismos de CYP2C9 no se habia descrito.
En este estudio se observd una tendencia a un mayor porcentaje de pacientes
hombres con control glucémico (concentracion de glucosa en ayuno y %HbA1c)
y portadores de CYP2C9*1/*1-AT (grupo: glibenclamida/metformina) con
respecto a CYP2C9*1/*1-AA y con respecto a mujeres portadoras del mismo
genotipo, sin ser estadisticamente significativas (Xi?>= 3.5, p= 0.06 y Xi?= 3.75;
p=0.05), Tabla 16.

De manera similar, la variable obesidad no se asoci6 con el control glucémico en
la regresion logistica, pero cuando se describio con respecto a los polimorfismos
de CYP2C9 se observo una tendencia a un mayor porcentaje de pacientes con
obesidad y portadores de CYP2C9*1/*1-AT (42%) con control glucémico con
respecto al 16.64% de los pacientes sin obesidad y con el mismo genotipo, sin
ser estadisticamente significativos. Sin embargo, se observé un mayor
porcentaje de portadores CYP2C9*1/*1-AA sin obesidad con control glucémico
(Xi®= 4.27; p= 0.039; OR=0.11 [0.01-0.091]). Estos efectos se observaron sélo

con el biomarcador %HbA1, Tabla 17.
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7. DISCUSION

En este estudio se describieron por primera vez las frecuencias alélicas y
genotipicas de las principales variantes de CYP2C9: *2, *3 e IVS8-109T en una
muestra de la poblacion mexicana-mestiza con DMT2, en quienes se observo
una variabilidad genética, ya que el 22.7% de los pacientes son portadores de
algun polimorfismo y 36.28% son portadores de genotipos con alguna variante.
Ademas, se ha descrito en la literatura que el polimorfismo intronico /VS8-109T
esta presente en voluntarios sanos portadores de CYP2C9*1 [39, 51], y en este
estudio se describié por primera vez que dentro del 93% de pacientes portadores
de CYP2C9*1, el 24.2% son también portadores de /VS8-109T. Por lo que se
incrementa la variabilidad con este polimorfismo, y se vuelve aun mas relevante
por estar dentro del alelo asociado con una actividad enzimatica normal de
CYP2C9 [39, 51].

Esta amplia variabilidad genética podria explicar en parte, el bajo porcentaje de
pacientes mexicanos en control glucémico (25%) reportado por ENSANUT
(2012), ya que de acuerdo a la literatura, las variantes genéticas podrian explicar
hasta en un 40% de la variabilidad en la farmacocinética de las SUs [13, 27, 28].
Sin embargo, la mayoria de los estudios farmacogenéticos asi como las dosis
establecidas para farmacos como las SUs se han realizado en poblaciones
caucasicas, ademas, se ha documentado la existencia de variabilidad en la
respuesta entre poblaciones, aun en aquellas con proximidad geografica [28, 32,

33, 40, 41, 53, 55, 153].
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En este estudio, se observo una clara variabilidad genética entre poblaciones
con respecto a los pacientes mexicanos para las variantes *2 y *3; cabe
mencionar que este es el primer estudio donde se han comparado estas
frecuencias. Para ambas variantes, los pacientes mexicanos tuvieron
frecuencias menores con respecto a los europeos (*2: 4 vs 9-13% y *3: 3 vs 0.3-
8%) y africanos (Egipto; *2: 4 vs 15y *3: 3 vs 14%), pero con respecto a la
variante *2, los pacientes mexicanos presentan una mayor frecuencia que los
pacientes de Asia, en particular de China y Japdn, en quienes no se observo.
Mientras que, la variante *3 fue menos frecuente en mexicanos que en asiaticos
(3 vs 5-9%) [53, 58, 64-67, 142-148].

Cabe recordar que, las dosis de farmacos se han determinado principalmente en
poblaciones caucasicas, quienes presentan una mayor frecuencia de las
variantes (*2 y*3) asociadas a un metabolismo lento y como consecuencia, la
dosis necesaria por los pacientes seria distinta entre poblaciones debido a esta

variabilidad.

Por otro lado, existen evidencias que sugieren una asociacion de las enzimas de
la subfamilia CYP2C (CYP2C19) con la retinopatia diabética (factor de riesgo)
en mujeres con metabolismo lento (japoneses) y en pacientes mexicanos con
DMT2 de la Ciudad de México, en quienes se observé asociacion de CYP2C19*2
con la DMT2 (p=0.01) [153, 154]. Ademas, las secuencias de CYP2C19 y
CYP2C9 son similares, excepto por 43 de los 490 aminoacidos [36-38], aunado
a ello, ambas enzimas comparten mecanismos de regulacion a nivel

transcripcional mediante ligandos del receptor alpha estrogenos [138] y se han
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reportado evidencias sobre el desequilibrio de ligamiento entre las variantes *2
(asociada al metabolismo lento) y *17 (asociada al metabolismo ultra-rapido) de
CYP2C19 con CYP2C9*1 y CYP2C8*1 en diferentes poblaciones [155-158].
También, CYP2C9 se ha considerado como factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares (inflamacién) por el metabolismo de sustratos endégenos como

el acido araquildénico [89-99].

En este estudio, después de comparar las frecuencias de las variantes CYP2C9
de voluntarios sanos (revision reportada por Fricke y actualizada en este estudio)
[36, 50] con respecto a los pacientes mexicanos, se observo una frecuencia
mayor de la variante CYP2C9*2, s6lo en voluntarios sanos del norte de México
(Nayarit, Sonora, Nuevo Leén y Zacatecas) [50, 149-151] con respecto a los
pacientes (Xi?=6.33; p=0.012). Sin embargo, es importante mencionar que el
tamano de las muestras de los voluntarios sanos fueron menores a 50, y ésto es
una limitante para la deteccion de diferencias estadisticas; debido a lo anterior,
las frecuencias se agruparon por regiones y aun asi, se conservo la diferencia.
Cabe mencionar que el tamafo de la muestra de voluntarios y pacientes
(voluntarios sanos= 300 y DMT2=248), asi como la metdologia de

genotipificacion fueron similares.

Por otro lado, los resultados observados en este estudio difieren de lo reportado
por Semiz para CYP2C9*2, ya que en su estudio no encontré diferencias en las
frecuencias entre sanos y pacientes; y esta controversia también se observé con
respecto a CYP2C19*2 [154, 159]. Estas diferencias se podrian explicar por el

tamano reducido de las muestras (menor a 50 individuos) en el estudio de Semiz,
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y a las diferencias entre poblaciones, debido a que la poblacion de Bosnia y
Herzegovina tiene un fondo genético distinto a los mexicanos. Este ultimo factor
es importante, ya que se ha observado que el riesgo a padecer DMT2 es muy
variable entre las poblaciones.

En el presente estudio no se realizo estratificacion de acuerdo a la ancestria y
esta informacién no se reportd en los estudios con muestras de voluntarios
sanos, y tampoco se considero en el estudio de Semiz. Debido a lo anterior, seria
importante realizar mas estudios que consideren la determinacién de
biomarcadores de ancestria en muestras de pacientes y de voluntarios sanos
para descartar asociaciones aparentes o no reales, sobre todo para poblaciones
mestizas como la mexicana con respecto a la variante CYP2C9*2 y la DMT?2.
Esta informacion seria relevante, ya que se ha observado que los individuos
americanos nativos son 2.2 veces mas probables de ser diagnosticados con
diabetes comparado con los individuos con ancestria europea, segun la ADA
[160].

En la actualidad, la poblacion mexicana esta compuesta por 65 grupos nativos
(INEGI, 2008) y un 93% de mexicanos-mestizos (mezcla de 65 grupos nativos
con espanoles), cuyos principales componentes de diversidad biolégica son: los
amerindios, europeos Yy africanos [160-162]. Ademas, es importante mencionar,
que existen evidencias de fluctuaciones regionales en México con un incremento
del componente europeo en el norte; por ejemplo, en Monterrey presentan
contribucion europea el 51.5-61.9% y 31.9-42.6% de americana nativa, mientras
que en voluntarios de la Ciudad de México el componente europeo fue 30% y el
amerindio del 65% (en ambos casos el componente africano fue del 5%), y que

se ha explicado por sus diferentes dinamicas poblacionales y de mestizaje tras
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la conquista [163-165]. Estas fluctuaciones regionales también se observaron en
la frecuencia de la variante *2, que fue mayor en los estados del norte, como lo
reportado para el componente de ancestria europeo, y es importante mencionar
que los espafoles también presentan una mayor frecuencia de la variante *2
[49].

También, se han reportado variaciones en las proporciones de los componentes
ancestrales [166] en voluntarios sanos y en pacientes con DMT2 de la Ciudad
de México; en los primeros, el componente amerindio fue del 57% y en los
paicentes fue del 66% y en otro estudio se reporté [166-168] una asociacién
positiva de los componentes de ancestria amerindia con la DMT2 en pacientes
de la Ciudad de México (OR=1.6 [0.6-4.3]), sin ser estadisticamente significativa.
Por ello, la importancia de realizar mas investigaciones que consideren la
ancestria, para las asociaciones de SNPs de CYP2C9 con la DMT2, ya que

podrian ser un marcador de ancestria y/o biomarcadores farmacogenéticos.

Los resultados observados en este estudio brindan mas informacion y exploran
la posible asociacion de CYP2C9 con la DMT2, que no se habia descrito
previamente para pacientes mexicanos-mestizos, como lo muestran las
revisiones realizadas por Sanchez-Pozos en 2016 y Garcia-Chapa en 2017 para
los componentes genéticos de la DMT2 en poblacion mexicana [158, 160]. La
diferencia significativa en la frecuencia de la variante *2 entre pacientes y
voluntarios sanos mexicanos no se observo cuando se agruparon todos los datos
reportados para voluntarios sanos, posiblemente porque el tamafo de la muestra

del norte fue menor que en las otras regiones (n=300 vs n=1,971) y pudiera
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haberse diluido el efecto, ademas, la diferencia en el tamafo de las muestras

entre pacientes (n=248) y voluntarios sanos (n=2,271) fue casi 10 veces.

También se observaron diferencias en las frecuencias de la variante CYP2C9*2
entre pacientes y voluntarios sanos de Asia, pero el tamafio de la muestra de
pacientes fue 14 veces menor y se desconoce si las muestras fueron de una sola
region, y contrario a lo reportado en muestras de México y de Asia, la frecuencia
de esta variante en africanos fue mayor en pacientes que en voluntarios sanos.
Cabe remarcar la diferencia en el tamafno de las muestras y la variabilidad entre
las regiones de un pais que pueden contribuir a observar o no la variabilidad
genética, por lo que seria importante realizar mas estudios que pudieran brindar
mas informacion y considerar la estratificacion por ancestria para evitar errores
en la interpretacidn de los resultados, sobre todo para las poblaciones mestizas

que pueden presentar diferentes sensibilidades dependiendo del fondo genético.

El papel de la variante intronica /IVS8-109T en el metabolismo de farmacos aun
no es claro, y su inclusion en los estudios aportaria mas informacion sobre su
efecto y su importancia. Cabe recordar que en este estudio se describié por
primera vez su frecuencia en el 16% de los pacientes como alelo y en 28% como
genotipo, y que ademas su frecuencia fue menor (p<0.05) a la observada en
voluntarios sanos mexicanos en una muestra de la Ciudad de México (29 vs
16%). Particularmente, el tamafio de la muestra fue similar (n=300 voluntarios
sanos y n=248 pacientes con DMT2) entre voluntarios y pacientes, la

genotipificacion se realizé con la misma metodologia (RFLP-PCR) y tanto los
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pacientes como los valuntarios sanos fueron de la Ciudad de México, aunque no
se realiz6 estratificacion por ancestria [45].

Es importante mencionar que, el polimorfismo /VS8-109T se ha observado en
portadores del alelo *7 y se ha descrito que los individuos de grupos americanos
nativos presentan con mayor frecuencia este alelo, asi como que tienen una
mayor susceptibilidad a la DMT2. En el presente estudio se observo el
polimorfismo /VS8-109T con menor frecuencia en pacientes, por lo que la
ausencia de polimorfismos T y/o *2 en el gen de CYP2C9 podria estar implicada
en la etiologia de la DMT2. Tambien se observo la variabilidad genética del
polimorfismo T en voluntarios sanos entre las poblaciones de Suecia, Japén y
Corea con respecto a los mexicanos, ya que las frecuencias fueron diferentes y
menores para los mexicanos con respecto a los europeos y asiaticos, pero no
sabemos si existen diferencias con respecto a los pacientes de otras

poblaciones, como se observo en mexicanos.

En estudios previos se ha reportado que la variabilidad genética puede explicar
hasta en un 40% las diferencias observadas en la farmacocinética de las
sulfonilureas [6,7, 26-34], sin embargo, la variabilidad interindividual y entre
poblaciones en la respuesta a medicamentos son resultado de la combinacion
de multiples factores (ambientales y genéticos) y aun mas, en enfermedades
complejas como la DMT2. Por ello, es importante considerar que las estrategias
basadas en el fenotipo predictivo (a partir de los genotipos) observado en
poblaciones europeas en ocasiones no coincide con el fenotipo metabdlico
medido (fenotipificacion) en otras poblaciones [36, 49, 51, 54], de ahi la

importancia de realizar estudios que consideren la parte genética (varios
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polimorfismos), y otros factores que puedan influir en la actividad de las enzimas

metabolizadoras de farmacos.

En este estudio se observd por primera vez la combinacion de las variantes
alélicas CYP2C9*2 y CYP2C9*3 con [VS8-109T, asi como una amplia
variabilidad en la concentracion de glucosa en ayuno y %HbA1c entre genotipos
y dentro de un mismo genotipo en condiciones de estado estacionario de
glibenclamida, tal como se ha reportado en la literatura para las sulfonilureas.
En particular, para glibenclamida en pacientes de Egipto e India, en quienes se
observé una amplia variabilidad en las concentraciones del farmaco (cero a 1520
nmol/L) en pacientes que reciben una misma dosis, es por ello que se considera
que su uso esta lejos de las condiciones optimas [64, 148].

En pacientes mexicanos se observaron tendencias a menores concentraciones
de glucosa en ayuno y %HbA1c para los genotipos CYP2C9*1/*1-AA,
CYP2C9*1/*1-AT del grupo de glibenclamida junto con CYP2C9*1/*1-TT del
grupo glibenclamida/metformina con respecto a los demas genotipos. Cabe
mencionar que, aun no es claro el papel del polimorfismo T en el metabolismo
de farmacos y para glibenclamida no se conoce su efecto. Ademas, esta
observaciéon fue en pacientes que recibieron prescripciones de dosis menores,
por lo que un metabolismo lento podria explicar este efecto, de manera similar a
lo observado en un estudio en pacientes con epilepsia portadores de la variante
T, cuyo efecto podria estar relacionado con una actividad reducida de CYP2C9

(mayores concentraciones plasmaticas de fenotoina) [45].
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Mientras que, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
biomarcadores de respuesta a glibenclamida con respecto a los diferentes
genotipos de CYP2C9, similar a lo descrito en pacientes de Egipto [64], donde
s6lo los portadores de CYP2C9*2/*3 tuvieron un mayor control glucémico
(p<0.05), pero en la muestra de pacientes mexicanos solo se identificé un caso
y no presento control glucémico con ninguno de los biomarcadores. Sin embargo,
tanto Surendiran (pacientes de India) como Castelan [67] (pacientes mexicanos)
reportan una mayor frecuencia (p<0.05) de pacientes portadores de la variante

*3 con control glucémico, de manera significativa.

Las tendencias observadas en este estudio a diferencia de los resultados
contundentes de Castelan en pacientes mexicanos, asi como con el estudio de
Surendiran y Salam podemos atribuirla en parte al tamafio reducido de la
muestra y del numero de pacientes por genotipo, ya que en este estudio se
incluyeron a 199 pacientes y en el estudio de Castelan fueron 440, y a pesar que
3 de los 4 pacientes portadores de CYP2C9*1/*3-AA tuvieron control glucémico,
la limitante fue el numero reducido de pacientes que no permitid observar
diferencias estadisticamente significativas; y en el grupo de glibenclamida solo

un paciente fue portador de este genotipo [64, 67, 148].

Por otro lado, en los estudios de Surendiran (India) y Salam (Egipto) no
encontraron influencia de la dosis en el control glucémico, pero en el presente
estudio (México), los pacientes con las prescripciones de dosis mas bajas (2.5

mg) tuvieron tendencias a menores concentraciones de los biomarcadores de
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respuesta en el grupo glibenclamida, comparado con los pacientes del grupo
glibenclamida/metformiana con dosis prescritas mayores a 10 mg de
glibenclamida [148, 64]. De manera silmilar, en el estudio de Castelan (México)
[67] se observd un mayor control glucémico con dosis menores (p=0.031) y muy
importante mencionar que la asociacién de la variante *3 con el control glucémico
se observo inicialmente en toda la muestra, y tras un ajuste de acuerdo al tipo
de tratamiento (glibenclamida y glibenclamida/metformina) encontraron que, la
asociacion fue realmente en los pacientes en tratamiento soélo con glibenclamida

(OR=6.63 [1.6-27.3], p=0.009 y OR=1.71 [0.48-6.14], p=0.41).

La observacion anterior, es similar a lo descrito en el presente estudio, pues
encontramos que la dosis y los biomarcadores de respuesta fueron menores en
el grupo de glibenclamida comparado con los de glibenclamida/metformina y por
ello no los agrupamos, por ser un sesgo potencial. Sin embargo, la limitante en
nuestro estudio fue el numero reducido de pacientes en el grupo glibenclamida
(n=11) y la presencia de un solo portador de CYP2C9*1/*3 que no permitio
evaluar esta condicion de manera estadistica, y en el grupo
glibenclamida/metformina no se observaron diferencias estadisticamente
significativas como lo report6 Castelan. Por lo anterior es necesario investigar
mas factores involucrados en los pacientes en tratamiento con
glibenclamida/metformina.

La dosis de glibenclamida podria ser uno de estos factores, ya que se ha
reportado una correlacion positiva entre la dosis diaria de glibenclamida y
%HbA1c (p=0.0001), pero negativa con la concentracion de insulina en suero

(p=0.03) [32, 33, 62]. Por ejemplo, los pacientes que recibieron dosis mayores
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de 10 mg de glibenclamida tuvieron 93 pmol/L de insulina y 8.4%HbA1c
comparado con los pacientes que recibieron 1.75 mg, quienes tuvieron 256
pmol/L de insulina y 5.9% HbA1c (p=0.006); lo que podria explicarse por una
desensibilizacion o por un funcionamiento exhaustivo de las células Beta por un
sobre estimulo con dosis mayores a 10 mg de glibenclamida en estado
estacionario sumado a las concentraciones de los metabolitos activos, sobretodo
M1 que es tan activo como glibenclamida; por ejemplo se ha determinadas

glibenclamida, M1y M1 + M2: 18, 29 y 33 ng/mL en plasma [29, 32, 33, 54, 62].

La informacién anterior podria contribuir en que no se observara diferencia
estadisticamente significativa para el efecto de la variante *3 en el control
glucémico, ya que la mayoria de los pacientes mexicanos recibieron
prescripciones de dosis de 15 mg y con la presencia de metabolitos activos
generarian un estimulo continuo de altas dosis de hipoglucemiante en las células
B pancreaticas y una posible desensibilizacién, que desencadenaria en una
menor secrecion de insulina. Aunque el tratamiento con altas dosis y la presencia
de metabolitos activos previo a la desensibilizacion, también podrian inducir
eventos hipoglucémicos, que se han asociado con una baja adherencia al
tratamiento y como consecuencia, una falla en la eficacia o bien la variabilidad
en la respuesta.

Otra diferencia importante entre los estudios fue el nUmero de pacientes mujeres
que participaron en cada uno de ellos: Surendiran, 24%; Salam, 81% este
estudio y Castelan, 69 y 71% (Xi?=45.26, p<0.05; Xi’=4.38, p=0.04) [148, 64, 67],
y cabe mencionar que uno de los mecanismos de regulaciéon de CYP2C9 y de

CYP2C19 es mediante el receptor de estrégenos. Ademas, se ha observado que
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los estrégenos disminuyen la actividad de CYP2C19 (ratones) y los andrégenos
incrementan la actividad de CYP2C9 (ratones)[100-103].

En este estudio se observd una tendencia a mayor control glucémico
(concentracion de glucosa en ayuno) en hombres portadores del genotipo
CYP2C9*1/*1-AT con respecto a las mujeres con el mismo genotipo
(glibenclamida/metformina), lo que podria explicarse por una mayor actividad de
CYP2C9, ya que aunque las dosis prescritas fueron mayores a 10 mg de
glibenclamida no se presentaria la desensibilizacion de las células B; pero el
tamano reducido de la muestra podria explicar que no hubiera diferencia
significativa [32, 42].

Por otro lado, en los tres estudios previos no se reportod el uso de sustratos y/o
inhibidores de CYP2C9 dentro de los tratamientos concomitantes y menos con
respecto a los polimorfismos; mientras que en este estudio observamos que los
pacientes portadores de CYP2C9*1/*1-AA (sin SNPs) recibieron el mayor
namero de prescripciones de sustratos e inhibidores de CYP2C9 (50 y 66%,
respectivamente) y es importante recordar que las comorbilidades son
frecuentes en los pacientes con DMT2 (44%) y que reciben tratamientos
concomitantes como parte de una estrategia farmacologica valiosa, pero que a
su vez incrementan el riesgo de interaccion en el metabolismo de farmacos y de
reacciones adversas (hipoglucemia), por el incremento de las concentraciones
de los hipoglucemiantes orales [53, 60, 169].

En este estudio se observo una tendencia a un mayor numero de eventos
hipoglucemia con las variantes *2 y *3 como se reporta en la literatura, cabe
enchironar que se observo un 20% de eventos hipoglucémicos en portadores de

CYP2C9*1/*1-AA, y este fenotipo se ha asociado con un metabolismo rapido y
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con una menor probabilidad de hipoglucemias, estos eventos se podrian explicar
en estos pacientes por la interaccidon con sustratos e inhibidores de CYP2C9, ya
que recibieron el mayor numero. Por tanto, este factor también podo influir para
que no se observara una asociacion significativa de la variante *3 con el control
glucémico en este estudio, ya que si los portadores de los genotipos de CYP2C9
sin polimorfismos asociados a un metabolismo rapido (fenotipo predicho a partir
del genotipo) recibieron prescripciones concomitantes con sustratos y/o
inhibidores de esta enzima, es probable que su metabolismo se volviera lento
por el periodo de tiempo donde se da la interaccion, lo que se conoce como el
fendmeno de fenoconversion (fenocopia) en el 50-66% de los pacientes
portadores de este genotipo y los biomarcadores de respuesta disminuirian, asi
como también la diferencia con respecto a los portadores de variantes asociadas

con el metabolismo lento [36, 40, 54].

Esta informacion coincide con lo reportado en pacientes de Finlandia en
tratamiento con glimepirida y glipizida junto con trimetoprim, metronidazol y
fluconazol (inhibidores de CYP2C9) en quienes se reportd un efecto exagerado
y biomarcadores de respuesta menores (glucosa en ayuno y %HbA1c) [81].

Ademas, no debemos olvidar que las condiciones propias de la enfermedad
podrian inducir diferencias en el estado metabdlico de los pacientes con DMT2
con respecto a los voluntarios sanos; por ejemplo, en la secrecion de insulina
postprandial endogena [8], la inflamacion de bajo grado que puede influir en la
actividad de la enzima CYP2C9, las comorbilidades (obesidad, hipertension,

enfermedades cardiovasculares, etc.) y que la secrecién de insulina podria estar
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acoplada con la activacion de fosfolipasas, y estas con la liberacion del AA, que
es metabolizado por CYP2C9 a EETs [8, 91-99, 121, 170].

Recientemente, Gravel (2019) reporté una tendencia a una mayor actividad de
CYP2C9 en el metabolismo de tolbutamida en pacientes con DMT2 con respecto
a voluntarios sanos (p=0.0008) de Canada, pero al ajustar por edad y género,
s6lo se observd como tendencia (p=0.05); en cambio si observd una actividad
reducida para CYP2C19, que se conservo tras el ajuste (p=0.001) [170].

En este estudio se observé la tendencia a un mayor porcentaje de pacientes
portadores de CYP2C9*1/*1-AT con obesidad y control glucémico (%HbA1c y
concentracion de glucosa en ayuno) con respecto a los portadores de
CYP2C9*1/*1-AA, lo que se podria explicar por la participacion del alelo T que
es la variable distinta en estos pacientes. Pero en pacientes sin obesidad se
observa lo contrario (s6lo en %HbA1c) en el grupo glibenclamida/metformina, lo
cual podria explicarse por las bajas concentraciones de EETs (metabolito de
CYP2C9) que se han asociado con la obesidad, asi como por la modificacion de
la transcripcion de algunos CYPs y la regulacion de la adipogenesis, ademas de
un incremento en el contenido de estas enzimas en el higado, que se ha
estimado hasta en un 80% (en ratones). Sin embargo, la extrapolacion entre

especies es complicada [103, 118, 123-126].

Es importante mencionar que los biomarcadores utilizados en los estudios de
Surendiran, Salam y este estudio fue la concentracion de glucosa en ayuno y el
control glucémico, a diferencia del biomarcador %HbA1c que fue utilizado por
Castelan, mientras que este es el primer estudio donde se analizaron ambos

biomarcadores.
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En el estudio de Castelan, se consideré el control glucémico HbA1c<7%
determinado experimentalmente sin considerar el intervalo 7-8% HbA1c y en
este estudio se consider6 HbA1c<6.5% (NOM-015-SS2A1-1995) vy
HbA1c<7%(Proyecto de NOM-015-SS2A1-2018) a partir de expedientes clinicos
en distintos tiempo de medicion, o que podria introducir variabilidad en su
determinacién analitica [18, 67, 171].

Cabe mencionar, que las discrepancias observadas entre los biomarcadores de
respuesta en este estudio (concentracion de glucosa en ayuno y %HbA1c) para
algunos factores, concuerdan con lo observado en estudios previos en pacientes
caucasicos, en quienes no encuentran correlacion; a diferencia de lo observado
en pacientes asiaticos. Estas discrepancias podrian explicarse porque cada
biomarcador mide la concentracion de glucosa en diferentes puntos en el
proceso de homeostasis de la glucosa, ya que la glucosa en ayuno se determina
principalmente por la produccion de glucosa hepatica y la captacion de glucosa
periférica y los periodos de transicidon de hipoglucemia son observables, en
cambio, el %HbA1c no refleja estos periodos de transicion de hipoglucemia y si
refleja la contribucion glucémica postprandial determinada por la dieta, asi como

que depende del %HbA1c basal [121-133].

Finalmente, en este estudio también se realiz6 el analisis de regresion logistica
bivariada y multivariante (ajuste por variables confusoras) de manera similar a lo
reportado por Salam y Surendiran, quienes no encontraron interaccion
significativa de las variables estudiadas con el control glucémico, sin embargo,

en este estudio se observo en el analisis bi-variado la interaccion de la dosis de
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glibenclamida con el control glucémico (<6.5y 7% HbA1c), pero no tras el ajuste,
y s6lo se mantuvo la interaccion con la concentracion de triglicéridos, el tipo de
tratamiento y la tension arterial diastolica. El primer modelo de control glucémico
HbA1c<6.5% con las variantes genéticas y factores ambientales estudiadas
explican el 26.3-27.8%, mientras que con HbA1c<7%, se explica el 41%.
Contrario a lo observado en este estudio, Castelan encontré en el analisis de
regresion logistica multiple la interaccion de la variante *3 con el control
glucémico y su ajuste con respecto al tipo de tratamiento, ya que los pacientes
en tratamiento con glibenclamida fueron quienes realmente tuvieron esta
interaccion, estas diferencias se podrian explicar por la diferencia en el tamafio

de la muestra de los pacientes en tratamiento solo con glibenclamida.

Cabe mencionar, que ademas de los factores mencionados, existen otros SNPs
en genes de otras enzimas CYP450, transportadores o blancos farmacologicos
de glibenclamida. Por ejemplo, en este estudio se realiz6 un analisis por
subgrupo y ajuste de tamafio de muestra, de manera similar a lo realizado en los
estudios de relacion genotipo-fenotipo de CYP2C9 con sulfonilureas, en el que
se consideraron 26 pacientes con genoitpos CYP2C9*1/*1-CYP2C8*1/*1-
CYP2C19*1/*1, caracteristicas antropométricas, clinicas y bioquimicas similares
a las de los 5 portadores de CYP2C9*1/*3, con quienes se observo diferencia
estadisticamente significativa, similar a lo observado por Castelan, pero solo bajo
estas condiciones, lo que podria explicar que otros polimorfismos dentro de la
subfamilia CYP2C que se han observado en desequilibrio de ligamiento y con
gran similitud en su secuencia podrian participar en la variabilidad en el

metabolismo de glibenclamida y tener efectos en los biomarcadores mas
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utilizados en la clinica. Ademas, en estudios in vitro se observo que CYP2C19y
CYP2C8 podrian participar en el metabolismo de sutratos de CYP2C9, pero en
voluntarios sanos no se replicaron estos mismos resultados y en pacientes con
DMT2 con glibenclamida aun no se ha estudiado [37, 38, 45, 50, 63, 155, 158].

De manera similar, polimorfismos en proteinas transportadoras de glibenclamida
como ABCB1 [45] o en el blanco molecular también podrian explicar la
variabilidad observada en pacientes y que en conjunto con los de CYP2C9, no

se han estudiado en pacientes con DMT2 mexicanos ni de otras poblaciones.

Los estudios que exploraren factores no considerados en poblaciones no
estudiadas, incrementan la evidencia de la variabilidad genética y la descripcion
de factores imporatantes al analizar los biomarcadores de respuesta mas
utilizados en la clinica (concentracion de glucosa en ayuno, %HbA1c y control
glucémico); ya que, es importante entender el efecto de los diversos factores
para que los hipoglucemiantes sean seguros y bien tolerados a través de un
amplio espectro de pacientes en paises como México, donde la DMT2 es un
problema de salud publica por su alta prevalencia, baja adherencia al tratamiento
farmacolégico (53-80%) ques pudiera asociarse con la hipoglucemia y falla al

tratamiento farmacolégico [165, 172-178].
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados encontrados en este estudio, concluimos que dentro
de la muestra de pacientes mexicanos con DMT2 en tratamiento con
glibenclamida existe una amplia variabilidad interindividual en el gen CYP2C9
por la presencia de los polimorfismos CYP2C9*2, *3 e IVS8-109T y su
combinacion con el alelo *7. También, existe una amplia variabilidad en las
frecuencias de las variantes *2 y *3 entre pacientes de poblaciones de Europa,
Asia y Africa con respecto a los pacientes mexicanos, y en particular, las
variantes *2 e [VS8-109T fueron menos frecuentes en pacientes que en
voluntarios sanos mexicanos. La primera, sélo con respecto a los voluntarios del
norte de México y con respecto a la segunda, existe una variabilidad en su
frecuencia en volunatarios sanos mexicanos con respecto a los de Europa, Asia
y otras poblaciones de América (Ecuador).

Por otro lado, no se observé una asociacion estadisticamente significativa de los
polimorfismos de CYP2C9 con el control glucémico en esta muestra de
pacientes, sin embargo, pudieran no ser factores independientes ya que si se
observaron tendencias a un mayor porcentaje de pacientes con control
glucémico y a un mayor numero de eventos hipoglucémicos con la variante *3 'y
a una menor concentracion de glucosa en ayuno y %HbA1c con la variante
IVS8-109T. Ademas, existe una tendencia a un mayor numero de pacientes
portadores de CYP2C9*1/*1-AA con prescripcion de sustratos e inhibidores de

CYP2C9, y estos mismos pacientes presentaron 17 de los 22 eventos
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hipoglucémicos totales. Por lo anterior, la nececidad de mas estudios que
contemplen factores relevantes como los eventos hipoglucémicos, el uso de
sustratos e inhibidores, la dosis, el tipo de tratamiento, estratificaciéon por
ancestria y otros polimorfismos asociados con la DMT2, con el transporte,

metabolismo, blanco molecular de glibenclamida en pacientes mexicanos.
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Abstract. The majority of Mexican patients with diabetes
mellitus type 2 (DMT?2) (67.9-85.0%) are prescribed sulpho-
nylureas (SUs), which are metabolized by cytochrome
P450 2C9 (abbreviated as CYP2C9). SUs are a type of oral
anti-diabetic compound which inhibit ATP-sensitive potas-
sium channels, thus inducing glucose-independent insulin
release by the B-pancreatic cells. The wide variability reported
in SU responses has been attributed to the polymorphisms
of CYP2C9. The present study aimed to describe CYP2C9
polymorphisms (*2, *3 and IVSS§8-109T) within a sample of
Mexican patients with DMT?2, while suggesting the potential
clinical implications in terms of glibenclamide response vari-
ability. From a sample of 248 patients with DMT2 who initially
consented to be studied, those ultimately included in the
study were treated with glibenclamide (n=11), glibenclamide
combined with metformin (n=112) or metformin (n=76),
and were subsequently genotyped using a reverse transcrip-
tion-quantitative polymerase chain reaction (PCR), end-point
allelic discrimination and PCR amplifying enzymatic restric-
tion fragment long polymorphism. Clinical data were gathered
through medical record revision. The frequencies revealed
were as follows: CYP2C9*1/*1, 87.5%; *1/*2, 6.5%; *1/*3,
5.2%; and CYP2C9, IVS8-109A>T, 16.1%. Glibenclamide
significantly reduced the level of pre-prandial glucose (P<0.01)
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and the percentage of glycated hemoglobin (%HbAlc; P<0.01)
for IVS8-109A>T compared with combined glibenclamide and
metformin treatment. Concerning the various treatments with
respect to the different genotypes, the percentages obtained
were as follows: Glibenclamide A/A, HbA1c<6.5=33.3%;
glibenclamide + metformin A/A, HbA1c<6.5=24.6%; gliben-
clamide A/T, HbA1c<6.5=33.3%; glibenclamide + metformin
A/T, HbA1c<6.5=25%; glibenclamide 7/7, HbA1c<6.5=100%;
and glibenclamide + metformin 7/7, HbA1c<6.5=12.5%.
Altogether, these results revealed that, although genetically
customized prescriptions remain a desirable goal to increase
the chances of therapeutic success, within the studied popu-
lation neither allelic variants nor dosages demonstrated a
clear association with biomarker levels. A key limitation of
the present study was the lack of ability to quantify either the
plasma concentrations of SU or their metabolites; therefore,
further, precise experimental and observational studies are
required.

Introduction

Diabetes mellitus type 2 (DMT?2) is a highly prevalent multi-
factorial and chronic disease characterized by hyperglycemia,
insulin resistance, a decrease in 3-cell levels and insulin secre-
tion (1). It may also give rise to micro- and macro-vascular and
neuropathic complications, including nephropathy, coronary
artery disease, stroke, peripheral vascular disease, retinopathy
and neuropathy (2). Globally, DMT?2 is one of the most notable
premature mortality risk factors, and it currently represents
one of the most frequent causes of mortality globally (3).
According to a 2017 official survey, this disease is the third
most highly ranked cause of mortality in Mexico (15.15%) 4),
a country that, since 2013, is ranked sixth highest in its preva-
lence of DMT?2 of all countries and is projected to present 15.7
million cases by 2035 (5).

The incidence of DMT?2 is closely associated with demo-
graphic and lifestyle factors (including obesity, aging and
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physical inactivity), in addition to genetic factors, including
polymorphisms encoding the inwardly rectifying potassium
channel, Kir6.2 (6,7), insulin receptor substrate-1 (8,9) and the
Prol2Ala polymorphism of the peroxisome proliferator-acti-
vated receptor-y gene (10,11). Consequently, alterations in
nutrition and exercise regimes constitute the first recom-
mendations to patients diagnosed with DMT2 (12), although
eventual pharmacological intervention is unavoidable. The
most commonly employed (50-66% of all cases) treatment
against DMT2 is based on oral hypoglycemic agents, predom-
inantly sulphonylureas (SUs) (13). Although the Mexican
Official Guide of good clinical practice recommends the use of
metformin as the initial control drug (14), 67-85% of Mexican
patients are treated with SUs (15,16). However, a great vari-
ability in drug disposition, glycemic response tolerability and
the prevalence of adverse effects to these drugs have been
reported. These drawbacks have been predominantly attrib-
uted to environmental, pathological and physiological factors,
in addition to gene polymorphisms (1,17).

Therefore, pharmacogenomic analysis in association
with glycated hemoglobin Alc (HbAlc) monitoring, consid-
ered to be the current gold standard for glycemic control,
may be applied to individualize dosage regimens of these
drugs (18). The gene for cytochrome P450 2C9 (CYP2C9)
(55 kb) is situated on chromosome 10q23.33, and 60 allelic
variants [single nucleotide polymorphisms (SNPs)] have been
described within its exon 9-intron 8 structure (19). These vari-
ants account for ~40% of the interindividual and interethnic
pharmacokinetic differences in responses to SUs (17,20-22).
Nevertheless, controversy remains concerning the potential
influence of CYP2C9 polymorphisms (*2 and *3) on glib-
enclamide response variability, as the studies that have been
performed were designed with different intended doses (23),
pursued different objectives (hyperglycemic or hypoglycemic
control) (19), analyzed different response markers (1,24)
and even included cohorts of patients undergoing varied SU
treatment (not glibenclamide alone) (13,24). Additionally, the
intronic variant /VS8-109T (CYP2C9), which has only been
reported among healthy volunteers from Asia (37.1-45.6%),
Europe (31.8%) and Latin America (21.4% in Ecuadorians and
29% in Mexicans), has been associated with pharmacogenetic
differences when CYP2C9 substrates are administered to
human subjects (25,26). However, to the best of our knowledge,
its association with the pharmacokinetic and/or pharmacody-
namic properties of SUs has yet to be analyzed; neither have
the frequencies of these CYP2C9 polymorphisms (*2, *3 and
I1VS8-109T) been previously studied among patients with
DMT?2 from Mexico, or from any other American popula-
tion. Therefore, the aim of the present study was not only to
describe these frequencies, in addition to their interindividual
and interethnic differences, but also to determine the potential
clinical implications in the variability of responses to the
administration of glibenclamide among Mexican patients with
DMT?2.

Materials and methods
Study design and sample description (DMT?2 patients). The

present study is observational,not a clinical test. Sample collec-
tion and clinical record reviewing was accomplished within a
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cohort of male (32.16%) and female (68.84%) patients (mean
age: 62; age range: 49-71) with DMT2 undergoing medical
treatment and monitored at first-level public healthcare centers
in Mexico City between July 2014 and October 2016. The size
of the sample was selected from two previous studies which
identified alleles *2 and *3 (slow metabolizers) in a healthy
Mexican-Mestizo population of Native American and Spanish
heritage (27-29). Inclusion criteria required at least 3 months
of pharmacological treatment in order to possess stationary
plasmatic levels. HbAlc values were used to estimate the
plasmatic glucose levels during the whole trimester prior to
their determination. The present study focused on a first level
health center where patients' files spanning anywhere from
a semester to multiple years may be revised. Determining
previous measurements would not have been achievable and
the present study was only interested in verifying control
over the last trimester. The glibenclamide group was not
large; however, statistically the number of patients used was
legitimately and properly applied. Glycemic control had
been previously reported through measuring fasting glucose
levels in the only two previous studies examining CYP2C9
including glibenclamide-treated patients with DMT2 (20,21).
None of them belonged to any Mexican populations, where
control was reported through measuring fasting glucose
levels (<110 mg/dl) and associated with CYP2C9 through Xi2
in order to compare genotype frequencies between controlled
and uncontrolled patients. Replication and confirmation
of these studies is necessary, thus fasting glucose, HbAlc
description and investigatory analysis were performed on a
Mexican population. The present study took into account the
analysis performed by Salam ef al (21) to compare results
from different studies. The participants used in the present
study had been previously diagnosed with DMT?2 according
to World Health Organization and American Diabetes
Association criteria (30). All patients were legal adults
(18 years or older) with at least three generations of Mexican
ancestry, and no kinship between them. Details of consent
from the patients and ethical approval of the present study are
detailed below.

CYP2C9 genotyping
Genomic DNA isolation. From 200 ul of each patient's
venous peripheral blood, genomic DNA was extracted using
UltraClean® BloodSpin® DNA isolation reagents (Mo Bio
Laboratories; Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA).

CYP2C9 alleles and genotype determination. CYP2C9%2,
*3 and *6 analysis was performed using quantitative
polymerase chain reaction (qQPCR) with TagMan® primers
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA) and allelic discrimination was performed using a
Fast 7300 Real-Time system (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Inc.). Reactions were performed in a final
reaction volume of 10 pl, with 30 ng genomic DNA template,
1X TagMan® Universal PCR Master mix system (Applied
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.), 1X each probe
(CYP2C9*2: C_25625805_10; CYP2C9*3: C_27104892_10
and CYP2C9*6: C_32287221_20) and water. The following
thermocycling conditions were applied: 10 min for initial
denaturation at 95°C, followed by 40 denaturation cycles
of 15 sec at 92°C and annealing at 60°C for 1 min. Allelic
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Table I. Demographic, anthropometric, clinical, and habitual characteristics of Mexican patients with DMT?2.
Pharmacological treatment (oral hypoglycemiants)
Glibenclamide Metformin Glibenclamide + Metformin
Characteristics (n=11,5.53%) (n=76, 38.19%) (n=112, 56.28%) P-value
Age (years) 65.00+£5.50 61.03£10.99 59.99+11.24 0.33
Weight (kg) 64.50 71.80* 67.50* 0.53
[61.50-67.50] [60.51-73.60] [59.00-75.30]
Sex, n (%)
Female 7 (63.60%) 57 (75.00%) 71 (65.10%) 0.54
Male 4 (36.40%) 19 (25.00%) 38 (34.90%) 0.67
DMT?2 duration (years) 6.50 5.00° 8.00* 0.22
[2.00-11.00] [1.00-9.00] [2.00-13.00]
Body mass index 28.27% 29.39% 27.58* 0.14
[24.88-31.11] [22.36-33.20] [24.97-32.59]
Overweight (31) 4 (40.00%) 36 (47.40%) 35 (31.50%) 0.54
Obesity type
I 4 (100.00%) 21 (58.30%) 26 (74.30%)
I 0 8 (22.20%) 6 (17.10%)
I 0 7 (19.40%) 3 (8.60%)
Tobacco 0 (0 %) 10 (26.30%) 22 (33.80%) 0.63
Alcohol 0 (0 %) 11 (31.40%) 24 (38.10%) 0.81
Menopause 4 (36.40%) 17 (22.40%) 11 (10.10%) 0.74
Place of origin Mexico City, Mexico City, Chiapas, Mexico City,
Puebla, State of Mexico, Hidalgo, State of Mexico, Guerrero,
Veracruz Michoacan, Oaxaca, Hidalgo, Oaxaca,

Queretaro, Tlaxcala

Puebla, Tlaxcala

Data are expressed as mean + standard deviation; * = median; [-] = IQR (interquartile range); n (%); P<0.05. DMT2, diabetes mellitus type 2.

discrimination was performed for 1 min at 60°C (real-time
PCR genotyping by TagMan Probes).

The CYP2C9 1VS8-109A>T intronic polymorphism
(rs1934969) was analyzed using the PCR amplifying enzy-
matic restriction fragment long polymorphism (PCR-RFLP)
method. PCR was performed on a Mastercycler® 384
(Eppendorf, Hamburg, Germany) to identify its pres-
ence. Amplification was performed in 25 ul reaction
mixtures containing 0.5 U Eco-Taq polymerase (Ecogen
SL, Barcelona, Spain), 0.8 uM of each primer (forward,
5-CTGTTAAGATCTGATATTAGG-3"; and reverse, 5-TGA
AACATAGGAAACTCTCCG-3") (26), 0.2 mM each deoxy-
nucleoside triphosphate (set PCR grade; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany), 2 mM MgCl, and 1 1l DNA
template. The thermocycling conditions were as follows:
8 min of denaturation at 95°C, with 35 subsequent cycles of
95°C for 30 sec, 54°C for 30 sec and 72°C for 30 sec; and
finally, an extension step of 7 min at 72°C was performed.
This PCR reaction generated a fragment of 622 bp.

Subsequently, 20 pl restriction mix containing restriction
buffer (New England BioLabs Inc., Ipswitch, MA, USA; cat
no. B7204S) and 10 U HinfT restriction enzyme (New England
BioLabs Inc.; cat no. RO155S) was added to the 2-ul PCR
reaction, followed by overnight incubation at 37°C to ensure

that the digestion was complete. The PCR product was then
analyzed directly via 2% agarose gel electrophoresis. DNA was
subsequently visualized using ethidium bromide for 5-10 min
at room temperature. CYP2C9 [VS8-109T alleles were cut into
fragments of 468 and 154 bp, whereas the CYP2C9 IVSS-109A
alleles were uncut (622 bp).

Clinical evaluation. Patients were recruited for the present
study according to the following inclusion criteria: i) The
patient was undergoing either glibenclamide or metformin
treatment, or a combination of the two; ii) the patient had
undergone a treatment schedule comprising a stable dose of
these drugs for at least 3 months; iii) the precedents and treat-
ment characteristics of each individual may be accessed via
their medical record at the corresponding healthcare center,
particularly data concerning drug dosage (including hypogly-
cemic agents) during the aforementioned 3-month period; and
iv) the medical file comprised anthropometric parameters (31)
and laboratory reports on a number of key biochemical vari-
ables (including HbA Ic, fasting glucose levels, triglycerides
and cholesterol).

The following exclusion criteria were taken into account:
Chronic alcoholism, previous pancreatic pathology, renal
failure, hypoglycemic treatment with insulin or insulin
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Table II. Clinical and biochemical characteristics of Mexican patients with DMT?2.

Pharmacological treatment (oral hypoglycemiants)

Glibenclamide Metformin Glibenclamide + Metformin
Characteristics (n=11,5.53%) (n=76,38.19%) (n=112,56.28%) P-value
Daily hypoglycaemiant 10.00* 1700* Glibenclamide: 15.00* <0.05
dosage (mg/day) [3.75-10.00] [850-1750] [10-00-15.00]
Metformin: 2550* 0.52
[1700-2550]
Daily hypoglycaemiant dosage 0.12* 34.14* Glibenclamide: 0.18"° 0.01
[mg/Kg/day] [0.06-0.15] [20.42-36.11] [0.13-0.23]
Metformin: 32.44*
[24.55-39.26]
Comorbidities, n (%) 9 (81.80 %) 72 (94.70%) 96 (89.70%) 0.62
DMT?2 complications n (%)
Nephropathy 0 (0.00%) 1(1.32%) 6 (5.50%)
Retinopathy 0 (0.00%) 1(1.32%) 2 (1.83%)
Neuropathy 2 (18.20%) 1(1.32%) 5(4.59%)
Diabetic foot, amputations 1 (9.10%) 0 (0.00%) 1 (0.92%)
Peripheral vascular diseases 0 (0.00%) 5.16 (21.05%) 20 (18.35%)
Cardiopathies 0 (0.00%) 6.4 (5.26%) 4 (3.67%)
Polytherapy, n (%) 10 (90.91%) 67 (88.16%) 109 (100.00%) 0.33
CYP2C9 substrates, n (%) 5 (45.45%) 36 (47.37%) 50 (45.87%) 0.86
CYP2C9 inhibitors, n (%) 9 (81.82%) 41 (53.95%)° 51 (46.79%) 0.01
Systolic tension, (mmHg) 110.00* 110.00* 120.00* 0.12
[110-120] [110-130] [110-130]
Diastolic tension, (mmHg) 80.00* 70.00* 80.00° 0.86
[70-80] [60-80] [70-80]
Haemoglobin, % Alc 6.50* 7.20° 7.70%0 0.01
[5.65-6.90] [5.96-7.80] [6.75-9.10]
Fasting glucose, (mg/dl) 127.90* 141.30* 148.00%° 0.03
[97.50-149.77] [91.50-165.60] [139.87-175.00]
Cholesterol, (mg/dl) 212.00* 196.00* 188.00* 0.12
[200.40-212.00] [189.00-232.00] [167.82-212.86]
Triglycerides, (mg/dl) 238.00* 225.00* 175.00* 0.05
[200-250] [185-280] [136-225]

Values expressed as mean =+ sd; * = median; [-] = IQR (Interquartile Range); n (%); °P<0.05.

analogs, insufficient medical records, DMT1 and voluntary
withdrawal.

A database was created to retrieve and analyze the infor-
mation on the 199 patients included in the study. File revision
was performed through random probabilistic sampling.

All patients who agreed to voluntarily be involved in
the present study provided written informed consent. The
research protocol was ethically approved by the National
University of Mexico Faculty of Medicine Research and Ethics
Commission, and the study was performed in accordance with
the Declaration of Helsinki on ethical principles for medical
research involving human subjects.

A database of the collected clinical and biochemical data
was compiled that also included each patient's file. Files were

thoroughly reviewed in accordance with the study's inclusion
and exclusion criteria.

Patients were subsequently grouped in accordance with
the designated hypoglycemic agent used for treatment: A
glibenclamide group (G); a glibenclamide + metformin group
(G+M); and a metformin group (M; the control group).

Statistical analysis. Variables whose distribution was either
regular (Shapiro) or homogenous (Levene) were presented as
the mean =+ standard deviation, while those variables whose
distribution was not normal were described as median and
interquartile range. CYP2C9 genotypes were studied on the
basis of the following characteristics: i) Dosage [in terms
of: a) Daily dose; b) daily dose adjusted to body weight; and
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¢) the most frequent dosage (5, 10 and 15 mg glibenclamide)];
ii) fasting glucose [concentration (mg/dl) and glycemic control
(<110 mg/dD)]; iii) HbAlc [% HbAlc and glycemic control
(<7%)]; iv) hypoglycemic event association (fasting glucose
<70 mg/dl); v) number of hypoglycemic events (with a fasting
level <70 mg/dl); and vi) the metabolic interaction of gliben-
clamide with CYP2C9 substrates, inhibitors and inducers.

Comparisons were made using a one-way analysis of
variance for the aforementioned variables, upon examina-
tion of these parameters. For those variables not following a
normal distribution, the median values were determined and
compared using a Kruskal-Wallis test. Categorical variables
were compared using a x* test. Statistical analyses were
performed using SPSS IBM version 24 software (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA).

Results

At the outset, 248 individuals consented to be studied, out of
which 199 were clinically analyzed following the application of
the exclusion criteria. No significant differences were identified
between the treatment groups in terms of their characteristics,
as presented in Table I. Within each patient group, women
outnumbered men by a factor of 2:1. The disease duration was
revealed to be 1.5 years longer in the G + M group compared
with the G group. The overweight/obese I condition (31) was
more prevalent within the G group, which was also associated
with a larger number of menopausal patients. Nevertheless, no
significant differences were identified (Table I).

Response biomarker values at stationary states (at least
3 months under the same dosage) were obtained. To account
for different prescription periods (8, 12 or 24 h), the total glib-
enclamide intake (every milligram) over a period of 24 h was
used for the estimation (as certain patients were prescribed 5 mg
every 8 h, making their total daily dose 15 mg; while others were
administered 5 mg every 12 h, for a total of 10 mg per 24 h).

The G group received a significantly lower dose of glib-
enclamide compared with the G + M group (P<0.05), and a
similar level of difference was observed following adjust-
ment for body weight dosage. Furthermore, a number of
other DMT2-associated comorbidities, including peripheral
vascular diseases, were present within the G + M group. On
the other hand, the G group received double the dosage of
CYP2C9 inhibitors compared with the G + M group (81.82
compared with 46.79%; P<0.05).

Measurement of the HbA 1c level was germane to the present
study, as it primarily identifies the median and interquartile
plasma glucose concentration over prolonged periods of time,
additionally serving as a marker for mean blood glucose levels
over the months prior to measurement (18). These levels should
be maintained at <7%, according to the guidelines for DMT2
management as released by the American Diabetes Association
in 2009 (18). In this respect, the G group presented a lower
HbAlc (6.50 vs. 7.70%; P<0.05), and lower fasting glucose
levels (127.90 vs. 148.00 mg/dl, P<0.05) compared with the
G + M group. Triglycerides reported no significant differences
(P=0.05; Table II).

CYP2C9 (*2, *3 and 1VS8-109A>T) allelic and genotypic
frequencies among Mexican patients with DMT2. The most
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Table III. CYP2C9 genotypic and allelic frequencies calculated
among the studied Mexican patients with DMT?2.

*2, *#3, and IVS8-109A>T CYP2C9 polymorphisms

Genotype Frequency N
*1/*1 0.875 217
*]/%2 0.065 16
*2/%2 0.004 1
*]/*3 0.052 13
*2/%3 0.004 1
IVS8-109A>T

A/A 0.714 177

AIT 0.250 62

T 0.036 9
CYP2C9 ALLELES

*] 0.933 463

*2 0.038 19

*3 0.028 14
IVS8-109A>T

A 0.839 416

T 0.161 80

All of the alleles were on Hardy-Weinberg equilibrium (x?, P<0.05).
CYP2C9, cytochrome P450 2C9.

frequent variant among the 248 patients genotyped was *//*]
(87.5%), followed by *1/*2 (6.5%) and finally *1/*3 (5.2%).
Regarding the IVS8-109A>T variants, the most prevalent
genotype was AA homozygous (71.4%), followed by AT hetero-
zygous (25.0%), whereas the 77 homozygous genotype was
substantially less frequent (3.6%). Allele A had a prevalence
of 83.9%, whereas that of the T allele was reported to be only
16.1% (Table III).

CYP2C9%6 was unsuccessfully tracked within the
248 available samples of Mexican patients with DMT2.
Allele *6 is a deletion of a pair of bases in position 818, which
produces a premature stop codon and codifies an inactive
truncate protein. Its frequency is low among the majority of
populations (25).

Comparison of CYP2C9 (*2 and *3) allelic and genotypic
frequencies between patients with DMT?2 and healthy volun-
teers. Differences between the drug response genes of healthy
and diseased populations have been established (regarding
efficacy or adverse reactions) (29). In the present study, there
were significant differences between the Mestizo patients with
DMT?2 and healthy individuals from the Mexican population
regarding *//*2 (P<0.05) (data not shown) and the distribu-
tion of variants *2 and *3; but there were also differences
with respect to other Caucasian, Asian and Latin American
populations regarding /VSS§-109T, as its association with either
slow or rapid CYP2C9 metabolism remains unclear. Reports
from healthy Swedish populations (25) consider its carriers to
be lower rate metabolizers, whereas studies on Ecuadorians
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Table V. CYP2C9 (IVSS8-109A>T) genotypic and allelic frequencies within samples of healthy volunteers and patients with DMT?2 from different regions of the world.

CYP2C9 (IVS8-109A>T) genotype and allele distribution among healthy volunteers

A/T (n) T/T (n) A (n) T (n)

A/A (n)

N

Country

Geographic region

Reference

0.318 (54)*
0.456 (240)*

0.376 (32)* 0.129 (11)* 0.682 (116)*
0.420 (42)*

0.494 (42)

85
263

Sweden

Europe

Hatta et al (25)

0.544 (286)*
0.580 (58)*

0.517 (136)* 0.198 (52)*
0.180 (9)*

0.480 (24)*

0.285 (75)

Japan

Asia

Maekawa et al (46)
Lee et al (47)

0.340 (17)
0.406 (52)

50
128

Korea

0.371 (95)°
0.214 (80)*

0.148 (19)* 0.629 (161)*

0.043 (8)*

0.445 (57)*

Korea

Hatta et al (25)

0.786 (294)"
0.710 (428)"

0.342 (64)*

0.615 (115)
0.500 (150)

187
300
DMT2 Mexican-Mestizo patients

Ecuador
Mexico

Americas

Dorado et al (26)

0.290 (172)*

0.070 (22)*

0.430 (128)"

Ortega-Vazquez et al (29)
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0.036 (9) 0.839 (416) 0.161 (80)

0.714 (177) 0.250 (62)

248

Mexico DMT2

Values are expressed as (%); “P<0.05.

regard them to possess an increased CYP2C9 hydroxylation
capacity (26). When comparing the frequency of variant *//*2
in the Mexican population from the present study with those
from other regions of the world identified in previous studies,
significant differences were identified respect to Europe (0.06
vs. 0.18-0.24; P<0.05) and Africa (0.06 vs. 0.20; P<0.05),
but not respect to India (21,32-38). As for *1/*3, statistical
differences were identified in the Mexican population when
compared with European countries (32-38), India (39),
China (40), Japan (41) and Egypt (21) (P<0.05; Table IV).

A statistical comparison revealed that the frequency of
CYP2C9*1/*2 was, overall, 50% lower amongst patients with
DMT?2 compared with healthy individuals (6.5 vs. 9-16%;
P<0.05) (data not shown) (42-45), whereas CYP2C9*2/*2
was 40% lower amongst the patients with DMT2 compared
with healthy volunteers from northern Mexico (0.04 vs. 1.0%;
P<0.05) (data not shown) (42-45). CYP2C9*1/*3 was signifi-
cantly different only amongst populations from Sonora, Mexico
City and Guerrero (5 vs. 10%, 1% and 10%; P<0.05) (29,42-46)
(data not shown).

IVS8-109T has already been observed amongst healthy
volunteers, where it displays substantial interethnic vari-
ability (25). When comparing /VS8-109A>T variants from the
studied Mexican patients with DM T2 with healthy individuals
from different countries, including Sweden (25), Japan (46),
Korea (25,47), Ecuador (26) and Mexico (29) itself, statisti-
cally significant differences were identified regarding the
frequencies of A/T and 7/T, and the prevalence of the alleles A
and T in every case (P<0.05; Table V).

Genotype *1/*1 was observed in 90.91% of the G group
(n=10), in 86.61% of the G + M group (n=97) and 90.79% of
the M group (n=70). However, *1/*2 was absent in the patients
receiving glibenclamide monotherapy, whereas it was present
in 8.02% of the G + M group, and in 2.63% of the M group.
Statistically significant differences were observed between
the monotherapy and combined therapy groups regarding the
prevalence of 7/T (9.09 vs. 2.68%; P<0.05), and the allele T
variants (22.73 vs. 15.00%; P<0.05; Table VI).

Table VII presents the glibenclamide dosage values,
including the median and interquartile daily dose and body
weight adjustment, for each of the /VS8-109A>T allelic
variants amongst the Mexican patients with DMT2, where,
compared to G group, a significant difference (P<0.05)
favoring the G + M group was observed with respect to A/A
(15 vs. 10 mg) and A/T (13.75 vs. 2.50 mg). IVS8-109A>T
has been only identified among CYP2C9*I carriers. This
indicates that CYP2C9*1/*1 allows the possibility of AA, AT
and TT, while CYP2C9*1/*2 and *1/*3 have either one A or
T allele. Until now, only CYP2C9*2 and *3 frequencies have
been reported among patients with DMT?2 (20,23,35-37,39,40).
IVS8-109A>T frequencies remain unreported (let alone the
potential combinations). Note that Table VII displays the data
for 97 patients, since the data contained therein corresponded
only to CYP2C9*1/*] patients who may be IVSS8-109A>T
carriers.

Regarding the biomarkers (including fasting glucose and
HblAc levels), lower values were identified for the G group
compared with the G + M group (Table VIII). In particular,
lower fasting glucose levels were identified among A/A carriers
(127.65 mg/dl), compared with 160.34 mg/dl calculated for
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Table VI. CYP2C9 genotypes found in DMT?2 patients undergoing glibenclamide and/or metformin pharmacological treatment.

Pharmacological treatment (oral hypoglycemiants)

CYP2C9 genotypes Glibenclamide Metformin Glibenclamide + Metformin
and alleles (n=11,5.53%) (n=76, 38.19%) (n=112, 56.28%)
*1/*%1,n (%) 10 (90.91%) 70 (90.79%) 97 (86.61%)
*1/*2,n (%) 0 (0.00%) 2 (2.63%)* 9 (8.02%)*
*1/%3,1n (%) 1 (9.09%) 3(3.95%) 5 (4.46%)*
*2/%2,1n (%) 0 (0.00%) 1 (1.32%) 0 (0.00%)
*2/%3,1n (%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (0.90%)
*1,n (%) 21 (95.45%) 138 (90.79%) 104 (92.90%)
*2,n (%) 0 (0.00%) 4 (2.63%) 5 (4.50%)*
*3,1 (%) 1 (4.54%) 3(1.97%) 3 (2.70%)*
1VS8-109A>T,
A/A,n (%) 7 (63.64%) 48 (63.16%) 84 (75.00%)
A/T,n (%) 3(27.27%) 23 (30.26%) 23 (20.54%)
T/T,n (%) 1 (9.09%) 4 (5.26%) 4 (1.89%)"
A,n (%) 17 (77.27%) 119 (78.29%) 180 (85.00%)
T,n (%) 5 (22.73%) 31 (20.39%) 32 (15.00%)*

Data are expressed as n (%); *P<0.05. CYP2C9, cytochrome P450 2C9.

Table VII. Daily glibenclamide dosage stratified in accordance with IVSS8-109A>T (CYP2C9) genotypes determined in the

present study.

Glibenclamide daily dosage (mg) and dosage/body weight (mg/kg)

CYP2C9 (IVS8-109A>T) genotypes

Oral hypoglycemiant A/A (n) A/T (n) T/T (n)
Glibenclamide (n=10) 10.000 (6)* 2.500 (3)* 10.000 (1)*
[5.500-15.000] [2.500-3.7501°
0.148 (6) 0.039 (3) 0.148 (1)
[0.110-0.190] [0.038-0.062]°
Glibenclamide (glibenclamide/ metformin group) 15.000 (74)* 13.750 (20)* 15.000 (3)*
(n=97) [10.000-15.000]¢ [10.000-15.000]¢ [12.500-15.000]
0.193 (74)* 0.170 (20)* 0.180 (3)
[0.130-0.230] [0.130-0.260]¢ [0.140-0.240]
Metformin (glibenclamide/metformin group) 1,700 (74)* 1,700 (20)* 2,550 (3)*
(n=97) [1,275-2,550] [850-2,550] [1,275-2,550]
27.370 (74) 31.870 (20)* 31.480 (3)*

[19.140-37.780]

[20.860-36.960] [18.050-39.790]

Data are expressed as * = median; [-] = IQR (interquartile range); n, number of individuals; °P<0.05 (genotypes); “P<0.05 (oral hypoglyce-

miant). CYP2C9, cytochrome P450 2C9.

G + M treatment. Among A/T carriers, a value of 107.67 mg/dl
was calculated for the G group, whereas 149.97 mg/dl was
determined for the G + M group. Lower HbAlc values
(5.68%) were identified among A/A carriers within the
G group compared with among A/A homozygous individuals
from the G + M group (8.03%). For A/T carriers, a value of

6.67% for HbAlc was calculated for the G group, whereas an
HbAIlc value of 8.11% was identified for the G + M group.
Nevertheless, no significant differences were observed for any
of the comparisons.

Pharmacogenetic studies aim to identify response vari-
ability in order to: i) Reduce adverse effects, whether caused
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by polymorphism influence over drug metabolising enzymes,
transporters or receptors; and ii) enhance treatment efficacy
through dosage adjustment and interaction prevention. In
the present study, it was revealed that not every patient was
receiving the same dose and this may result in a false posi-
tive response. Group comparison highlighted the difference
between monotherapy and combined therapy. Genotyping also
reported improved glycemic control among AT (IVS8-109)
patients. Since physicians empirically adjust dosages with
respect to biomarkers, the present study suggests they may
have prescribed a lower dose for AT (IVS8-109) patients as
a result of biomarker control observations, even without
knowing genetic factors (including SNPs).

Hypoglycemic events were revealed to be rather
uncommon. Only within the G + M group was a significant
difference observed (P<0.05) among *//*3 bearers (intragroup
difference, where 40% of these patients reported this reaction
(data not shown).

Variability in the response and glycemic control were
evident when comparisons between the various DMT2 popu-
lations were made. For example, lower fasting glucose levels
were reported for Mexican *//*] bearers from the G group
compared with those from Egypt (156.8 vs. 170 mg/dl); simi-
larly, *1/*2 bearers within the same groups also reported lower
levels compared with the same aforementioned populations
(137.4 vs. 150 mg/dl; data not shown).

Discussion

The present study is, to the best of our knowledge, the first to
describe the main allelic frequencies of CYP2C9 (*2, *3 and
1VS8-109T) among Mexican-Mestizo patients with DMT?2.
It is also the first report on any Mestizo population globally.
Considering the widely heterogeneous ethnic background
of Mexican populations (which comprise >65 groups) (48),
ideally, it should be only the first of numerous subsequent
studies on the influence of this particular genetic heritage in
response to SUs.

1VS8-109T was identified in 16.1% of the Mexican patients
analyzed in the present study. The effect of this polymorphism
on the function of CYP2C9 has been observed in healthy
individuals from Sweden and Ecuador (25,26). With regard to
CYP2C9*1/*1 subjects, contradictory results were observed: A
slower rate of metabolism was reported for the subjects (25),
whereas the rate of metabolism associated with this genotype
was higher in Ecuadorians (26). The three variants were identi-
fied in almost one-quarter of the sample population examined
in the present study (22.7%).

The CYP2C9 allele and genotype frequencies described
in the present study were compared with those reported by
Fricke-Galindo et al (49) and Saldafia-Cruz et al (45), whose
studies involved healthy volunteers from different regions of
Mexico. The results of the present study revealed that CYP2C9
is significantly widely variable between patients from Mexico
(P<0.05), a phenomenon that was also observed among the
healthy volunteers. These genetic factors differ among popula-
tions, and therefore they affect the enzymatic functioning of
CYP2C9 in different manners.

The frequency of CYP2C9*3 was revealed to be low
among healthy volunteers from Mexico City, and significantly

CUAUTLE-RODRIGUEZ ef al: CYP2C9 ALLELIC VARIANTS AMONG DIABETIC PATIENTS

different compared with those of patients with DMT2 (0.1
vs. 3.0%; P<0.05). This difference, however, disappeared
subsequent to regional adjustment, where healthy volunteers
from northern Mexico were reported to have the highest
prevalence of CYP2C9*2; additionally, this was the only
group where a significant difference with respect to patients
with DMT2 was identified (10 vs. 4%; P<0.05).

1VSS8-109T was identified in 16.1% of the present sample.
This variant had not been described previously in any study on
DMT?2 populations. Only recently was it observed in healthy
volunteers (n=300) and patients with epilepsy (n=64), where
the T allele was less prevalent among the latter (29 vs. 19%;
P=0.02) (29).

In addition to the observed variability regarding
CYP2C9%2 and CYP2C9%3, the frequency of I1VS8-109A>T
was ~50% lower when compared with healthy individuals
(16.10 vs. 29.00%; P<0.05), suggesting that the T allele may
be a relevant factor whose function should be clarified, also
considering that its effect on CYP2C9 substrate metabolism
has yet to be elucidated.

The first stage of the present study described the vari-
ability and substantial diversity of the distribution of CYP2C9
within samples from Mexican patients with DMT2 and those
from other populations; however, the effect of this genetic
factor accounts for only 40% of the glibenclamide response
variability (17), and it has only been studied in two other
populations (20,21). The function of these polymorphisms in
differential glibenclamide dosages, their effect on the vari-
ability of the response monitored by HbAlc (considered to be
the main efficacy biomarker in the present study) and also on
the most relevant adverse glibenclamide reaction (including
hypoglycemia), have yet to be reported.

To the best of our knowledge, no studies have yet been
published on the functional association of CYP2C9 poly-
morphisms with glibenclamide, or with any other tested
drug in a healthy Mexican population. Neither has such an
association been studied in patients with DMT?2 undergoing
glibenclamide treatment; nor has the HbAlc biomarker
been investigated. Likewise, non-genetic factors (including
sex, obesity, menopause or diagnostic period) have yet to be
examined. These may be affected by the disease, and may
also exert an impact on the pharmacokinetics and pharmaco-
dynamics of glibenclamide due to changes in drug absorption
caused by blood flow reduction (in the subcutaneous and
muscular tissue), particularly in obese patients (ampicillin
absorption reduced by 26%, in contrast with metoclopramide
and glipizide) (50-56).

The available information on healthy individuals may
differ from the observations of patients with DMT?2, in a
similar manner to the interaction between genetic, environ-
mental and pathophysiological factors. Therefore, performing
studies on the influence of CYP2C9 polymorphisms among
DMT?2 samples from different populations (including Mexican
populations) is a necessity.

The dosage is clearly a relevant factor to be considered, as
previous studies have reported a positive significant associa-
tion between the daily dose administered of glibenclamide and
HbAlc levels (P<0.0001), although this association was not
observed in the case of fasting glucose (57-59). In the present
study, patients receiving glibenclamide were not prescribed



BIOMEDICAL REPORTS 10: 283-295, 2019

>7 mg, whereas those receiving glibenclamide and metformin
in combination received doses >10 mg, a factor which,
combined with the different CYP2C9 genotypes, may affect
the drug response of the patients. Nevertheless, metformin is
well tolerated by the majority of patients, and it functions by
inhibiting excessive hepatic glucose production (gluconeogen-
esis), subsequently reducing intestinal glucose absorption and
fasting glycemia, and thereby improving insulin sensitivity
and peripheral glucose uptake and utilization (60). A couple
of published studies have also reported a negative significant
association between daily dosage and serum insulin levels
(P=0.03) (56-58), in addition to a significant association
between daily dosage and stationary levels of active gliben-
clamide metabolites M1 (4-trans-hydroxyglibenclamide) and
M2 (3-cis-hydroxy-glibenclamide).

In comparison, opposite results amongst biomarkers were
identified. CYP2C9*1/*3 and CYP2C9*1/*] genotypes were
revealed to have no significant differences in terms of fasting
glucose levels, whereas HbAlc levels were more closely
regulated among *3 heterozygous individuals. Contrasting
biomarker results were also reported for /VSS-1097, as fasting
glucose levels were better regulated among the AT genotype,
whereas no significant differences regarding HbAlc levels
were otherwise identified.

These different factors, considered together with polymor-
phisms, indicate that it is necessary for heterogeneous dosages
to be administered to individual patients, regardless of whether
or not they belong to the same population. For example, 20%
of patients with DMT?2 receiving treatment with SUs experi-
ence hypoglycemic events (glucose level <70 mg/ml), whereas
DMT?2 treatment efficacy is achieved in only 57% of all cases,
and the percentage non-adherence rate to treatment may reach
32.5% (24, 59-64).

DMT?2 is a major public health concern in Mexico
as well as globally. Not only is this due to its high prevalence
(11.5 million patients) (16), but it is also due to the low adher-
ence rates for pharmacological treatment (53-80%). These
rates may be associated with adverse reactions (hypoglycemia)
and therapeutic failure. As far as the latter is concerned, it is
also licit to attribute the low adherence rates to an absence
of glycemic control, in spite of the pharmacological treat-
ment (a range of 18-75% for HbAlc) (15,65-69). These factors
substantially contribute to increasing costs for individuals,
communities, and the State in terms of money, quality of life,
and lives themselves (61,62,67-70).

As this is an observational study, the number of patients
was not able to be modified. The patients were selected from
a cohort from healthcare centers in Mexico City using simple
random probabilistic sampling. The treating physicians freely
determined which drug each patient should receive according
to their clinical condition. To avoid bias, the patients were
blinded to the genotyping results. All data were obtained from
clinical files. A single person collected both the hand written
records from physicians and laboratory results.

Altogether, the following points may be concluded on
the basis of the present study: i) Genetically customized
prescriptions remain a desirable goal to increase the chances
of therapeutic success; ii) in the light of the results of the
present study, the results regarding the association between
CYP2C9 polymorphisms and SU metabolism appear
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insufficient to explain the precarious DMT2 control levels
achieved through pharmacological treatment in the studied
population; and iii) neither allelic variants nor dosages are
able to delineate a clear association with biomarker levels.
In consequence, it is necessary to perform further studies
to investigate these issues, given that CYP2C9 and its
main allelic frequencies have already been genotyped with
respect to the prescription of SUs in Mexico (either as mono-
therapies or as combined drugs). This information would
be relevant for physicians in order to improve their patient
treatment strategies, working towards the goal of personal-
izing medicine. Determining the plasma concentrations of
these aforementioned drugs may help to establish potential
efficacy or failure associations in the population studied in
the present study, and further experiments are already being
performed in this regard.
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Abstract. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is one of the
most prevalent chronic pathologies in the world. In developing
countries, such as Mexico, its prevalence represents an impor-
tant public health and research issue. Determining factors
triggering T2DM are environmental and genetic. While diet,
exercise and proper weight control are the first measures
recommended to improve the quality of life and life expectancy
of patients, pharmacological treatment is usually the next step.
Within every population there are variations in interindividual
drug response, which may be due to genetic background.
Some of the most frequent first line T2DM treatments in
developing countries are sulfonylureas (SU), whose targets are
ATP-sensitive potassium channels (K,p). Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the K1, coding genes, potassium
voltage-gated channel subfamily J member 11 (KCNJII) and
ATP binding cassette subfamily C member 8 (ABCCS) have
been associated with SU response variability. To date, there
is little information regarding the mechanism by which these
SNPs work within Mexican populations. The present study
describes the distribution of three SNPs [KCNIJ11 rs5219
(E23K), ABCC8 rs757110 (S1369A) and rs1799854 (-3C/T)]
among Mestizo Mexican (MM) T2DM patients, and compares
it with published data on various healthy subjects and
T2DM populations. Through this comparison, no difference in
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the KCNJ11 rs5219 and ABCC8 rs757110 allelic and genotypic
frequencies in MM were observed compared with the majority
of the reported populations of healthy and diabetic individuals
among other ethnic groups; except for African and Colombian
individuals. By contrast, ABCC8 rs1799854 genomic and
allelic frequencies among MM were observed to be signifi-
cantly different from those reported by the 1000 Genomes
Project, and from diabetic patients within other populations
reported in the literature, such as the European, Asian and
Latin-American individuals [T=0.704, G=0.296; CC=0.500,
CT=0.397, TT=0.097; 95% confidence interval (CI); P<0.05];
except for South Asian and Iberian populations, which may
reflect the admixture origins of the present Mexican popu-
lation. This genetic similarity has not been observed in the
other Latin-American groups. To the best of our knowledge,
this is the first study of ABCC8 rs757110 and rs1799854 SNP
frequencies in any Mexican population and, specifically with
diabetic Mexicans. Knowledge of the genetic structure of
different populations is key to understanding the interindi-
vidual responses to drugs, such as SU and whether genotypic
differences affect clinical outcome.

Introduction

Diabetes is a type of metabolic disease characterized by
hyperglycemia resulting from either defective insulin secre-
tion, insulin action or the two (1). The most prevalent type
of diabetes is type 2 diabetes mellitus (T2DM), which is one
of the leading causes of morbidity globally, as well as the
third-highest risk factor for premature mortality (2).

In Mexico, T2DM has led mortality rates since 2005
and today it represents the leading cause of death in the
country (3,4) with a prevalence of 11.8% (5). Costs associated
with medical treatment of T2DM are ~450 million dollars
annually (6), while ~75% of diagnosed patients do not observe
adequate glycemic control even with medical assistance. These
factors make T2DM a critical concern for the Mexican State's
public health and research systems.

While genetic factors causing T2DM have not yet been
sufficiently defined, they are currently under extensive study.
Numerous T2DM-associated genes present as single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) whose frequencies vary among
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different populations. Genetic variations associated with either
pharmacological targets or drug metabolism are of particular
interest, as different responses to pharmacological treatments
may be explained by the presence of a genetic mutation or the
combination of various genotypes (7).

The initial pharmacological treatments for T2DM are
oral hypoglycemiants (OH), with sulfonylureas (SU) and
metformin (ME) being the two most commonly admin-
istered in developing countries. SU are a type of oral OHs,
which inhibit ATP-sensitive potassium channels (K,1p),
thus inducing glucose-independent insulin release by the
[-pancreatic cells (8). However, not all T2DM patients respond
to the anti-diabetic action of SU (primary failure) and those
who initially respond adequately may experience a decrease
in its efficacy following the years (as variable as 1-2 to 10 or
more years) of treatment (secondary failure) (9,10). SUs are
frequently combined with ME, a drug which reduces hepatic
glucose production and insulin resistance (11). It has been
observed that the short-term reduction of glycated hemoglobin
Alc (HbAlc) is similar in SU and ME monotherapies (12), and
that this drug combination reduces HbAlc more efficiently
than SU alone (13). When compared, observations on the
adjuvant effects of SU/ME-based treatments are inconclusive;
while certain authors have associated hypoglycemic events
of different severity and weight increase to SUs, either alone
or in combination with ME (14), others have reported no
effect on body weight when combining SUs with ME (15).
However, due to their low cost and accessibility, SUs (alone or
combined with ME) remain the most frequent first-line T2DM
treatment in the world, particularly in developing countries,
such as Mexico (16,17). The UK Prospective Diabetes Study
demonstrated that only 25% of patients achieved glycemic
control of <7% in HbAlc over a nine-year follow-up period of
monotherapy on either SU or ME (10).

Of the genetic polymorphisms that have already been
reviewed extensively and whose clinical implications have
already been analyzed (18,19), there are a number, which
appear to be well suited for pharmacogenetic studies. Various
SNPs have been reported among K ,rp-channel encoding genes
[potassium voltage-gated channel subfamily J member 11
(KCNJI11I) and ATP binding cassette subfamily C member 8
(ABCC8)] as the therapeutic target of SU (20). Many of these
genes are associated with T2DM predisposition or progres-
sion, as well as with SU response variability. A specific SNP
frequency may vary between different populations; therefore,
it is important to evaluate and compare its distribution among
different human populations, in order to better understand
whether there is an association between drug response vari-
ability, patients' glycemic control and genetic architecture.

In the present study, the frequencies of three pharma-
cologically important SNPs are described in a Mestizo
Mexican (MM) population and, in order to compare these with
other reported populations, the distribution of KCNJI1 rs5219
(E23K), ABCCS8 15757110 (S1369A) and rs1799854 (-3C/T) is
presented in MM T2DM patients. The aim of the present study
is to increase the understanding of the genetic characteristics
of specific populations. This may facilitate with elucidating
the causes of therapeutic failure and the findings may also be
extrapolated and/or compared to other populations in order to
improve treatment options and patient management.

Materials and methods

Patient selection and study design. This study was obser-
vational and included 247 T2DM patients recruited from
July 2014 to October 2016 from two health centers: 145 from
Centro de Salud Portales and 102 T2DM patients from Centro
de Salud Mixcoac, both located in Mexico City's Benito
Juarez Health Jurisdiction (Mexico). Out of the total adult
patient population, 165 were females while 82 were males.
Patient eligibility criteria were as follows: Self-proclaimed
MM ancestry of at least three generations; age between 18 and
90 years; individuals diagnosed with T2DM according to the
American Association of Diabetes criteria (1); individuals
taking OHs, the SU glibenclamide alone or combined with
ME, for at least 3 months. All participants were enrolled in
their health centers after providing written informed consent.
Patient clinical history, anthropometrics and biochemical
characteristics were obtained from their clinical records (a
summary of this data is presented in Table I).

Genotyping. Genomic DNA was obtained by taking
6 ml peripheral blood through arm phlebotomy in glass
EDTA-tubes (Vacutainer®; BD Biosciences, Franklin Lakes,
NIJ, USA) from each patient. Patients were fasted at the time
of blood sampling. Genomic DNA was isolated from 200 ul
total blood, using the UltraClean® BloodSpin® DNA Isolation
kit (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA), and the
DNA-extraction protocol was performed according to the
manufacturer's instructions. DNA quality was achieved by
electrophoresis in Invitrogen 1% agarose gels (UltraPure™
Agarose; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA),
at 100V over 50 min. DNA concentration was measured by spec-
trophotometry (Jenway 7305; Cole-Parmer Ltd., Staffordshire,
UK). The KCNJ11 rs5219 (E23K), ABCCS rs757110 (S1369A)
and rs1799854 (-3C/T) polymorphisms were determined using
20 ng total genomic DNA per reaction, by allelic discrimina-
tion via quantitative polymerase chain reaction (QPCR) using
a ViiA™ 7 Real-Time PCR system and TagMan® SNP assays
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham,
MA, USA) using the standard cycling conditions as follows:
An initial denaturation stage 95°C for 10 min, 40 cycles of
denaturation 95°C for 15 sec, and annealing at 60°C for 1 min,
and post read stage or final extension at 60°C for 30 sec.

Statistical analysis. The SNP frequencies of KCNJI1 rs5219,
ABCCS8 rs757110 and rs1799854 were determined through
direct counting, the remaining analyses were performed using
SPSS 23.0 for Windows (IBM Corp., Armonk, NY, USA). The
SNP frequencies of the patients from both health centers were
compared by performing > test of independence. In addition,
biochemical and anthropometric data were compared using
two-way analysis of variance (ANOVA). The total frequencies
for each SNP were compared with those of other populations
using the ¥ test of independence. P<0.05 with 95% CI was
considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Mexican-Mestizo sample characteristics. No statistically
significant differences were identified after comparing
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Table I. Demographic baseline disease characteristics.

Table II. Genotypic frequencies of the analyzed polymor-
phisms.

Total Female Male

Parameter (n=247) (n=165) (n=82) SNP Frequency % P-value
Age (years) 6043075 6005091 6124134  E23K 0.69
Weight (kg) 70.87£1.06  69.25+1.23 74.40+1.98 GG 93 377
Body mass 29512037 3026+045 27.89+062  GA 112 453
index (kg/m?2) AA 42 170
Diabetes diagnosis ~ 1027+0.61  9.57+0.64 11.92+134 1ol 247 100.0
(years) -3C/T 0.55
Triglycerides (mg/dl) 199.06+8.02 199.59+9.44 197.90+1524  €C 125 50.6
Glycated hemoglobin ~ 7.55+0.15 7.53+0.19  7.60+0.26 cr %8 397

TT 24 9.7
Ale (%) Total 247 100.0

t. R

Fasting plasma 141.86+4.06 144.55+522 135.7625.99 o
glucose (mg/dl) S1369A 1.63
Cholesterol (mg/dl)  194.8242.71 19724+345 189.30+4.12 A 75 304

AC 131 53.0
Values are presented as means + standard error of the mean. cC 41 16.6

Total 247 100.0

biochemical and anthropometric data from the individuals
from the two health centers (data not shown). Within the whole
sample, there were approximately twice as many females as
there were males (162 females and 83 males); 61.5% of the
patients were overweight (55.7% of females and 73.8% of
males); ~25% of the subjects presented with grade I obesity
(27.9% in females and 20.0% in males). The mean period
since the first T2DM diagnosis was 10 years, with a mean
of 7.55+0.15% for HbAlc and 141.86+4.06 mg/dl for fasting
plasma glucose (FPG). A summary of anthropometrics and
biochemical characteristics of our subjects is presented in
Table I.

No significant differences were observed in genotypic
and allelic frequency distribution between the two health
centers (data not shown). The genotyping frequencies of the
three SNPs in the whole sample were in Hardy-Weinberg
equilibrium (Table II). The obtained allelic and genotypic
frequencies were compared with those reported for other
non-diabetic populations using data from the 1000 Genomes
Project (21) and from literature on T2DM patients; the
comparative of each SNP is presented in Tables III-V (22-38).
For the present study, studies were included that involved
populations of T2DM subjects that were comparable with the
current sample.

SNP comparison with other populations. KCNJI1 rs5219
(E23K) allelic and genotypic frequencies in MM indi-
viduals were not identified to be different between all of
the T2DM populations that were compared [predominantly
European (EUR) and Asian]. To the best of our knowledge,
there were only two other studies from Mexican rs5219 allelic
frequencies, which demonstrated no difference compared with
the MM population: T2DM Mestizo from Yucatan and T2DM
Mayans. In the 1000 Genomes Project populations, MM
frequencies were only statistically different from African indi-
viduals (P=2.17E-12 and P=2.31E-19 for allelic and genotypic
frequencies, respectively) and admixed American-Colombians

P<3.84 using the y test for Hardy-Weinberg equilibrium.

from Medellin (P=0.002 and P=7.20E-05 for allelic and geno-
typic frequencies, respectively; Table III).

MM ABCCS8 rs757110 (S1369A) allelic and genotypic
frequencies behave similarly to rs5219. The only statistical
differences were observed when compared with African
individuals (P=1.45E-13 and P=1.72E-23 for allelic and geno-
typic frequencies, respectively) and American-Colombians
from Medellin (P=6.13E-04 and P=2.52E-06 for allelic and
genotypic frequencies, respectively). Currently, to the best of
our knowledge, there are no other studies regarding allelic
or genotypic frequencies of this SNP in a Mexican popula-
tion (Table IV).

ABCCS8 151799854 (-3C/T) SNP allelic and genotypic
frequencies from MM were significantly different from all of
the compared T2DM populations (primarily European and
Asian). In comparison to non-diabetic populations from the
1000 Genomes Project, MM allelic and genotypic frequencies
were significantly different from African individuals, East
Asians, the majority of EUR individuals, and other admixed
Americans from Colombia, Peru, Puerto Rico and individuals
of Mexican ancestry from Los Angeles. Only in Iberic EUR
and South Asian individuals did the 1000 Genomes Project
report non-significant differences in allelic and genotypic
frequencies compared with MM (Table V). Currently, to
the best of our knowledge, there are no other studies on the
frequencies of these SNPs among Mexican populations of
non-diabetic or diabetic individuals.

Discussion

In the present study, in the MM from Mexico City, rs5219
allelic and genotypic frequencies were not different from the
majority of the reported populations of healthy and diabetic
individuals among other ethnic groups, except for the African
and Colombian subjects; the same observation applies to
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Table III. Potassium voltage-gated channel subfamily J member 11 rs5219 (E23K) allelic and genotypic frequency comparison.

Author (year) Population T n G N p¥ TT n TG n GG n p¥ Refs.
1000 Genomes Project
Auton et al MM 0.603 298 0.397 196 - 0377 93 0453 112 0.17 42 (21)
(2015) AFR 0977 1291 0.023 31 2.17E-12* 0956 632 0.047 27 0.003 2 231E-19°
EAS 0.662 667 0.338 341 0.387 0429 216 0466 235 0.105 53 0.386
SAS 0.604 591 0.396 387 0.988 0.38 186 0448 219 0.172 84 0997
EUR 0.647 651 0353 355 0.52 04 201 0495 249 0.105 53 0406
EUR IBS 0.617 132 0383 82 0.839 0374 40 0486 52 0.14 15 0815
AMR 0.707 491 0.293 203 0.121 0496 172 0424 147 0.081 28 0.084
AMRCLM 0.803 151 0.197 37 0.002* 0.638 60 0.33 31 0.032 3 7.20E-05*
AMR MXL  0.594 76 0406 52 0.897 0328 21 0531 34 0.141 9 054
AMR PEL 0.682 116 0318 54 0.243 0435 37 0494 42 0.071 6 0.092
AMR PUR 0.712 148 0.288 60 0.104 0519 54 0385 40 009 10 0.086
Type 2 diabetic
Hernandez- AMRYCN  0.633 164 0367 95 0.662 - - - - - - - (22)
Escalante et al
(2014)
Lara-Riegos etal AMR MYN  0.654 75 0346 40 0.449 - - - - - - - (23)
(2015)
He et al EAS 0.62 124 038 76 0.805 0.35 35 054 54 0.11 11 034 (24)
(2008) (China)
Yokoi et al EAS 0.614 1954 0.386 1226 0.873 0384 610 0462 734 0.155 246  0.959 (25)
(2006) (Japan)
Holstein et al EUR 0.604 116 0396 76 0.988 0385 37 0437 42 0177 17 0975 (27)
(2009) (Germany)
Gloyn et al EUR (UK) 0.593 427 0407 293 0.885 0369 133 0447 161 0.183 66 097 (28)
(2001)
Sesti et al EUR 0.642 674 0358 376 0.569 0.385 202 0.514 270 0.101 53 0338 (29)
(2009) (Italy)
Ragia er al EUR 0.668 235 0332 117 0.339 0455 80 0426 75 0119 21 0423 (30)
(2012) (Grece)
Javorsky et al EUR 0599 121 0401 81 0.954 0366 37 0465 47 0.168 17 0984 (31)
(2012) (Slovakia)
Klen et al EUR 0.622 194 0378 118 0.783 0378 59 0487 76 0.135 21 0.76 (32)
(2014) (Slovenia)
Nicolac et al EUR 0.607 277 0393 179 0.954 0382 87 0452 103 0.167 38 0997 (33)
(2009) (Croatia)
Chistiakov eral EUR 0496 128 0.504 130 0.128 0217 28 0558 72 0225 29 0.045* (34)
(2009) (Russia)
Sokolova et al WAS 0.649 1926 0.351 1042 0.501 0428 635 0442 656 0.13 193  0.647 (35)
(2015) (East Russia)

"P<0.05 (95% confidence interval); p¥, ¢? test of independence; MM, type 2 diabetic Mestizo Mexican (1000 Genomes Project third release); AFR, African
individuals (1000 Genomes Project third release); EAS, East Asian individuals (1000 Genomes Project third release); SAS, East South Asian individuals
(1000 Genomes Project third release); EUR, European individuals (1000 Genomes Project third release); IBS, Iberian population in Spain; AMR, Admixed
American; CLM, Colombians from Medellin, Colombia; MXL, Mexican ancestry from Los Angeles, USA; PEL, Peruvians from Lima, Peru; PUR, Puerto
Ricans from Puerto Rico (1000 Genomes Project third release); YCN, type 2 diabetic from Mestizo Yucatan; MYN, T2D Mayan.

rs757110 (Tables IIT and IV). It appears that the distribution of
these polymorphisms prevails among the majority of popula-
tions, while the ancestral allele is most frequent among African
individuals. The results from the Colombian population may
reflect the ancestral admixture history of the country, where
the African component is widely spread across the Pacific and
Caribbean regions (39-41).

In Mexican populations, rs5219 is the only SNP reported
for K ,rp-coding genes, exhibiting no differences between the

alleles of healthy and T2DM subjects, even when the geograph-
ical and ethnic profile of the three Mexican samples were
markedly different: The healthy volunteers were Mestizo from
the South East (22), the T2DM group had Mayan Amerindian
ancestry (23) and our group (MM) was formed by Mestizo
individuals, primarily from the central area of Mexico.

To the best of our knowledge, this is the first report of
ABCCS rs757110 and rs1799854 SNPs in Mexican popula-
tions, and more specifically, in diabetic Mexican patients.
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Table IV. ATP binding cassette subfamily C member 8 S1369A allelic and genotypic frequency comparison.
Author (year)  Population T n G n p¥ TT n TG n GG n p¥ Refs.
1000 Genomes Project
Auton et al MM 0.569 281 0431 213 0304 75 053 131  0.166 41 (21)
(2015) AFR 0975 1289 0.025 33 145E-13* 0953 630 0.044 29  0.003 2 1.72E-23"

EAS 0.639 644 0361 364 0.195 0395 199 0488 246 0.117 59 0.331

SAS 0.585 572 0415 406 0.819 0354 173 0462 226 0.184 90 0.652

EUR 0.648 652 0352 354 0.252 0404 203 0489 246 0.107 54 0.238

IBS 0.617 132 0.383 82 0.49 0374 40 0486 52 0.14 15 0.567

AMR 0.693 481 0307 213 0.069 047 163 0447 155 0.084 29 0.030*

CLM 0.793 149 0.207 39  6.13E-04* 0.606 57 0372 35  0.021 2 2.52E-06"

MXL 0.586 75 0414 53 0.808 0.328 21 0516 33  0.156 10 0.932

PEL 0.682 116 0.318 54 0.098 0435 37 049% 42 0.071 6 0.041

PUR 0.678 141 0.322 67 0.111 0462 48 0433 45 0.106 11 0.061
Type 2 diabetics
Zhang et al EAS 0565 130 0435 100 0.954 0.33 38 047 54 02 23 0.676 (38)
(2007) (China)
Yokoi et al EAS 0.592 1884 0.408 1296 0.742 0358 570 0468 744 0.174 276 0.655 (25)
(2006) (Japan)
Klen ez al EUR 0.619 193 0.381 119 0.471 0.378 59 0481 75 0.141 22 0.536 (32)
(2014) (Slovenia)
Nicolac et al EUR 0.607 277 0393 179 0.585 0.395 90 0425 97 0.18 41 0.301 (33)
(2009) (Croatia)
Sokolova et al EastRussia 0.623 1763 0377 1065 0.436 0.393 556 046 651 0.146 207 0414 (35)
(2015) (West Asia)

“P<0.05 (95% confidence interval); p¥, ¢? test of independence; CDMX, type 2 diabetics from Mestizo Mexico City (all of the following are 1000 Genomes Project
third release): AFR, African; EAS, East Asian; SAS, South Asian; EUR, European; IBS, Iberian population in Spain; AMR, Admixed American; CLM, Colom-

bians from Medellin, Colombia; MXL, Mexican ancestry from Los Angeles, USA; PER, Peruvians from Lima, Peru; PUR, Puerto Ricans from Puerto Rico.

rs757110 allelic and genotypic frequencies behaved similarly
to rs5219 SNP, which was to be expected as it is well known
that these SNPs form a haplotype. Yet, rs1799854 SNP
frequencies seem extremely different to those reported by the
1000 Genomes Project and the literature on various diabetic
populations (Table V). A comparison between allelic and
genotypic frequencies in the investigated group and those
populations reported by the 1000 Genomes Project, demon-
strated differences between all but three samples: South Asian,
European and Iberic. The Iberic population may have affected
the comparison result of the EUR sample, as it was included
in the EUR group in the 1000 Genome Project data. This was
consistent with the fact that other EUR diabetic populations
from different ethnic origins were statistically different when
compared with the MM group (UK, Croatia and Poland).
These results may reflect the Hispanic admixture dting from
Mexico's colonial past; however, it is interesting and unex-
pected that this was not observed in the other Latin-American
populations reported. It was demonstrated by the results of
the previous Mexican health and nutrition national survey
(ENSANUT 2012) that diabetes diagnosis and first level
medical attention have improved considerably in Mexico (5),
yet the percentage of treated patients actually maintaining
adequate glycemic control remains poor. If this lack of control
is genetic, at least partially, the differences observed in
Mexican genetic SNP frequencies may significantly contribute
to explaining treatment failure. This first screening may
facilitate with understanding where focus and investigations

are required to establish whether genetic structure and phar-
macological failure are associated.

It would be interesting to observe whether a healthy control
group of MM individuals from central Mexico behaves the
same as diabetic subjects, and to analyze groups of different
ethnicity within the country to establish whether those results
are consistent with or different from the present study.

The SNPs, rs5219 (E23K) and rs757110 (S1369A) form
a haplotype, where K23/A1369 has been identified as a risk
genotype (35,42,43). While electrophysiological studies
have demonstrated that channels containing the K allele
and K23/A1369 are less sensitive to ATP inhibition (44,45),
the SU response of these polymorphic channels appears
to be different depending on the drug. For example, it has
been shown that K23/A1369 channels are more sensitive
to SU gliclazide, yet these same channels are less sensitive
to inhibition by SUs, such as tolbutamide and glimepiride,
while glibenclamide demonstrated no significant inhibi-
tion difference in any haplotype (45,46). In another study,
K allele carriers exhibited significantly higher secondary
treatment failure than E allele homozygous (29) treated with
SU and ME; however, Dawed et al (19) demonstrated that
secondary failure on patients treated with a combination of
SU and ME, carrying the K allele polymorphism of rs5219
may be more involved with diabetes progression than with
SU response (19).

In Mexico, the most common first level treatment for
T2DM combines ME with glibenclamide administration (5).
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Table V. ATP binding cassette subfamily C member 8 -3C/T Allelic and genotypic frequency comparison.

Authors (year)  Population C n T n CC n CT n TT n p¥ Refs.
1000 Genomes Project
Auton et al MM 0.704 348 0296 146 - 0506 125 0397 98 0097 24 - (21)
(2015) AFR 0.862 1139 0.138 183 0.006° 0.741 490 0.241 159 0018 12 7.96E-04*

EAS 0449 453 0551 555 241E-04* 0.198 100 0502 253 0.3 151 2.20E-06*

SAS 0.681 666 0319 312 0.724 0481 235 0401 196 0.119 58  0.865

EUR 0.58 583 042 423 0.067 0.33 166 0499 251 0.171 86  0.031°

EUR IBS 0.612 131 0.388 83 0.17 0393 42 0439 47 0.168 18  0.169

AMR 0464 322 0536 372 S535E-04* 0225 78 0478 166 0297 103 1.30E-05*

AMR CLM 0.516 97 0484 91 0.006* 0266 25 05 47 0234 22 0.001°

AMR MXL 0422 54 0578 74 5.10E-05* 0.172 11 05 32 0328 21 1.35E-07°

AMR PEL 0312 53 0.688 117 191E-08* 0.071 6 0482 41 0447 38 3.15E-14*

AMR PUR 0567 118 0433 90 0.044* 0346 36 0442 46 0212 22 0.022*
Type 2 diabetics
He et al EAS 041 82 059 118 2.50E-05* 0.14 14 054 54 032 32 1.03E-08* (24)
(2008) (China)
Yokoi et al EAS 0474 1507 0.526 1673 89I1E-04* 0233 371 0481 765 0286 454 290E-05* (25)
(2006) (Japan)
Matharoo etal ~ SAS 0.568 227 0433 173 0.044* 0405 81 0325 65 027 54 0.006* (36)
(2013) (India)
Gloyn et al EUR 0464 412 0536 476 535E-04* 0.191 85 0545 242 0264 117 3.50E-06° (28)
(2001) (UK)
Nicolac et al EUR 0489 223 0511 233 0.002* 0197 45 0583 133 0219 50 1.30E-05* (33)
(2009) (Croatia)
Dworacka etal EUR 045 36 055 44 2.54E-04* 0.25 10 04 16 035 14 6.00E-06* (37)
(2007) (Poland)

"P<0.05 (95% confidence interval); p¥, ¢’ test of independence; CDMX, type 2 diabetics from Mestizo Mexico City (all of the following are 1000 Genomes
Project third release): AFR, African; EAS, East Asian; SAS, South Asian; EUR, European; IBS, Iberian population in Spain; AMR, Admixed American;
CLM, Colombians from Medellin, Colombia; MXL, Mexican ancestry from Los Angeles, USA; PER, Peruvians from Lima, Peru; PUR, Puerto Ricans from

Puerto Rico.

In this first analysis, whose objective was mainly SNP frequ-
ency description, the authors included patients receiving
glibenclamide or ME either as a mono- or combined therapy,
as the SNP distribution is not affected by treatment. In future
studies, the aim will be to investigate clinical implications of
using ME-only treated patients as a control group to distin-
guish the ME effect.

The ABCCS 151799854 polymorphism has been associ-
ated with a predisposition for diabetes (25,47,48). In terms
of pharmacogenetics, certain studies have found that the TT
genotype may be associated with an increase in HbAlc and
triglyceride levels in SU-treated diabetics (33,49), and deemed
partially determinant of hyperglycemia-cardiovascular risk
factor in rs1799854 heterozygotes (37). However, other authors
report no significant associations when analyzing FPG and
BMI (28,50). Even when results in the case of this SNP are
contradictory, the difference in the allelic and genotypic
frequencies observed in our sample in comparison with the
majority of reported cases, indicates a considerable require-
ment to evaluate their implications in diabetes progression and
drug response in the MM population.

The SNP frequencies of rs5219 and rs757110 polymor-
phisms appear to be well conserved among the majority
of populations, including Mexicans, there is not yet a clear
association between them and the pharmacological effects.

The present results may contribute to future studies to clarify
whether there is a real association.

The aim of the present study was to describe the genetic
architecture of three pharmacogenetically important SNPs of
ABCCS8 and KCNJ11 within an MM population. To the best
of our knowledge, this study is the first to report allelic and
genotypic frequencies of ABCC8 rs757110 and rs1799854
SNPs in an MM population. Diabetes is a major concern in
Mexico, and current pharmacological treatment is considered
insufficient, as shown by the latest national health survey.
Therefore, understanding the characteristics of our population
is a priority for elucidating a viable hypothesis to improve our
knowledge of this complex pathology. It is known that interin-
dividual responses to SU are affected by clinical factors, such
as baseline glucose levels, disease duration, 3-cell function and
insulin resistance levels (51). However, multiple gene interac-
tion may explain the marginal impact of each individual SNP,
indicating, the necessity to construct an interaction model.
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Frecuencia de los polimorfismos E23K
(KCNJ11) y R1273R (ABCCS8) en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2: asociacidén
del control glucémico en pacientes
tratados con hipoglucemiantes orales
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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad muy heterogénea, con una tasa de respuesta a los diferentes farmacos muy
diversa; cerca del 75% de los pacientes en tratamiento no estan controlados de acuerdo con datos de ENSANUT 2006,
2012 y MC 2016. Se han descrito polimorfismos asociados con riesgo de padecer esta enfermedad en varias poblaciones
que podrian estar también relacionados con variaciones en la respuesta farmacolégica de los pacientes. Las sulfonilureas
estan entre los farmacos mas utilizados para el control de la diabetes; los polimorfismos en los genes que codifican para el
canal blanco de estos farmacos KCNJ11 y ABCC8 podrian estar relacionados con estas variaciones. En México, existe poca
informacién acerca de la frecuencia de estos polimorfismos en la poblacién en general y diabéticos. Se genotipificaron 80
pacientes diabéticos en tratamiento con hipoglucemiantes orales para los polimorfismos E23K (KCNJ11) y R1273R (ABCC8)
mediante PCR-RFLP. Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas fueron comparadas con las reportadas para las principales
poblaciones mundiales y con las de diabéticos encontrando que son diferentes a la mayoria de las poblaciones descritas.
No se detect6 asociacién en nuestros datos entre E23K'y R1273R con el control glucémico de los pacientes.

Palabras clave: K,;,,, diabetes, polimorfismos, hipoglucemiantes orales, KCNJ11, ABCC8.

ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a very heterogeneous disease with a very diverse response rate to different drugs; about 75% of
patients under treatment are not controlled according to data from ENSANUT 2006, 2012 and MC 2016. Polymorphisms
associated with the risk of this disease have been described in several populations that may also be related to variations in
the pharmacological response of patients. Sulfonylureas are among the most commonly used drugs for diabetes control;
polymorphisms in the genes that code for the target channel of these drugs: KCNJ/77 and ABCC8 could be related to these
variations. In Mexico there is little information about the frequency of these polymorphisms in the general population and
diabetics. We genotyped 80 diabetic patients in treatment with oral hypoglycemic agents, for polymorphisms E23K (KCNJ71)
and R1273R (ABCC8) by PCR-RFLP. The genotypic and allelic frequencies obtained were compared with those reported for
the main world populations and with those of diabetics, finding that they are different from most of the reported populations.
We found no association in our data between E23K and R1273R with glycemic control of patients.

Key words: K,,,, diabetes, polymorphisms, oral hypoglycemic agent, KCNJ71, ABCC8.
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La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad
metabdlica caracterizada por altos niveles de glucosa en
la sangre, debido a una resistencia celular a las acciones
de la insulina combinada con una secrecion deficiente,
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la misma por el pancreas. Ha sido definida como un
padecimiento de adultos; no obstante, su prevalencia ha
crecido significativamente en gente joven y se presenta
con muy alta frecuencia en nuestro pais," encabezando
la lista de mortalidad general en las Gltimas décadas. La
tasa de mortalidad nacional por DMT2 con base en las
estadisticas oficiales de la Secretaria de Salud va en au-
mento de 59.0% en 2004 a 70.8% en 2008.>

De acuerdo con los datos mas recientes de la ENSANUT
MC 2016, la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 en
adultos aumenté de 9.2% (2012) a 9.4%. Dentro de la po-
blacién total la prevalencia es mayor en mujeres (10.3%) que
en hombres (8.4%).3* Entre el 70 y 75% de los pacientes
diagnosticados no estdn controlados.® Este padecimiento
presenta multiples complicaciones y riesgo a comorbilidades,
con costos directos e indirectos asociados con la atencién
médica de los pacientes, mismos que son de alrededor
de 363,000 millones de pesos (2.25% del PIB con costos
directos de 1.11% del PIB e indirectos de 1.14% del PIB).>

La Asociacién Americana de Diabetes (ADA por sus
siglas en inglés) y la Federacion Internacional de Diabetes
(IDF por sus siglas en inglés) consideran la metformina
como farmaco de primera linea para el tratamiento de
la DMT2, con la posibilidad de afadir un segundo hi-
poglucemiante oral cuando no se alcanzan las metas del
tratamiento después de llegar a aplicar dosis maximas,
como sulfonilureas u otros hipoglucemiantes orales.®”
Aunque en los Gltimos anos cada vez se descontinia mas
el uso de sulfonilureas en paises desarrollados debido a
sus efectos adversos a nivel cardiovascular,® en México
y muchos paises en desarrollo éstos se siguen utilizando
ampliamente. La reglamentacién vigente para México
y las guias de practica clinica aln las toman en cuenta
como medicamentos de primera linea en pacientes no
obesos o con sensibilidad a biguanidas,?? lo que puede
deberse principalmente a su bajo costo.’ De acuerdo
con la ENSANUT MC 2016, el uso de la metformina y
glibenclamida es el pilar del tratamiento hipoglucemiante
via oral (67.9% de pacientes con este tratamiento). Si se
combina con insulina suma otro 8.8%; es decir, 76.7%.

Las sulfonilureas son farmacos que inhiben los ca-
nales de potasio sensibles a ATP (K,;,,) para estimular la
secrecion de insulina’’ que estdn constituidos por cuatro
subunidades de la proteina Kir 6.2 y cuatro subunidades
regulatorias del receptor a sulfonilureas (SUR-1). Proveen
la conductancia de K* dominante en reposo y determinan
el potencial de membrana en las células B-pancreaticas y
otros tipos de células excitables.?

Al incrementarse los niveles plasmaticos de glucosa en
células B-pancredticas, ésta es transportada al citosol por
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el transportador de glucosa 2 (GLUT-2) donde se desata la
produccion de ATP, que bloquea los K,;,, despolarizando
la membrana y desencadenando un potencial de accién
que activa canales de calcio dependientes de voltaje (L-
Ca?") y desencadena la exocitosis de insulina.’?

Los genes que codifican para las subunidades del K,
en células B-pancreaticas, KCNJ117 (Kir 6.2) y ABCC8 (SUR-
1), se encuentran en el mismo cromosoma en humanos
(11p15.1). Mutaciones en los genes que codifican para
los Ky;p conocidas como polimorfismos de un solo nu-
cleétido (SNP), estan muy relacionadas con enfermedades
de manejo de glucosa y desérdenes de la secrecion de
insulina.’® Se ha relacionado algunas de estas SNP con el
riesgo de desarrollar DMT2, o bien su respuesta a farmacos
en poblaciones bien definidas.?16-18

En el caso de KCNJ11 que codifica para Kir 6.2, uno de
los polimorfismos mas ampliamente estudiados es E23K,
se ha encontrado que la presencia de este polimorfismo
puede predisponer al desarrollo de DMT2 en varias po-
blaciones.'®17:19-22 Estudios funcionales han revelado que
el alelo K23 disminuye la probabilidad de cierre del canal,
llevando a una susceptibilidad reducida la inhibicién por
ATR'8:23 aunque otros estudios sugieren un efecto protector
del fenotipo K en el desarrollo de la enfermedad.® Diversos
estudios indican que el genotipo G/G esta asociado con
menor respuesta al tratamiento con sulfonilureas en mono-
terapia y terapia combinada.?*2% En poblacién mexicana
existen pocos estudios al respecto, pero un estudio reciente
parece sustentar esta misma idea.?”

Para el caso de ABCC8 que codifica para SUR-T existe
una cantidad mas elevada de polimorfismos reportados, y
con amplia prevalencia en diferentes poblaciones. Varios
de estos polimorfismos se han asociado con mayor pre-
disposicion a presentar DMT2,28 o bien a una respuesta
diferencial de los farmacos como las sulfonilureas o re-
paglinida.20:29,30

Existen pocos estudios de asociacién de polimorfismos
relacionados con la diabetes en poblacién mexicana mes-
tiza o nativa americana.2’:31-3> En México, en el caso de
los polimorfismos que afectan los K,;, un estudio en 2009
observé los polimorfismos T759T de SUR-1 y de EK23 de
Kir 6.2 en 504 pacientes de unidades de medicina familiar
del IMSS de cuatro estados;® se trata de una tesis que pre-
sentd los primeros datos en poblacién mexicana acerca de
las frecuencias del polimorfismo E23K (G/G: 86.31%, G/C:
5.36% y C/C: 8.33%) y T759T (C/C: 97.22%, C/T: 2.58%
y T/T: 0.2%); en el caso de E23K, las frecuencias para los
tipos silvestres (G/G) que encontré este grupo son casi el
doble que las reportadas para otras poblaciones como la
caucdsica y asidtica,?%3%37 mientras que las frecuencias
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observadas para T759T resultaron muy similares a las
descritas en caucasicos.>%39 Sin embargo, no encuentran
ninguna asociacion significativa de estos polimorfismos
con parametros determinantes de la DMT2 como niveles
de glucosa, HbATc, colesterol o triglicéridos, ni con el
tratamiento con sulfonilureas. Si bien la asociacién en el
caso de colesterol y triglicéridos con T759T no fue signi-
ficativa, presentan OR de 1.55y 1.77 para T/T, respecti-
vamente, y en el caso de E23K una OR de 1.23 para G/C
en asociacion con colesterol y OR de 1.24 en el caso de
triglicéridos para C/C; sin embargo, no se discutieron las
implicaciones de estos resultados en una enfermedad de
claro origen poligénico y multifactorial como la diabetes.
Otro grupo recientemente ha reportado las frecuencias
de E23K en pacientes diabéticos de Monterrey?” y en un
analisis de asociacién se encontré que los pacientes con
genotipos homocigotos (GG y AA) presentaban menor
respuesta al tratamiento con sulfonilureas en comparacion
con los heterocigotos (GA). A nivel experimental, se ob-
servo que el alelo K de E23K confiere mayor sensibilidad
a la sulfonilurea gliclacida .3 En el caso de E23K, existen
resultados contradictorios, algunos estudios, sobre todo
en poblacion caucasica de Europa del este, no detectaron
asociacion entre este polimorfismo con modificaciones en
el tratamiento con sulfonilureas.?3% En otros estudios en
poblacién caucésica, asidtica y arabe observaron que el
alelo K estd asociado a mayor nivel de HbATc o a la falla
del tratamiento con sulfonilureas y el alelo E se asocia con
mayor disminucion en HbTAc y tiempo mas prolongado
en el control con sulfonilureas.?#49-42

No existen reportes a la fecha de las frecuencias del
polimorfismo R1273R de ABCC8 en poblacién mexicana
ni de su asociacion con la farmacogenética de sulfonilure-
as, pero en otras poblaciones se ha descrito que estas va-
riantes alélicas pueden modificar parametros bioquimicos
como la HbATc o los niveles de lipidos.*3-*> En poblacién
caucasica se observé que pacientes diabéticos tratados
con sulfonilureas de genotipo G/G para SNP R1273R
tienen un aumento significativo en los niveles de HbATc,
en comparacién con los demds genotipos.3©

Resulta de gran importancia estudiar en pacientes dia-
béticos tipo 2 mexicanos la frecuencia de estas variantes
alélicas de riesgo, ya que proporcionaran informacion (til
para determinar los casos en que se deben utilizar tera-
pias que involucren sulfonilureas, determinar si las dosis
suministradas deben modificarse en casos especificos para
prevenir posibles riesgos de incremento en la sensibilidad
o resistencia y también decidir cuando debe emplearse
una combinacién diferente de farmacos para optimizar
el tratamiento oral de su enfermedad.
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MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio observacional con 80 muestras
de pacientes diabéticos tipo 2 del Hospital Judrez de Mé-
xico que fueron genotipificadas mediante PCR-RFLP para
determinar los polimorfismos: E23K (rs5219) de KCNJ11,
R1273R (rs1799859) y S1369A (rs757110) de ABCCS.
En el caso del polimorfismo E23K de KCNJ17, en nueve
reacciones no fue posible realizar andlisis por no estar en
condiciones aceptables, por lo que se obtuvo el genotipo
Gnicamente de 65 individuos; en el caso del polimor-
fismo R1273R de ABCC8, se amplificaron y procesaron
73 muestras. Las muestras fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Endocrinologia Molecular de la Division de
Investigacion del Hospital Juarez de México, mismo que
nos facilit6 los valores de los biomarcadores bioquimicos
y antropométricos de los pacientes.

En el andlisis final de las 80 muestras, se descartaron
seis muestras correspondientes a dos pacientes que reci-
bian tratamiento con insulina, de las cuales tres recibian
tratamiento combinado de insulina e hipoglucemiantes
orales y de uno no se tenia informacién del tratamiento.

Para la genotipificacién de cada muestra se realiz6
una reaccién de PCR punto final utilizando los oligonu-
cleétidos correspondientes a cada polimorfismo (Cuadro
1) y 200 ng de ADN por reaccién en 20 uL de volumen
final. Se corroboré la correcta amplificaciéon de cada
amplicén corriendo una alicuota de cada reaccién en
geles de poliacrilamida 15%; 10 uL de cada reaccién
de PCR fueron digeridos con 10 U de la enzima de res-
triccion correspondiente (Cuadro 2); el resultado de las
digestiones fue corrido en geles de poliacrilamida 15%
para observar los patrones de bandeo correspondientes
al genotipo de cada individuo y determinar los genotipos
correspondientes.

Se cuantificé la frecuencia genotipica y alélica de
cada polimorfismo por conteo directo y se determin el
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada caso mediante
prueba de 2. El andlisis estadistico se realizé utilizando
el Paquete Estadistico para Ciencias Sociales (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA) versién 23. La comparacién de las
frecuencias alélicas con otras poblaciones se efectudé
mediante prueba de y? (IC 95%). Para comparar las varia-
bles continuas se utiliz6 ANOVA de una via con prueba
Tukey HSD. La asociacién entre los polimorfismos E23K
y R1273R con las variables continuas se determiné por
regresion logistica con modelos dominante y recesivo.
Las variables continuas fueron convertidas a logaritmo
cuando fue necesario y se realiz6 un ajuste por indice
de masa corporal (IMC).
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Cuadro 1. Condiciones experimentales utilizadas para la amplificacién y mapeo de las regiones polimérficas.

Homocigoto Homocigoto Tamano de
SNP Oligonucleétidos Enzima 1 2 Heterocigoto amplicén
KCNJ11 F 5'-GACTCTGCAGTGAGGCCCTA-3"  Ban I G/G AA G/A 210 pb
E23K R 5’-ACCGTTGCAGTTGCCTTTCTT-3’ 150 + 32 178 + 32 178 + 150

+ 28 + 32(2x) + 28
ABCC8 F 5’-CTCCCTCCCCAGGAGTACAT-3’ Bsl | A/A G/G A/G 131 pb
Exén 31 R 5’-CTCACCATTAGGGCGTAGGT-3’ 73 + 58 131 131 +73 +58
(R1273R)
Cuadro 2. Datos antropométricos y biomarcadores de los pacientes mexicanos con DMT2.
Total (n = 65) Hombres (n = 14) Mujeres (n = 51)
Mediana RI Mediana RI Mediana RI p* p**

Edad (afos) 58.0 13.0 57.0 14.0 59.0 13 0.692 0.393
Evol (afos) 5.0 7.0 5.0 3.0 6.0 7.0 0.997 0.936
IMC 27.0 6.0 26.00 3.0 28.0 7.0 0.186 0.068
Glucosa (mg/dL) 146.0 157.0 135.0 173.0 154.0 152.0 0.980 0.842
Colesterol (mg/dL) 193.0 60.0 167.5 57.0 199.0 60.0 0.124 0.042
Triglicéridos (mg/dL) 161.0 101.0 156.0 69.0 174.0 104.0 0.901 0.649
Insulina (mUI/dL) 5.6 9.0 7.6 8.7 5.1 9.4 0.669 0.371
Péptido C (ng/mL) 5.4 3.5 5.2 6.1 5.4 3.1 0.961 0.780

Evol = tiempo de evolucién de la enfermedad; IMC = indice de masa corporal; Rl = rango intercuartilico.
* Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes (95% IC). ** (H vs. M) Prueba de U de Mann-Whitney para muestras independientes (95% IC).

RESULTADOS

El analisis de asociacién se llevé a cabo con las 65
muestras que contaban con los datos completos de ge-
notipificacion y datos antropométricos y bioquimicos.
De los pacientes diabéticos que reciben tratamiento con
hipoglucemiantes orales, 21.5% corresponde a hom-
bresy 78.5% a mujeres. En el cuadro 2 se observan las
medianas de los datos antropométricos y bioquimicos
de los individuos analizados en la muestra total y por
sexo. Se realiz6 una comparaciéon de medianas entre
sexos (U de Mann-Whitney) y comparando la muestra
total y por sexo (Kruskal-Wallis) encontrando que el
Gnico parametro en el que las mujeres presentan niveles
significativamente mas altos que los hombres es en el
colesterol total (p = 0.042).

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas
para cada polimorfismo y el célculo de equilibrio de
Hardy-Weinberg se pueden observar en el cuadro 3; las
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frecuencias del polimorfismo R1273R se encuentra en
equilibrio, mientras que las de E23K no. Es posible que
las frecuencias de E23K no estén en equilibrio debido al
tamafo de la muestra.

Las frecuencias alélicas observadas de E23Ky R1273R
fueron comparadas con los datos del proyecto de los 1,000
genomas que representa la variabilidad genética mundial,
y con estudios en los que se analizaba la frecuencia de
controles sanos e individuos con diabetes, 16:17:24,34,37,43-50
incluyendo los encontrados por nuestro grupo en una
poblacion de mestizos mexicanos del centro del pais para
el caso de E23K.3> Los resultados de esta comparacion se
observan en los cuadros 4 y 5.

La distribucién de los alelos para ambos polimorfismos
son diferentes a practicamente todas las poblaciones
analizadas, tanto poblacién abierta como pacientes con
diabetes. En el caso de E23K s6lo dos estudios reportan
frecuencias tanto alélicas como genotipicas similares a las
encontradas en el presente estudio,*”°° de Rusia e Irdn,
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Cuadro 3. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas de los
polimorfismos estudiados en pacientes mexicanos con DMT?2.

Polimorfismo ~ Genotipo/alelo Total (%) p?
KCNJ11 c/C 5(7.7) 7.79
E23K /T 42 (64.6)
(n = 65) T 18 (27.7)

C 52 (40.0)

T 78 (60.0)
ABCC8 G/G 12 (16.4) 0.13*
exé6n 31 G/A 37 (50.7)
R1273R A/A 24 (32.9)
(n=73) G 61 (41.8)

A 85 (58.2)

p? < 3.84 en prueba de y? para equilibrio Hardy-Weinberg.

respectivamente. Para R1273R las Gnicas poblaciones con
frecuencias que no fueron diferentes son las registradas
por el proyecto de los 1,000 genomas para colombianos
y peruanos.*®

De forma similar a lo que ocurre en nuestro estudio,
el estudio de la poblacién irani también corresponde a un
tamafo de muestra pequefio (n = 20). El alelo con mayor
representacién en nuestros resultados: T, que corresponde
a la sustitucion por lisina (K), ha sido reportado en varios
trabajos como alelo de riesgo o predisposicion a DMT2>!
y menor secrecion de insulina.®23

Para explorar la posible asociacién de los alelos de
riesgo de E23K'y R1273R se realiz6 un andlisis de regre-
sion binaria multivariado agrupando los genotipos bajo el
modelo dominante y recesivo ajustado por IMC. No se
detect6 ninguna asociacion significativa para ninguna de
las variables (Cuadro 6).

DISCUSION

Existe controversia con respecto al alelo de riesgo
en E23K, varios estudios han reportado que el alelo T
(K) de E23K esta asociado a proteccién contra la DMT2
y que el alelo G (E) confiere riesgo de padecer la en-
fermedad;*34” no obstante, otros estudios dicen que la
presencia del alelo T se asocia con menor secrecion de
insulina'” e incluso funcionalmente demuestra menor
sensibilidad a ATP y a sulfonilureas en los K,;,%* Por lo
tanto, T puede ser considerado el alelo de riesgo de este
polimorfismo al disminuir la probabilidad de cierre del
canal, lo que puede involucrarlo en la falla del control
glucémico en pacientes tratados con sulfonilureas. Bajo
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esta hipétesis consideramos un modelo dominante (CC
vs. CT+TT) para analizar la posible asociacion de los
genotipos encontrados con los datos bioquimicos de los
pacientes, observando una tendencia a mayor IMC en
los pacientes con el alelo de riesgo y contradictoriamente
menor nivel de glucosa prepandial; no obstante, los va-
lores no fueron estadisticamente significativos (Cuadro
5). Se explor6é también un modelo recesivo (datos no
mostrados), pero tampoco se observa ninguna asocia-
cién, o tendencia en cuanto a las variables de glucosa
en ayunas, o insulina.

A pesar de que R1273R es una mutacién silenciosa,
se ha relacionado al alelo A de este polimorfismo con
mayor riesgo de padecer DMT2.444>48 Adicionalmente,
el genotipo G/G se asocia a menor concentracion de
glucosa posterior a dos horas y a mayor concentracion
de insulina en ayuno,*” por lo que nuestra hipétesis era
que el alelo de riesgo es A para este polimorfismo y por
lo tanto decidimos analizar la posible asociacion de estas
variables bajo un modelo dominante (GG vs. AG+AA), en
donde no obtuvimos ningtin valor significativo, aunque se
aprecia una tendencia a menor nivel de triglicéridos en
los pacientes homocigotos a GG (Cuadro 5).

Con nuestros resultados no somos capaces de replicar
las hipdtesis de la literatura para ambos polimorfismos,
pero observamos tendencias que sientan un precedente
para futuras investigaciones.

En el sistema de salud mexicano los hipogluce-
miantes mas utilizados son sulfonilureas y biguanidas,
en especifico glibenclamida y metformina, respectiva-
mente, solas o en combinacién. Datos del sistema de
atencion hospitalaria nos dicen que cerca del 46% de
los pacientes reciben sulfonilureas, ya sea como mono-
terapia o en combinacién con biguanidas.>2 Es probable
que de existir alguna asociacion entre algiin genotipo
o alelo no seamos capaces de distinguirla debido a
interferencia de otros farmacos diferentes a sulfonilu-
reas. Ademas, que un ajuste por dosis serfa necesario
en nuestro modelo multivariado. No obstante, estos
datos representan las primeras frecuencias reportadas
en pacientes diabéticos mexicanos para el polimorfismo
de ABCC8 de R1273R y también de los primeros datos
en diabéticos mexicanos en cuanto a E23K de KCNJ71
en poblacién mestiza, que inicialmente parecen muy
diferentes a los descritos para poblacién abierta y otros
grupos de diabéticos (Cuadro 4). Es necesario replicar
este estudio en una muestra mayor para comprobar las
frecuencias obtenidas y analizar mas cuidadosamente
posibles asociaciones de estos polimorfismos con los
marcadores de control glucémico.
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Cuadro 5. Comparacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de ABCC8 rs1799859 (R1273R).

Autor (afo)  Poblacion G n A n p¥ GG n GA n AA n p¥

HJ 0.418 61 0.582 85 0.164 12 0.507 37 0329 24
Auton AFR 0.230 304 0.770 1018 4.29E-03 0.053 35 0.354 234 0.593 392 2.81E-04
etal. EAS 0.913 920 0.087 88 1.00E-14 0.833 420 0.159 80 0.008 4 4.91E-24
(2015) SAS 0.708 692 0.292 286 3.10E-05 0.497 243 0.421 206 0.082 40 3.62E-08

EUR 0.730 734 0.270 272 6.68E-06 0.545 274 0.370 186 0.085 43 3.23E-09
IBS 0.743 159 0.257 55 2.53E-06 0.551 59 0.383 41 0.065 7 4.21E-10
AMR 0.576 400 0.424 294 0.025 0320 111 0.513 178 0.167 58 0.005
CIM 0.521 98 0.479 90 0.144 0.223 21 0.596 56 0.181 17 0.050
MXL 0.672 86 0.328 42 2.86E-04 0.438 28 0469 30 0.094 6 1.43E-06
PEL 0.494 84 0.506 86  0.280 0.235 20 0.518 44 0.247 21 0.293
PUR 0.635 132 0.365 76 ~ 0.002 0.404 42 0.462 48 0.135 14 7.30E-05

Gonen SAS 0.519 140 0.481 130 1.52E-01 0O.111 15 0.815 110 0.074 10 2.62E-06
etal. (2012)  (Turquia)

Nicolac EUR 0.776 354 0.224 102 1.68E-07 0.596 136 0.36 82 0.044 10 2.76E-12
etal. (2009) (Croacia)

Rissanen EUR 0.870 35 0.130 5 6.32E-12

et al. (2000) (Finlandia)

Odgerel EAS 0.670 0.330 3.12E-04

etal. (2012) (Mongolia)

HJ = muestra de pacientes con diabetes del Hospital Judrez; AFR = africanos; EAS = Asia del este; SAS = Asia del sureste; EUR = europeos;
IBS = poblacion ibérica en Espana; AMR = mestizos americanos; CLM = colombianos de Medellin, Colombia; MXL = mexicoamericanos de
los Ange]es, USA; PEL = peruanos de Lima, Perd; PUR = puertorriquenos, Puerto Rico; MM = mestizos mexicanos con DMT2; p¥ = prueba
de independencia de y2. Los resultados en negrita representan las tnicas poblaciones que no fueron significativamente diferentes (p < 0.05
IC 95%).

Cuadro 6. Efecto del alelo de riesgo de E23K (KCNJ11) y R1273R (ABCC8) en pacientes mexicanos con diabetes
mellitus tipo 2.

E23K R1273R
CC CT+TT GG A/G+AA

Media+ DE Media + DE Media += DE Media + DE
N 5 60 11 62
Edad (anos) 60 = 6 59 =10 55+ 12 59 =10
Evolucion (afos) 7+6 77 6+3 8+7
IMC 25.5 =1 28.5 = 4.29 29.5 = 3.83 28.27 = 4.47
Glucosa (mg/dL) 223 + 145 186 = 83 193 + 83 189 = 91
Colesterol (mg/dL) 193 + 31 188 + 42 191 + 51 189 + 38
Triglicéridos (mg/dL) 177 += 54 177 += 88 151 + 46 181 = 89
Insulina (mIU/dL) 11.74 = 14.83 10.33 = 13.79 10.72 = 11.60 10.25 = 13.57
Péptido C (ng/mL) 5.14 = 3.29 5.41 £ 3.43 4.80 = 2.36 5.79 = 3.86

IMC = indice de masa corporal. Alelo de riesgo subrayado. Modelo dominante. *p < 0.05.
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Present status and perspective of
pharmacogenetics in Mexico

Abstract: Drug costs account for up to 24% of the coun-
try’s health expenditure and there are 13,000 registered
drugs being prescribed. Diabetes is the main cause of
death in the country, with over 85% of diabetic patients
currently under drug treatment. The importance of know-
ing interindividual variability in drug metabolism on
Mexican populations is thus evident. The purpose of this
article is to provide an overlook of the current situation
of pharmacogenetic research in Mexico, focusing on drug-
metabolizing enzymes, and the possibility of developing a
phenotyping cocktail for Mexican populations. So far, 21
pharmacogenetic studies on Mexican population samples
(Mestizos and Amerindian) have been published. These
have reported interindividual variability through pheno-
typing and/or genotyping cytochromes: CYP2D6, 2C19,
2C9, 2E1, and phase IT enzymes UGT and NAT2. Some cyto-
chromes with important clinical implications have not yet
been phenotyped in Mexican populations. The develop-
ment of a cocktail adapted to them could be a significant
contribution to a larger knowledge on drug response vari-
ability at a lower price and shorter time. There are vali-
dated phenotyping cocktails that present several practical
advantages, being valuable, safe, and inexpensive tools
in drug metabolism characterization, which require only a
single experiment to provide information on several cyto-
chrome activities.
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Pharmacogenetics and the main
problems of mortality and morbidity
in Mexico

In Mexico, pharmacogenetics is still in its infancy; par-
ticularly, the branch connected to drug metabolism has
yet to be consolidated. Among the general population, the
main cause of death is diabetes and its complications, fol-
lowed by cardiovascular problems [1, 2]. This disease has
a prevalence of 14%, and it is calculated that in Mexico
there are 8 million diabetic patients; 85% of them are
treated with oral hypoglycemics, mainly sulfonylureas,
metformin, or both [3]. Hypoglycemic agents like gliben-
clamide are metabolized mainly by CYP2C9 [4]. Gliben-
clamide and a combination of this with metformin are
the best-selling glycemia-control drugs in Mexico, and
this particular market has shown a general rising trend,
with an increase of 141% between 1999 and 2003 [5]. The
sulfonylurea/biguanide combinations are the best-selling
hypoglycemic agents, having passed from 57.33% in 1999
to 56.03% in Mexico in 2003. The monthly cost of gliben-
clamide treatment is 54.00 Mexican pesos [5, 6].

In a meta-analysis published in 2012, Diaz reports the
success odds ratios of various treatments prescribed in
Mexico for diabetic outpatients: 6.76 (metformin-gliben-
clamide), 5.82 (glibenclamide), 3.86 (metformin), and 3.5
(acarbose) [6].

CYP2C9 polymorphisms may modify drug response,
yielding enzymes on altered activity and, consequently,
circulating drug levels above or below the expected con-
centration, increasing the risk of adverse drug reactions
or decreasing their efficacy. One of the benefits of phar-
macogenetics is that it optimizes recommended drug
dosages [7].

In 2011, Surendiran et al. found a significant asso-
ciation between CYP2C9*1/*1 genotypes and the lack of
control of diabetic Hindi patients receiving combined
therapy with metformin and glibenclamide [4].

CYP2C9*1 variant frequency is higher in Mexicans
(Mexican Mestizos, 82.4%; Amerindian, 95%) compared
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to Caucasians (76%) [8], and according to ENSANUT
2006, 94.65% of treated diabetic patients in Mexico are
still uncontrolled [3]. In Mexico, there are no studies on
CYP2C9 in diabetic patients. Pharmacogenetic research
on drug metabolism has focused on studies in healthy
volunteers and has not been associated with major health
problems.

CYP2C9 allelic variant frequencies are still unknown
in several Mexican populations. Extensive metabolizer
frequencies and those of the more recently described ult-
rarapid metabolizers of CYP2C9 are also unknown [7]. It
would be of great interest to genotype and phenotype a
wide population sample in several geographical areas due
to the large number of native groups in our country.

Regulatory framework for health
research in Mexico and its
infrastructure

In 1943, the Mexican Government created the Public
Health and Assistance Office, today the Health Office that
regulates, controls, and promotes sanitary issues and
policies. On February 7, 1984, the General Health Law
was published [9] followed by a decree in December 1986,
containing the Law’s regulations in matters of health
research [10]. In its second title, this code deals with the
ethical implications of research in human beings, and on
its third title it deals with research on new prophylactic,
diagnostic, therapeutic, and rehab resources. This last
title, on its second chapter, deals with pharmacological
research. Finally, chapter 3 deals with research on other
new resources. In 2003, the Mexican government created
the Federal Protection Commission against Sanitary Risks
(COFEPRIS, by its Spanish acronym) as the Health Office’s
decentralized organ [11]. One of the remits of this com-
mission is to exercise the regulation, control, vigilance,
and promotion of health issues and to determine national
policies on protection against health risks and their imple-
mentation in the following areas: health establishments;
drugs and other health supplies; disposal of organs,
tissues, human cells, and their components; prevention
and control of harmful effects on human health originat-
ing from environmental factors; occupational health and
basic sanitation. All this is done in coordination with state
and federal district governments [11].

Biomedical research in Mexico takes place fundamen-
tally in public institutions: 12 National Health Institutes,
higher education institutions (state and national univer-
sities as well as technology institutes) financed through
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subsidies by the Mexican government and, complemen-
tarily, by the National Science and Technology Council
(CONACYT, by its Spanish acronym), which provides
resources through open contests between researches from
all over the country.

Pharmacogenetics concerning
drug-metabolizing enzymes in the
Mexican population

Today’s Mexican population consists of Mexican Mestizos
(93%) and 65 Amerindian-origin groups [12].

Mexican Mestizos are the resulting breed of different
ancestral components, and differences among this genetic
contribution have been linked to the various geographical
areas in Mexico. Studies in Northern population samples
(Monterrey, Nuevo Ledn) have shown a larger contribution
of the European component (38% vs. 30%) and a smaller
presence of the Amerindian component (56% vs. 65%)
compared to Mexico City’s Mestizo population, whereas
the African component is very similar (4% vs. 5%) [13].

In Mexico, research linking health and genetics has
been focused mainly on identifying the genomic basis
(candidate genes) of the most frequent diseases (diabetes,
obesity, and cardiovascular pathologies), biomarkers for
several kinds of cancer and nutrigenomics [14].

Pharmacogenetic studies in Mexican
population samples: phasel and Il
biotransformation enzymes

In the past 22 years, 28 genotyping and/or phenotyping
studies on phase I and phase Il drug-metabolizing enzymes
have been reported in Mexican population samples.

The first contributions took place abroad, using
Mexican-American samples (seven studies) by groups of
foreign researchers at institutes and universities in the
USA (Texas and Los Angeles, CA, USA), and using Mexican
Mestizo samples (three studies) with the contribution of
one Mexican researcher.

In 1991, Lam published a first report on Mexican-
Americans (cited by Mendoza), identifying a larger meta-
bolic rate (2.7 times) of dextromethorphan/dextrorphan in
hypothyroid individuals compared to euthyroid individu-
als [15]. The most recent report on Mexican-Americans
(2007) consisted of a haplotype polymorphism analysis of
CYP2E1 associated with alcoholic cirrhosis [16].
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The first international collaboration of a Mexican
institution in this field (1999) was a CYP2E1 phenotyp-
ing study with chlorzoxazone in which this cytochrome
was identified as inducible by volatile organic solvents in
Mexican Mestizos (Le6n, Guanajuato) [17]. The most recent
collaboration dates from 2013: a report on CYP2C9 in eight
indigenous populations from Northwestern Mexico [18].

Pharmacogenetic research in Mexico is now repre-
sented by 18 publications by national researchers on
Mexican Mestizo samples. These started in 2003 with a
study on CYP2C19 and CYP3A#4’s participation in ome-
prazole’s metabolism in Mexican Mestizos (Guadalajara,
Jalisco) [19]. From this year on, the number of articles pub-
lished by Mexicans increased, mainly about CYP P450 in
Mexican Mestizos, and subsequently Amerindian groups
(Tepehuano, Tzotzil, Maya, etc.) were included.

The largest scientific productivity in this area has
been reached in 2005 and 2008 with three papers and
six publications related to drug metabolic enzymes in
2012 (genotyping and/or phenotyping). Studied cyto-
chromes among Mexicans (Mestizo and/or Amerindian)
are CYP2D6, 2C9, 2C19, 2E1, 3A4, and phase II enzymes
GST, UGT, and NAT2.

In 2005 the first pheno-genotyping study on an
Amerindian group (Tepehuano from Durango) assessed
CYP2D6 [20].

It has to be noted that in the first case studies and con-
trols, the sizes of the Mexican population samples used in
pharmacogenetic research were very small (<30 individu-
als). In contrast, samples from over 100 to 200 individu-
als were used in the study on activity modulation of drug
metabolic enzymes in Mexican Mestizos and Mexican-
Americans. There also have been studies on Mestizos from
Guerrero, Sonora, Guanajuato, Veracruz, Yucatan, and
Zacatecas using samples of <50 individuals.

The first studies on Amerindian population
samples (Durango’s Tepehuanos) used 55 subjects.
With other groups (Maya, Mixtec, and Zapotec) the
sample size was 30.

Studies on drug metabolism in
Mexicans (Americans, Mestizos,
and Amerindians)

Of the 28 studies on pharmacogenetics in Mexican popula-
tion samples, 20 have been focused on enzymes related to

drug metabolism (Table 1), and 8 more have been related
to diseases such as cancer and alcoholic cirrhosis.
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Phase | metabolic enzymes
CYP P450

CYP2D6 polymorphism has been the most studied enzyme
in the Mexican population (nine publications).

In Mexican-Americans (Los Angeles, CA, USA), nine
slow metabolizers were identified (3.2%) by using dex-
tromethorphan/dextrorphan metabolic ratio (DM/DX).
The poor metabolizers (PMs) in this ethnic group are
present at a lower rate than the 4.5% cited in 22 Mexican-
Americans in Texas. Frequencies of CYP2D6*1, *2, *3, *4
(null activity), *4XN, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *14, *17, *29,
*41, and *XN have also been determined [15, 21]. The most
common variants were *1, *2 and *4. Fifty percent of PMs
were homozygous for allele *4. Functional variants fre-
quency was 73.1% (CYP2D6*1 and *2) and 26.1% of dimin-
ished enzymatic capability variants [15, 21]. The CYP2D6
allele frequencies are shown in Table 1.

A 2005 study by Lopez et al. identified the following
frequencies in Mexico City Mestizos: *2, *3, *4, *5, *10, *17,
and XN (Table 1). Heterozygous (wild type/mutant) was
35.80%, homozygous (*1/*1) 24.28%, and heterozygous
(mutant/mutant) 22.63%. Final results revealed that the
most common variants in this sample were *1, *2, *4, and
*10 [25]. In this case, the phenotyping substrate was dex-
tromethorphan, and the anti-mode value of 0.3 described
for Caucasians was used. PMs in Mexican Mestizos were
reported at 10% under this anti-mode value [25].

In 2006 and 2010 studies (Sosa et al.), Durango Mesti-
zos presented bimodal distribution (DM/DX) at 6.8% (six
slow metabolizers, four of whom were *4/*4 genotype) of
PMs. CYP2D6*2A, *3, *4, *6, *10, and *35 alleles were deter-
mined [23]. The most frequent genotypes were *1/*1 (73.6
5%), *1/*4 (17.3%), and *4/*4 (3.6%) [23, 24]. Tepehuanos
presented unimodal distribution, no slow metabolizers,
and CYP2CD6’s allelic variant frequencies were reported
(Table 1) as follows: *1, *2A4, *5, *41, and *XN [20, 23, 24].

The CYP2D6 gene has been re-sequenced on Mexican
Mestizos (Guanajuato, Veracruz, Yucatan, and Zacatecas)
and Amerindians (Tepehuano, Maya, Mixtec, and Zapotec)
in a 2011 study, which reported 14 new variants, 13 SNPs, and
a conversion to CYP2D7 (*85) in the exon discovered [22].
The frequencies of functional allele variants *1 and *2 were
50% (3.2% of the new variants) and 25.5% (18.6% present
three new variants), respectively, whereas *4 was 14%. Two
new haplotypes were found: *1661 and *4180 at 3.2% in
the Sonora volunteers and 1.3% in the Guerrero volunteers.
Variant *82 was found in three of four Amerindian groups
(Mixtec, Tepehuanos, and Mayas) and four Mexican Mestizo
groups (Yucatan, Zacatecas, Durango, and Veracruz) [22].
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Table1 Most-studied allelic frequencies of drug-metabolizing enzymes in Mexican populations.
Enzyme Studied population [reference] Allelic frequencies variants, %
CYP2D6 Mexican-AmericansLos Angeles, CA (n=349) [15] *1=55.2, *2=22.8, *3=0.3, *4=10.3, *5=2.3,
*10=7.4, *17=0.7, XN=1.0
Los Angeles, CA (n=264) [21] *1=55.1, *2=18.0, *3=0.2, *4=10.0, *5=1.7, *6=0.4,
*9=1.1, *10=2.8, *17=0.2, *29=0.2, *41=9.5,
XN=0.8
Mexican Mestizos Zacatecas (n=30) [22] *82=1.67
Durango (n=110, 112) [23, 24] *1=83.6, *2A=10.7, *3=0.9, *4=13.1, *5=1.3,
*10=2.3, *35=4.1, *41=2.2, XN=4.1
Mexico City (n=243) [22, 25] *1=38.48, *2=19.34, *3=1.44, *4=11.21, *5=2.67,
*10=12.45, *17=1.65, XN=12.76
Guadalajara (n=125) [22] *1=93.2,*3=1.2,%4=5.6
Sonora (n=46) [22] *1=39.1, *2=34.8, *4=14.1, *5=2.1, *10=3.3,
*53=1.1, XN=4.3, *1661=3.2, *4180=3.2, *82=0.0
Guerrero (n=50) [22] *1=60, *2=17, *4=14, *5=2.0, *10=2.0, *29=2.0,
*82=4.0, XN=3.0, *1661=1.0, *4180=1.0
Yucatan [22] *82=3.4
Guanajuato [22] *82 was not founded
Veracruz [22] *82 was not founded
Amerindians Tepehuano, (Durango) (n=101, 99, 30)  *1=99.4, *2A=20, XN=1.0-1.5, *4=0.6, *35=1.5,
[22-24, 26] *5=0.5, *41=1.0, *82=3.3
Tzotzil, (Chiapas) (n=56) [26] *1=97.3, *4=2.7, *3, *6, *7, and *8 were not observed

Tarahumara, (Chihuahua) (n=88) [26] *1=92.7, *4=7.3, *3, *6, *7, and *8 were not observed
Purépecha, (Michoacan) (n=85) [26] *1=97.1, *4=2.9, *3, *6, *7, and *8 were not observed

Tojolabal, (Chiapas) (n=43) [26] *1=98.8, *4=1.2, *3, *6, *7, and *8 were not observed
Tzeltal, (Chiapas) (n=19) [26] *1=94.7, *4=5.3, *3, *6, *7, and *8 were not observed
Maya, (Campeche) (n=30) [22] *82=1.67
Mixtec, (Oaxaca) (n=30) [22] *82=5.0
Zapotec, (Oaxaca) (n=30) [26] *82 was not observed
CYP2C19Mexican-AmericansLos Angeles, CA (n=346) [27] *1=90.2, *2=9.7, *3=0.1
Mexican Mestizos Guadalajara, Jalisco (n=145) [28] *1=93.1, *2=6.9
Amerindians Purépecha, (Michoacan) (n=101) [26] *1=94.6, *2=5.4
Tojobal, (Chiapas) (n=68) [26] *1=96.3, *2=3.6
Tzotzil, (Chiapas) (n=88) [26] *1=94.3, *2=5.6
Tzeltal, (Chiapas) (n=20) [26] *1=100
Tarahumara (Chihuahua) (n=84) [18] *1=69, *2=31
CYP3A4 Mexican Mestizos Durango (n=100) [28] *1B=8.8
Amerindians Tepehuano, (Durango) (n=100) [28] *1B=8.0, *2=0.01
CYP2C9 Mexican-AmericansLos Angeles, CA (n=98) [29] *1=86, *2=8, *3=6
Mexican Mestizos Durango (n=102) [8] *2=7, *3=1.5, *6=0.5
Amerindians Tepehuano, (Durango) (n=99, 127) [8, 18] *1=92.5, *2=0.0, *3=7.5
Mexicanero, (Durango) (n=38) [18] *1=100
Huichol, (Durango) (n=107) [18] *1=96.7, *2=0.0, *3=3.3
Cora (Nayarit) (n=81) [18] *1=96.3, *2=0.0, *3=3.7
Tarahumara (Chihuahua) (n=74) [18] *1=89.6, *2=0.0, *3=10.4
Seri (Sonora) (n=19) [18] *1=97.4, *2=2.6, *3=0.0
Guarijio, (Sonora) (n=15) *1=93.3, *2=0.0, *3=6.7
Mayo, (Sonora) (n=44) [18] *1=85.2, *2=5.7, *3=9.1
NAT2 Mexican Mestizos Mexicali (Baja California) (n=25) [30] *4=20, *5A=2, *5B=34, *5(C=6, *6A=24, *7A=14
Mexico City (n=250) [31] 191=1, 282=31, 341=31.6, 481=29.2, 590=16,
803=35.8, and 857=12.5
UGT Mexican Mestizos Mexico City (n=248) [32] wt=75.8, *1b=7.6, *2=3.4, *3b=13.1
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In a 2012 study (Salazar et al.), Western Mexico Mes-
tizos were found to present CYP2D6*3, *4, *6, *7, and *8.
Only one of these variants (*4) was observed in five Amer-
indian samples (Tarahumara, Purépecha, Tojobal, Tzotzil,
and Tzeltal), in which the wild-type allele (*I) was pre-
dominant (Table 1) [26].

CYP2C19

CYP2C19*2 and *3 (null variants) are associated with
PM status [27]. Mexican-Americans (Los Angeles, CA,
USA) were found to present a bimodal distribution with
S-mephenytoin substrate in which extensive metabolizers
were found together with 3.2% of slow metabolizers. Geno-
type *1/*1 was 81%, whereas heterozygous genotypes
were 18.5%. Only two individuals were found to be*2/*2,
and none was *3/*3 [27].

In Guadalajara Mestizos, phenotyping was performed
with omeprazole, which is metabolized into hydroxyome-
prazole [19]. The distribution was found to be trimodal with
4% ultrametabolizers (UMs), 90% extensive metabolizers
(EMs) and 6% PMs [19]. In Western Mestizo and Amerin-
dian groups (Tarahumara, Purépecha, Tojobal, Tzotzil,
and Tzeltal) CYP2C19*1, *2, *3, *4, and *5 were detected
(Table 1). The wild-type allele (*1) was predominant and *4
and *5 variants were not found. A high frequency of variant
*2 was found in Tarahumaras (Table 1), and a *2/*2 geno-
type of 10.7%, which means a potentially poor metabolizer
group. Furthermore, these frequencies are different from
those reported for Guadalajara Mestizos [18].

CYP3A4

CYP3A4 contributes to the metabolism of approximately
half of the drugs in clinical use today.

In a phenotyping study of Mexican-Americans,
data very similar to those of European populations were
obtained using midazolam [33]. In Durango Mestizos and
Tepehuanos, CYP3A4*1B, *2, *4, *5, and *18 were deter-
mined [28]. Variant *2 was identified in one individual;
variants *4, *5, and *18 were not found.

In Guadalajara Mestizos, phenotyping with omepra-
zole and its sulfone metabolite revealed a multimodal
distribution, with 9% ultrametabolizers (UMS), 80% EMs,
and 11% PMs [19].

CYP2C9

In 2004, Llerena et al. [29] found that the most common
genotypes of CYP2C9 in Mexican-American volunteers
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were *1/*1 (74%), *1/*2 (15%), and *1/*3 (10%). Homo-
zygous *2/*2 and *3/*3 were not found. The frequencies
on the CYP2C9 allele are shown in Table 1.

In 2011, Dorado et al. found that in Mexican Mestizos
[8] the genotype frequency was *1/*1: 82.4%, and *1/*2 or
*3 (16.6%). The homozygous variants *2 and *3 were not
found. These data differ from those reported in Spaniards
(*1/*1; 60%; heterozygous: 39%; *2/*2: 2.4%, and *3/*3:
1%) and Mexican-Americans [29]. A *1/*1 genotype fre-
quency of 94.9% was found in Tepehuanos, whereas *1/*2
was 2.02% and*1/*3 was 3.03% [8].

In 2013, Sosa et al. reported that genotype *1/*1 was
present in 100% of the Mexicanero sample [18], and it also
was the most frequent in Seri (94.74%), Huichol (93%),
Cora (92.59%), Guarijio (86.67%), and Tepehuano (86.61%)
samples. Genotype *1/*2 was found only in two of the
eight samples [Seri (5.26%) and Mayo (11.36%)], at higher
frequencies than those reported in Asian populations.
Genotype *1/*3 was found in six of the studied samples
[Tarahumara (20.27%), Mayo (18.18%), Tepehuano
(11.81%), Guarijio (13.33%), Huichol (6.54%), Cora (7.41%)].
Variant *6 was not found [18].

In Seri (5.26%) and Mayo (11.36%) samples, genotype
*1/*2 was more frequent when compared with the other
samples, whereas homozygous genotype variant *2 was
not found [18].

Heterozygous genotype *1/*3 was found in Tarahu-
mara (20.27%), Mayo (18.18%), Guarijio (13.33%), and
Tepehuano (11.8%) samples. It was less frequent in Cora
(741%) and Huichol (6.45%). Homozygous genotype
*3/*3 (1.57%) was found only in the Tepehuano sample.
A higher variant *3 frequency than in East Asian and
African-American populations was found in Tarahumara,
Tepehuano, and Mayo [18]. Allelic frequencies of CYP2C9
in Mexican Mestizo and Amerindian groups are shown in
Table 1.

Phase Il metabolic enzymes
N-acetyl transferase 2 (NAT2)

NAT?2 is encoded by a highly polymorphic gene. Pheno-
typing of healthy volunteers with isoniazid was reported
in Baja, California, Mestizos, finding a bimodal distribu-
tion of extensive and slow acetylators. This study showed
an association between genotype and acetylator phe-
notype (OR=7.78, 95% CI) [30]. NAT2*4 is considered the
wild type; the most prevalent alleles are shown in Table
1. NAT2*4/*4 frequency was 11.6%, *5B/*5B: 24%, *4/*6A:
12%, and *6A/*A: 12%. The variant *4 and *4/*4 have
been related to slow acetylators [30]. NAT2 was sequenced
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in Mexican Mestizo samples, and seven SNPs were found:
191, 282, 341, 481, 590, 803, and 857 [31] (Table 1).

Glutathione S-transferase (GST)

Variants GSTM1 (43%) and GSTT (9.3%), which have null
activity in Mexican-Americans, have been identified [32].

Glucuronosyl transferase (UGT)

UGT1A4 catalyzes 35% of all drugs metabolized by phase
II enzymes. In healthy Mexican Mestizo individuals, the
most common genotype was wt/*3; genotype UGTIA4*2/*2
was not found. The allelic frequencies of UGTIA4 are
described in Table 1 [34].

Phenogenotyping techniques used
in Mexican population samples

In 1991, the first phenotyping study (DM/DX) in Mexican-
Americans was reported, and the first genotyping study
of CYP2Dé6 also in Mexican-Americans dates from 2001
[15, 17].

In 23 (16 of which correspond to genotyping and 7 to
pheno-genotyping) of the 28 works on Mexican samples
(Americans, Mestizos, or Amerindians), genetic studies
aim to determine the frequencies of the different allelic
variants. The other 5 correspond to phenotyping (determi-
nation of the enzyme’s metabolic capability).

The phenotyped cytochromes in Mexicans are CYP2D6
(dextromethorphan), CYP2E1 (chlorzoxazone), CYP2C19
(S-mephenytoin and omeprazole), CYP3A4 (midazolam
and omeprazole), and NAT?2 (isoniazid) [17, 19, 25].

Phenotyping samples were obtained either from
blood (collected generally at 3 h after drug administra-
tion) or urine (collected 8 h later). In every case, the
original drug and its metabolites were assayed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) coupled
with either a UV detector or fluorescence [17, 19, 25]. These
methods were used for both Mexican-American samples
at US institutions as well as at Mexican hospitals, insti-
tutes, and universities that have this technology available
[19, 26].

There are 16 publications in which only genotyping
was performed. In these, venous blood samples were
used, from which genomic DNA was extracted. The most
commonly used technique for genotyping was RFLP-PCR
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analysis (14 studies). In the most recent works, CYP2E1,
and UGT1A4 were studied in Mexico City Mestizos using
this technique [16, 34]. Other techniques used are L-PCR
(CYP2D6), nested PCR (CYP2D6), XLT-PCR (CYP2D6),
and allelic discrimination by Tagman assay with real-
time PCR (CYP3A4, CYP2(9). Since 2010, SNPs have been
studied with more recent technologies such as sequenc-
ing (CYP2D6, and NAT2) or SNaPShot and capillary elec-
trophoresis (CYP2D6 and CYP2C19) [17-19, 25].

Drug costs and treatment of major
health issues in Mexico

In 2007, drug costs in Mexico represented 24% of the coun-
try’s health expenditure [35], reaching 1.4% of GDP. The
Mexican Social Security Institute (IMSS; 43 million benefi-
ciaries) accounts for 47.9% of public drug expenditure. It
is followed by institutions attending the uninsured popu-
lation with 26.8%, the Security and Service Institute for
State Service Workers (ISSSTE) with 18.2%, and Mexican
Petroleum’s (PEMEX) Health Services with 7% [35].

An important fraction of drug expenditure in Mexico
corresponds to CYP2C9-metabolized drugs, particularly
oral hypoglycemics (glibenclamide), nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), and oral anticoagulants
(coumarin and warfarin) [3].

Pharmacogenetics research
perspectives in Mexico

In 1989, the first cocktails were designed to test the induc-
tion and inhibition of various substrate metabolic enzymes
[36] to elucidate common regulation or co-segregation of
metabolic pathways of different compounds involving the
administration of more than one test drug simultaneously
from a single experiment (hence, intrasubject variability),
and they have been developed with the subsequent drug/
metabolite determination in plasma or urine through vali-
dated HPLC and/or mass spectrometry [37].

There are several cocktails to assess more clinically
relevant drug metabolic enzymes (Pittsburgh, Karolin-
ska, Cooperstown, Cooperstown 5+1, and Inje cocktails),
which include CYP1A2 (caffeine), CYP2C9 (losartan, flur-
biprofen, tolbutamide, warfarin), CYP2D6 (debrisoquine,
dextromethorphan), CYP2C19 (omeprazole, mepheny-
toin), CYP3A4 (midazolam, quinine, dapsone), and NAT2
(dapsone), which are well tolerated [38-40].
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Phenotyping has been conducted both on individual
drugs and on the cocktail without any differences being
found. It is important to use commercially available drugs
with a minimal adverse effect profile [37, 40]. Most of these
cocktails have used caffeine for CYP1A2, combined with
different substrates for other enzymes such as CYP2D6,
CYP2C9, and CYP3A4 with intravenous midazolam, which
provides information on hepatic metabolism regardless of
gastrointestinal enzymatic activity. Oral midazolam con-
siders both metabolisms, but it also inhibits CYP2E1 (chlo-
rzoxazone) [37]. Through phenotyping, Gonzalez et al.
identified a trimodal distribution of CYP3A4 (hydroxy-
omeprazole/omeprazole) and CYP2C19 (sulfone omepra-
zole/omeprazole) in a Mexican Mestizo sample [19]. This
could allow to the inclusion of CYP2E1 and avoids the
inconvenience of intravenous and oral midazolam in a
cocktail design. Dextromethorphan has already been used
to assess CYP2D6 in Mexican samples [23-25]. Caffeine
is included as a substrate in a few cocktails that evalu-
ate NAT2 and CYP1A2 simultaneously, measuring their
respective metabolites [37].

Caffeine, omeprazole, dextromethorphan, and losar-
tan have not shown drug interaction; they are all com-
mercially available and have a low side-effect profile, and
their metabolisms are enzymatically specific [37, 40].

The development of a specifically adapted phenotyp-
ing cocktail would be a significant benefit for the follow-
ing reasons: It would contribute to a better understanding
of interethnic variability in drug response; it would allow
us to assess the relationship between genotype and phe-
notype in major metabolism enzymes in Mexican popula-
tion; and it would reduce research costs and time.

In conclusion, detailed knowledge of the current
state of pharmacogenetics research on drug-metabolizing
enzymes in Mexico allows us to propose a seven enzyme
substrate combination not suggested before: a UNAM cock-
tail design that would include caffeine (CYP1A2, NAT2),
losartan (CYP2C9), omeprazole (CYP2C19, CYP3A4), dex-
tromethorphan (CYP2D6), and chlorzoxazone (CYP2E1).
These enzymes cover 90% of drug metabolism. This cock-
tail could be applied as a tool for drug interaction studies.

Such studies have shown differences from either
Caucasian, Asian, and African populations, or variability
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RESUMEN

El citocromo P450 (CYP P450) es una superfamilia de hemoproteinas que participan en el metabolismo de com-
puestos enddgenos (esteroides, hormonas) y xenobidticos (ambientales, farmacos). Los polimorfismos de CYP
P450 generan variabilidad en la actividad enzimatica, y por ello se han asociado con la proteccion o susceptibi-
lidad a varias enfermedades. Las investigaciones al respecto son recientes y existen controversias en sus resul-
tados; de ahi la importancia de continuar con la busqueda de biomarcadores adecuados vy fiables que ayuden
a la identificacion, la prevencion, el prondstico y el tratamiento de las enfermedades. El objetivo de esta revision
es mostrar el panorama actual de las investigaciones que asocian a CYP P450 con algunas enfermedades, de-
bido a su participacion en el metabolismo enddgeno y de xenobidticos ambientales, y su posible aplicacion
clinica como biomarcadores. Los citocromos mas estudiados son los que se asocian con algun tipo de cancer,
como CYP1A1, CYP1B1 y CYP2E1; otras enfermedades, como la progresiéon de la cirrosis y algunos trastornos
del comportamiento, con CYP2D6, y glaucoma con CYP1B1. Aproximadamente en el 60% de los estudios revi-
sados se encontrd asociacion con la susceptibilidad a desarrollar alguna enfermedad. Sin embargo, las contro-
versias en los resultados dificultan la validaciéon de los polimorfismos como biomarcadores.

Palabras clave: Citocromo P450. Polimorfismos. Enfermedades. Biomarcadores.

Abstract

Cytochrome P450 (CYP P450) is a superfamily of hemo-containing proteins. These are involved in the metabolism of
endogenous substrates (steroids, hormones) and xenobiotics (environmental, drugs). Genetic polymorphisms of CYP
P450 are sources of variability in their metabolic activity; therefore, these have been associated with protection against
or susceptibility to several diseases. Research on P450 is very recent and its early results are controversial, thus mak-
ing further attempts to find adequate and reliable biomarkers even more necessary in order to identify, prevent, prog-
nosticate, and treat diseases. This work provides an overview of the most recent advances in different studies on dis-
eases associated to CYP P450 polymorphisms (endogenous and chemical xenobiotics metabolism) and their potential
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clinical application as biomarkers. The most studied are cytochromes CYP1A1, CYP1B1, and CYP2E1 associated with
cancer, while other diseases such as cirrhosis and behavior disorders have been associated with CYP2D6 and glau-
coma with CYP1B1. About 60% of the current research on P450 polymorphisms has found some kind of association
with disease susceptibility. Nevertheless, the controversy due to result variations makes it difficult to validate polymor-

phisms as biomarkers. (Evid Med Invest Salud. 2016;9:167-78)
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INTRODUCCION

El conocimiento actual sobre las enfermedades asocia-
das a polimorfismos del citocromo P450 (CYP P450)
esta en crecimiento constante debido al incremento de
las investigaciones realizadas con muestras de huma-
nos, tal como se observo en el periodo 2010-2012, con
la publicacion de aproximadamente 143 estudios, y en
los ultimos 3 afios se llevan realizados 49. Ademas de
identificar susceptibilidades a enfermedades, en estu-
dios recientes se han investigado las diferencias entre
poblaciones, asi como la combinacién de varios genes,
y esto ha contribuido a que las investigaciones sean
mas complejas. En esta revision se considerd la infor-
macién mas reciente (2012-2016), incluyendo la repli-
cacion de varios estudios y algunos metaanalisis. Se
incluyeron articulos con estudios en humanos sobre
polimorfismos de CYP P450 asociados a enfermedades
(metabolismo de sustratos enddgenos o xenobidticos
ambientales) publicados en revistas indexadas y bases
de datos (PubMed).

CITOCROMO P450

El CYP P450 es una superfamilia de hemoproteinas que
participan en el metabolismo de xenobidticos (ambien-
tales, farmacos) y en la sintesis de compuestos endo-
genos (esteroides, hormonas, acido araquidénico, vita-
minas, etc.) importantes para la fisiologia humana’. Las
enzimas P450 se expresan en gran variedad de 6rga-
nos, glandulas y tejidos, como los rifiones, el cerebro,
los testiculos, la mucosa intestinal, la garganta y el hi-
gado?. En los humanos se han identificado 57 genes de
CYP P450 que estan organizados de acuerdo a su nivel
de identidad en familias (numeros) y subfamilias (le-
tras), asi como en variantes alélicas nombradas *7 (mas
frecuente), *2, etc.'2.
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POLIMORFISMOS DE CYP P450

Los polimorfismos (mutaciones genéticas identificadas
en al menos el 1% de la poblacién) de CYP P450 pue-
den generar enzimas con diferentes niveles de activi-
dad, como la pérdida o ganancia de funcion (afectacio-
nes en el corte y empalme del mMRNA, nimero de copias
y variantes en regiones promotoras)®. Se ha reportado
variabilidad individual en diferentes poblaciones, y de-
bido a su relevancia clinica son ampliamente estudia-
dos*. Se han identificado tres tipos de metabolismos
para las enzimas CYP:

— Lento: enzimas con actividad disminuida.

— Réapido: enzimas con actividad no modificada (mas
frecuente).

— Ultrarrapido: enzimas con actividad mayor que el me-
tabolismo mas frecuente.

POLIMORFISMOS DE CYP P450
ASOCIADOS A ENFERMEDADES

Los polimorfismos de CYP P450 se han asociado con
la variabilidad en el metabolismo de sustratos endége-
nos y con la activacion de sustancias quimicas ambien-
tales, por lo que generan alteraciones o desviaciones
del estado fisioldgico en algunos tejidos. Es por ello que
al menos 13 diferentes citocromos (CYP1B1, CYP11A1,
CYP1A29, etc.) se han asociado con la proteccion o la
susceptibilidad de enfermedades. En este trabajo las
agrupamos, de acuerdo al tipo de sustrato, en enfer-
medades asociadas al metabolismo de sustratos endo-
genos y enfermedades asociadas al metabolismo de
xenobidticos ambientales.
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ENFERMEDADES ASOCIADAS
CON EL METABOLISMO
DE SUSTRATOS ENDOGENOS

El CYP P450 esta involucrado en el metabolismo de
sustratos endégenos esenciales para la fisiologia huma-
na, como son el colesterol (CYP7A1, CYP11A1, CYP7B1
y CYP8A1), los esteroides (CYP17A1 y CYP19A1), las
prostaglandinas (CYP5A1 y CYP 8A1), las vitaminas
solubles (24A1 y 26A1) y los eicosanoides (CYP2CS8,
CYP2C9 y CYP2J2)'. En el metabolismo de los esteroi-
des llegan a participar mas de 40 citocromos; en la
activacion y la inactivacion de vitaminas participan cua-
tro citocromos; y en la sintesis de acidos grasos y ei-
cosanoides por oxidacion del acido araquidénico par-
ticipan nueve citocromos'? (Tabla 1).

CYP1B1

CYP1B1 es el citocromo mas estudiado con respecto
al metabolismo de sustratos enddgenos. Constituye
una fracciéon importante del CYP extrahepatico, con
expresion en casi todos los tejidos: ojos, rindn, pros-

Tabla 1. Citocromos involucrados en el metabolismo de sus-
tratos endégenos

CYP Sustrato
enddgeno

Producto Funcion

11A1 Colesterol Precursor de todas las
hormonas esteroidales
Control de niveles
de glucosa, respuesta al
estrés y metabolismo
de 4cidos grasos
Regula la presion arterial
y al equilibrio dcido-base
Glucocorticoides Regulan el metabolismo
de hidratos de carbono

Pregnenolona

11B1 Biosintesis  Cortisol

Aldosterona

17A1 Biosintesis

Testosterona Desarrollo y promocion
Estrdgenos de caracteres sexuales
19A1  Biosintesis  Estrogenos Desarrollo y promocion

de caracteres sexuales
21A1 Progesterona Aldosterona Regula la presion arterial
cortisol y al equilibrio &cido-base
46A1 Colesterol 24-hidroxi- Atraviesa barrera
colesterol hematoencefdlica,
se degrada en higado

7B1 Hidroxilacién de metabolitos del colesterol, un paso
obligatorio en la modificacion de ndcleos esteroidales

27A1  Hidroxilacion de écidos biliares

7A1 Eliminacion del colesterol del cuerpo

51 Cataliza desmetilaciones de los precursores del colesterol

tata, glandulas mamarias y ovarios. El cambio de ami-
noacido Leu432Val se ha identificado en pacientes con
glaucoma primario congénito, neonatal y juvenil; sin
embargo, existe controversia en los resultados.

A continuacion se comentan los estudios mas recientes
sobre CYP1B1 y su asociacion con enfermedades (Ta-
bla 2).

CYP2D6

CYP2D6 es el segundo citocromo mas estudiado y se
ha asociado con diversas enfermedades, como el can-
cer de mama (metabolismo de hormonas), en el que se
observé una mayor frecuencia de la variante *70 en
pacientes con respecto al grupo control; las variantes
*3y *4 (actividad disminuida y asociadas al metabolis-
mo lento) no mostraron diferencias’. Este CYP también
se ha estudiado con respecto a enfermedades infla-
matorias de intestino y Alzheimer, sin encontrar asocia-
cién con la variante *4'415, En la progresién de cirrosis
hepatica (*4, odds ratio [OR]: 2.27; p = 0.05), el lupus
eritematoso (*4; OR: 2.9; p = 0.047) y los trastornos de
la alimentaciéon (mas frecuentes en mujeres portadoras
de méas de dos genes activos), de personalidad y sui-
cidio (*3 y *4; mas frecuentes en pacientes), se han
identificado algunos polimorfismos de CYP2D6, en los
ultimos cuatro debido a su expresion en el cerebro'®1°,
Sin embargo, no hay replicaciones de estos estudios
en diversas poblaciones, salvo en el caso del intento
de suicidio y los trastornos de la personalidad?®.

CYP2C9 y 2C19

CYP2C9 y CYP2C19 se han asociado con distintas enfer-
medades debido a la variabilidad en el metabolismo del
acido araquidoénico o por cambios en su nivel de expre-
sion. CYP2C9 se ha estudiado como marcador de dismi-
nucién de la agresividad en el cancer de mama (altos
niveles de expresion disminuyen la proliferacion y la mi-
gracion de células cancerigenas), 430C>T se ha asocia-
do con la susceptibilidad al cancer y al adenoma colo-
rrectal (OR: 0.92 y 1.39, respectivamente; p = 0.05); en
la enfermedad de arteria coronaria, el alelo C se identifi-
c6 como factor de riesgo (OR: 2.42; p = 0.05), y la dis-
minucion de la densidad mineral 6sea se asocié con las
variantes *2 0 *3 (OR: 4; p = 0.05)?>%3, CYP2C19 meta-
boliza al &cido araquiddnico y produce acido epoxi-eico-
sanoico, que esta involucrado en el tono vascular y en la
regulacion de la presion sanguinea; los niveles elevados
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Tabla 2. Investigaciones que involucran a CYP1B1 con enfermedades

Enfermedad (n.° de estudios) Estudio (n)

Glaucoma congénito primario (3)  Casos (57) - controles (101)

Prevalencia de SNP (26 pacientes)

Prevalencia del namero de copias
de genes (50 pacientes)
Glaucoma angulo abierto juvenil (2) Casos (61) - controles (100)

Metaanalisis (6 estudios)

Glaucoma en recién nacidos (1) Casos (5) - controles (110)

Lesiones en ovario/endometrio (1) Casos (58 pacientes) - controles (25)

Menopausia (sintomas) (1) Cohorte (399)

Resultados Referencias (afo)

14.9% de los pacientes presentaron fenotipo 5 (2015)
atribuible a SNP de CYP1B1

Si; 182G>A, 317C>A, 535delG, 6 (2015)
1064_1076del, 1159G>A, 1310C>T,
1390dupT

No se identificaron variaciones en el nimero 7 (2013)
de copias del gen en pacientes

No hubo diferencia en la frecuencia entre 8 (2012)
casos y controles (403-13C>T, 142C>G,
355G>T, 1294G>C, 1347T>C

Se estudiaron 20 SNP y no se encontro 9 (2012)
diferencia entre casos y controles

443A>G solo se identificd en 2 de los 10 (2012)
5 casos

Incremento en niveles de expresion 11 (2016)

Leu342Val se identificé en pacientes 12 (2012)

menopausicas con inflamacién estomacal,
sequedad vaginal, etc.

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido.

en su expresion se han observado como factor predispo-
nente a padecer enfermedad crénica de Keshan y car-
diomiopatia dilatada, pero no hemorragias®*?®. Las va-
riantes *2y *3 (metabolismo lento) se asociaron con una
mayor susceptibilidad a la retinopatia en pacientes (mu-
jeres) con diabetes mellitus tipo 2 (OR: 7.49; p = 0.05)%.

Otros citocromos como CYP1A2, CYP4F y CYP2J2 me-
tabolizan el acido araquidénico a acido epoxi-eicosa-
trienoico, el cual posee efectos cardioprotectores, va-
sodilatadores, antiinflamatorios, antitrombdticos, etc., y
las enzimas con baja actividad se asocian con enfer-
medades cerebrovasculares (hipertension y enferme-
dad arteriocoronaria)? (Tabla 3).

CYP4A11 y CYP4F2 sintetizan al acido 20-hidroxieico-
sanoico (20-HETE) a partir del acido araquidénico. El
20-HETE es un potente vasoconstrictor de las arterias
cerebrales. La combinacion entre los polimorfismos de
CYP4A11 (C-296T) y CYP4F2 (V433M) se ha asocia-
do con susceptibilidad a padecer isquemia cerebral
(OR: 1.5y 1.38, respectivamente; p < 0.05)%.

ENFERMEDADES ASOCIADAS AL
METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Varios estudios sugieren que tanto las predisposiciones
genéticas adquiridas (modificaciones epigendmicas)

170

como las heredadas desempefian un papel importante
en la carcinogénesis®. Las enzimas P450 pueden acti-
var la mayoria de los carcinébgenos quimicos, y se ha
reportado que las principales enzimas implicadas en
este proceso son CYP1A1, CYP1B1 y CYP2E1. Sin em-
bargo, la relevancia en la modulacion de P450 y su
asociacion con el riesgo de desarrollar cancer no han
sido faciles de establecer en los seres humanos.

CYP1A1

CYP1A1 se expresa en diversos tejidos y es una de las
enzimas de mayor importancia en la carcinogénesis en
humanos, debido a que activa diversos procarcindge-
nos y compuestos, como los hidrocarburos policiclicos
aromaticos?. Es el citocromo mas estudiado por su aso-
ciacion con el cancer de pulmoén, y se sabe que su
transcripcion es inducida por hidrocarburos aromaticos
presentes en el humo del tabaco. Se ha reportado que
la interaccion entre el alelo 2 y la delecion del gen y ser
fumador incrementa el riesgo de padecer cancer de
pulmoén. Ademas, la delecion del gen es mas frecuente
en los pacientes en comparacion con los controles®®
(Tabla 4). Se han observado con mayor frecuencia mo-
dificaciones en la actividad de CYP1A1 en pacientes
con cancer de cérvix, prostata y ovario, que tienen en
comun la influencia hormonal y la biotransformacion de
carcinégenos®%:40,
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Tabla 3. Otros citocromos que metabolizan sustratos endégenos que se han asociado con enfermedades

Citocromo Enfermedad Estudio (n)/resultados Referencias (afio)
(n.° de estudios)
1A1 (3) Arteria coronaria Casos (293) - controles (408)/rs4886605 CC (OR: 27 (2015)
0.37, p = 0.018) en pacientes vs. controles
Cardiopatias (Keshan y cardiomiopatia  Casos (67 y 28) - controles (58)/nivel de 24 (2016)
dilatada) expresion incrementado en pacientes
Lesiones de ovario y peritoneales Casos (24) - controles (25)/nivel de expresion 11 (2016)
incrementado en pacientes
17 (2) Cancer de vesicula biliar Casos (414) - controles (230)/rs743572 alelo de 28 (2014)
riesgo (OR: 2.23, p = 0.016)
Sindrome de ovario poliquistico Casos (287) - controles (187)/No se encontraron 29 (2012)
diferencias en las frecuencias de rs10883783,
rs1004467, rs6162 y rs743572 entre pacientes
y controles
4A11 (2) Enfermedad arteriocoronaria Casos (361) - controles (315)/rs3890011 fue méas 30 (2013)
frecuente en pacientes que en controles
Infarto al miocardio Casos (239) - controles (285)/la frecuencia del 31 (2012)
haplotipo T-T-A(rs2269231, rs1126742 y
rs9333025) fue menor entre pacientes
(hombres) vs. controles (p < 0.001)
2CB (2) Evento cerebrovascular Casos (396) - controles (378)/No hay diferencia 32 (2015)
(susceptibilidad) en la frecuencia de rs17110453 y rs1934980
Céncer de mama Cohorte (40 pacientes)/nivel de expresion 20 (2014)
incrementado en pacientes (2.5 veces)
2J2 (2) Alzheimer (susceptibilidad) Casos (672) - controles (351)/para rs890293, 33 (2015)
alelo T OR: 2.641, p < 0.05
Céncer de mama Cohorte (40 pacientes)/nivel de expresion 20 (2014)
incrementado en pacientes (2.5 veces)
26B1 (1) Ateroesclerosis Cohorte (233)/(rs2241057) para portadores del 34 (2012)
alelo menor, el tamafio de la lesion
(ateroesclerosis) fue diferente a la del alelo
mayor (p < 0.013)
11B2 (1) Hipertension arterial Casos (514) - controles (192)/T-344C afecta las 35 (2013)
estructuras ventriculares en mujeres (T/T) mas
propensas a hipertension vs. controles
(p = 0.045)
4F2 (1) Hipertension arterial Casos (507; 279 hipertensos: 228 no hipertensos) 36 (2012)

Evento cerebrovascular

- controles (487)/para 1347 G/A, el alelo A se
asoci6 con hipertension y evento
cerebrovascular (OR: 1.59, p < 0.05)

Para el estudio de las asociaciones entre los polimor-
fismos de CYP1A1 y el riesgo de padecer cancer se
han empleado herramientas como el metaanalisis y la
estratificacion por grupos. Ademas, en estudios recien-
tes, CYP1A1 se ha asociado con 17 tipos de cancer en
diferentes ¢rganos (Tabla 4).

CYP1B1

CYP1B1 se expresa en diversos tejidos, metaboliza
procarcindgenos y activa algunas especies reactivas
electrofilas para la formacion de aductos. Se ha con-
siderado como factor de predisposicion a desarrollar

carcinogénesis en el higado, el pulmon, la prostata, la
vejiga y el rifién. Son dos los cambios de aminoacidos
que se han estudiado principalmente: lle462Val y
Asn453Ser®”%8. En la tabla 5 se muestran los tipos de
cancer estudiados con respecto a CYP1B1.

CYP2E1

CYP2E1 es importante en el metabolismo del etanol. Su
expresion se incrementa en los sujetos alcohdlicos, ya
que es inducible por el consumo crénico de alcohol, y
esto contribuye a una tolerancia al alcohol y otras dro-
gas®. Se ha asociado a la variante ¢2, con una mayor
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Tabla 4. Estudios realizados sobre los diferentes tipos de cancer asociados a CYPIAIl y el nivel de evidencia reportada

Enfermedad
(n.° de estudios)

Estudio (n)

Resultados

Referencias (afio)

Céncer de pulmoén de células
no pequenas (1)

Neoplasia cervical (3)

Céncer de prostata (2)

Carcinoma renal (1)

Leucemia mieloide crénica (1)

Enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (1)

Céncer colorectal (1)
Céncer de esofago (1)

Tumor 6seo (1)

Cancer hepatocelular (1)

Casos (150) - controles (150)

Metaanalisis: casos (1,912) -
controles (1,812)

Metaandlisis: casos (1,087) -
controles (1,326)

Casos (195) - controles (106)

Metaanalisis: casos (2,350) -
controles (2,992)

Casos (138) - controles (138)

Metaanalisis

Mspl: casos (531) - controles (739)

lle462Val: casos (742) -
controles (975)

Casos (132) - controles (140)

Metaanalisis: casos (1,050) -
controles (1,202)

Casos (74) - controles (199)
Metaanalisis: casos (1,519) -
controles (1,962)

Casos (52) - controles (100)

Metaanalisis: casos (731) -
controles (1,059)

Delecion del gen en 73.3% pacientes (OR: 2.28,
p < 0.05)

Alta prevalencia de fumadores: 77.8% de los
pacientes

Riesgo de padecer la enfermedad si hay delecion
del gen y el habito de fumar: OR: 5.6
(p < 0.05)

T3801C = factor de riesgo alelo T (OR: 1.32,

p < 0.05) y genotipo TT (OR: 1.99, p < 0.05)

Incrementa riesgo: Val vs. lle (OR: 1.43,

p < 0.05); ValVal vs. llelle (OR: 2.43, p < 0.05);
ValVal* Vallle vs. llelle (OR: 1.59, p < 0.05).
Asociacion significativa para caucasicos: (OR:
2.03, p < 0.05)

T380C = factor de riesgo alelo T, no se observd
para la muestra de la poblacién de China y de
India. Para la muestra de la poblacién Malay si
es factor de riesgo (OR: 4.66, p < 0.05)

Asociacion de lle462Val con riesgo: Val vs. lle:
OR: 1.27 (p < 0.001); ValVal vs. llelle: OR: 1.51
(p = 0.004); ValVal+Vallle vs. llelle: OR: 1.31
(p < 0.001)

La frecuencia de las variantes wim1 (15.22%) y
mim1 (17.39%) fue similar en pacientes y en
controles

Polimorfismo de riesgo; modelo alélico OR: 1.49,
p <0.05

Modelo dominante OR: 1.72, p < 0.05

No hubo diferencia en la frecuencia del
polimorfismo entre pacientes y controles

Estratificacion por habito de fumar: alelo Val;
OR: 3.39, p < 0.05

Frecuencia del alelo *2C fue diferente entre
controles y pacientes: AA = 16 vs. 38%,

AG =78 vs. 57% y GG = 6 vS. 5%

Alta frecuencia de AG en controles lo sugieren
como factor protector

Polimorfismo Mspl factor de riesgo:

CC vs. TC+TT; OR: 1.57, p = 0.02

CC vs. TT; OR: 1.73, p = 0.005

Polimorfismo lle462Val factor de riesgo:
GG vs. AG+AA; OR: 2.75, p = 0.009

GG vs. AA; OR: 3.23, p = 0.003

AG vs. AA; OR: 1.39, p = 0.04

Polimorfismo Mspl: OR: 0.75, p = 0.463

Polimorfismo Mspl: C vs. T OR: 1.25, p < 0.05;
CC+CT vs. TT OR: 1.35, p < 0.05;

CC vs. TT+CT OR: 1.35, p < 0.05

Polimorfismo lle462Val: mas frecuente en
pacientes (46.2%). Homdcigo Val como factor
de riesgo: OR: 4.15, p < 0.05

Polimorfismo 3801T>C: TT vs. CC OR: 1.21,

p < 0.05; TT vs. TC OR:= 0.87, p < 0.05.

Por grupo étnico: Modelo dominante OR: 1.26,
p < 0.05 y modelo recesivo OR: 1.25, p < 0.05
para asidticos

38 (2016)

39 (2013)

40 (2012)

41 (2016)

42 (2013)

43 (2012)

44 (2015)

45 (2015)

46 (2015)

[47] (2015)
[48] (2015)

[49] (2015)

[50] (2015)
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Tabla 4. Estudios realizados sobre los diferentes tipos de cancer asociados a CYPIAIl y el nivel de evidencia reportada (Continuacion)

Enfermedad
(n.° de estudios)

Estudio (n)

Resultados

Referencias (afo)

Céncer de mama (1) Casos (742) - controles (742)

Céncer de vejiga (1) Casos (114) — controles (114)

Céncer de ovario (1) Metaanalisis: Mspl

Casos (1,051) - controles (1,613)

lle462Val

Casos (1,680) - controles (3,345)

Th461Asn

Casos (349) - controles (785)

Carcinoma oral (1) Metaanalisis: Casos (1,515) -
controles (2,233)

Carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello (1)

Casos (313) - controles (417)

Leucemia linfoblastica (1) Metaanalisis: casos (2,013) -

controles (2,903)

Polimorfismo A4889G: Alelo G como factor
de riesgo OR: 1.5, p < 0.05.

Para caucasicos, el alelo G OR: 1.6, p < 0.05

Polimorfismo T6235C: CC més frecuente en
pacientes (48.4%)

No hubo diferencia en la frecuencia de los

[51] (2015)

[52] (2013)

Polimorfismo lle462Val: Val/Val vs. lle/lle OR:

Polimorfismo Mspl: asociacion con la edad

Polimorfismo Mspl: CC+TC vs. TT OR: 1.33,

polimorfismos para 1le462 entre pacientes
y controles
[53] (2012)

Polimorfismo Mspl: TC vs. TT OR: 1.10,

p = 0.329

Polimorfismo (lle462Val): Homécigos como

factor de riesgo, OR: 2.65, p = 0.02

Polimorfismo (Th461Asn): heterdcigo OR: 1.62,

p =0.06

[54] (2012)
1.46, p < 0.05. Modelo dominante OR: 1.01,

p < 0.05 y modelo recesivo OR: 1.46, p < 0.05

Andlisis por grupo étnico, para asiaticos: modelo

recesivo aditivo (Val/Val vs. lle/lle) OR: 1.74,

p <0.05

[55] (2012)
OR: 8.15, p < 0.05. Asociacion con el habito

de fumar OR: 5.37, p < 0.05

[56] (2012)
p < 0.05. De acuerdo al grupo étnico, no se

encontraron asociaciones con asiaticos ni

caucasicos

tasa de transcripcion en el desarrollo de determinados
tipos de cancer (Tabla 6); se ha considerado como un
factor de susceptibilidad para cancer de garganta jun-
to con el habito de fumar, y para cancer de pulmoén
(fumadores moderados). Es mas relevante en poblacio-
nes orientales, donde la frecuencia de c es alta®”.

Otros citocromos menos estudiados son CYP17A1, aso-
ciado con cancer de pulmoén de células no pequenas;
CYP3A5 y CYP1A2, con riesgo de padecer cancer’'72;
CYP2W1, 4F11 y 8A1, con cancer de mama; y la va-
riante *4 de CYP2D6 con la progresion de cirrosis he-
patica y con la disminuciéon en la transformacion de
procarcindgenos y un efecto protector para cancer de
mama’374. En la actualidad, las investigaciones han
ampliado el panorama de estudio al considerar la inte-
raccion de varios citocromos que, en conjunto, partici-
pan en la generacion de carcinégenos. Por ejemplo, la
interaccion de CYP1A1, 1A2 y 2E1 (Japdn) se ha aso-
ciado con susceptibilidad a padecer cancer géastrico’.
Ademas, se ha considerado la combinacion con enzi-
mas de fase Il, como la glutation S-transferasa. Por

ejemplo, en la interaccion de CYP1A1, 1B1 y ALDH en
pacientes jévenes con carcinoma escamoso, NO se
encontré asociacion con el nivel de expresion de
CYP1A1, pero si con el de CYP1B1, que fue mayor
en los controles, lo que se sugiere un menor riesgo
de recurrencia con un metabolismo incrementado de
CYP1B176.

Cada vez son mas las poblaciones estudiadas con
respecto a las asociaciones entre citocromos y enfer-
medades, ya que se ha reportado que existe variabili-
dad étnica. La mayoria de los citocromos se han es-
tudiado en poblacién china, quienes han buscado la
reproducibilidad de sus resultados dentro de sus gru-
pos étnicos. Como se muestra en la tabla 7, son pocas
las poblaciones estudiadas hasta el momento y la ma-
yoria de las investigaciones se han realizado en pobla-
ciones asiaticas y europeas. Del continente americano,
solo se tienen estudios en muestras de los EE.UU.,
Brasil y México, pero son pocos los citocromos estudia-
dos en estas poblaciones.

173



Evid Med Invest Salud. 2016;9:167-78

Tabla 5. Estudios realizados sobre los diferentes tipos de cancer asociados a CYP1B1 y evidencia reportada

Enfermedad
(n.° de estudios)

Estudio (n)

Resultados

Referencias (afo)

Céncer de prostata (3)

Céncer colorectal (2)

Céncer hepatocelular (1)

Céncer de laringe (1)

Céncer de pulmén (1)

Céncer renal (1)

Metaandlisis: casos (3,221) -
controles (3,447)

Metaanalisis: casos (2,788) -
controles (2,968)

Metaanalisis: G119T - casos
(15,376) - controles (18,382)

A453G - casos (27,983) - controles

(35,839)
Metaanalisis: casos (6,375) -
controles (7,003)

Metaanalisis: casos (8,466) -
controles (9,301)

Casos (468) - controles (515)

Casos (300) - controles (300)

Metaanalisis: casos (7,067) -
controles (9,374)

Casos (133) - controles (208)

Polimorfismo Leu432Val: Val/Val vs. Leu/Leu
(OR: 1.07, p = 0.67); Leu/Val vs. Leu/Leu (OR:
1.05, p = 0.42). Asiaticos Val/Val vs. Leu/Leu
OR: 2.48, p = 0.02; Leu/Leu vs. Leu/Leu OR:
1.40, p = 0.03

Polimorfismo 4326C/G: factor de riesgo alelo G
OR: 1.100, p = 0.014; GC vs. CC OR: 1.10,

p = 421; GG vs. CC OR: 1.15, p = 0.027

Polimorfismo G119T: TT vs. GG OR: 1.59,

p = 0.051; G/T vs. G/G OR: 1.31, p = 0.305

Polimorfismo A453G: G/G vs. A/A OR: 1.266,

p =0.277; A/G vs. A/A OR: 1.182, p = 0.045

Polimorfismo Asn453Ser: factor de riesgo G/G
vs. A/A OR: 0.94, p < 0.05; G/A vs. A/A OR:
0.99, p < 0.05

Polimorfismo (Leu432Val): G/G vs. CG/C OR: 1.01,
p < 0.05; G/C vs. C/C OR: 0.97, p < 0.05

Polimorfismo rs1056836: alelo de riesgo G OR:
2.13, p < 0.05; combinacion del genotipo G/G
con el habito de fumar OR: 13.97, p < 0.05

Polimorfismo rs1056827: alelo de riesgo T OR:
1.43, p < 0.0034

Polimorfismo rs1056836: alelo de riesgo G OR:
0.56, p < 0.0027

Polimorfismo 432GG vs. CC tuvo un 39.7% de
riesgo y el alelo de riesgo G tuvo un riesgo del
26.3%

Polimorfismo 119TT OR: 2.13, p < 0.05

Polimorfismo 48G/G: factor de riesgo OR: 3.859,
p <0.05

Polimorfismo G/G (Ala119): factor de riesgo OR:
2.08, p < 0.05

57 (2012)

58 (2012)

59 (2015)

60 (2012)

61 (2012)

62 (2015)

63 (2015)

64 (2012)

65 (2012)

Tabla 6. Estudios realizados sobre los diferentes tipos de cancer asociados a CYP2E1 y el nivel de evidencia reportada

Enfermedad
(n.° de estudios)

Estudio (n)

Resultados

Referencias (afio)

Céncer géstrico (2)

Céncer colorectal (1)

Carcinoma de tiroides (1)

Hepatocarcinoma (1)

Casos (510) - controles (510)

Casos (105) - controles (118)

Metaandlisis: rs2031920 - casos
(5,291) - controles (6,477)

rs3813867 - casos (2,312) -
controles (3,002)

Metaanalisis: casos (767) -
controles (2,429)

Metaandlisis: casos (1,661) -
controles (2,317)

Polimorfismo Pstl/Rsal: factor de riesgo para C2/
C2 OR: 2.15, p < 0.05; alelo de riesgo C2 OR:
1.48, p < 0.05

Polimorfismo rs2031920: alelo de riesgo OR:
8.38, p < 0.0001

Polimorfismo rs2031920: ¢2 vs. ¢1 OR: 1.19,

p = 0.02; c2/c2 vs. c2/c1 OR: 1.16, p = 0.046

Polimorfismo rs3813867: ¢2 vs. ¢1 OR: 0.96,

p = 0.67; c2/c2 vs. c2/c1 OR: 1.26, p = 0.67

Polimorfismo rs2480258: factor de riesgo G/A
OR:1.24, p < 0.05y A/A OR: 1.56, p < 0.05

Polimorfismo Pstl/Rsa: factor de riesgo c2/c2 vs.
¢1/c1 OR: 0.73, p < 0.05; c¢1/c2 vs. ¢1/c1 OR:
1.00, p < 0.05

Alelo de riesgo c2 y alcoholismo OR: 1.73,

p <0.05

66 (2012)

67 (2015)

68 (2013)

69 (2016)

70 (2012)
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Tabla 7. Citocromos estudiados por su asociacion con enfermedades en muestras de diferentes poblaciones

Citocromo (CYP) Muestras (paises) Citocromo (CYP)

Muestras (paises)

Citocromo (CYP)

Muestras (paises)

1B1 Brasil 2D6
Eslovaquia
Turquia
Arabia Saudita

Estados Unidos
de Norteamérica

Australia

Portugal

Espana 2E1
India

China

1A1 China
India
Brasil 2C19
Malasia

Inglaterra
Turquia
Espafia

Espafa 4F China
China India
Brasil
Republica Checa 2C9 China
Rusia Austria
Estados Unidos Estados Unidos
de Norteamérica de Norteamérica
China 4A11 Japén
Italia China
Brasil
India 3A5 China
Taiwan
1A2 China
Corea
Estados Unidos 2W1, 4F11 México
de Norteamérica
Japon 8A1
China 2J2 China
Estados Unidos 208 China

de Norteamérica
India
China

POLIMORFISMOS COMO POSIBLES
BIOMARCADORES

La mayoria de las enfermedades se deben a factores
ambientales y genéticos; de ahi la necesidad de estu-
diarlos para obtener un perfil molecular de una deter-
minada enfermedad. Los polimorfismos genéticos o de
un solo nucledtido (SNP, single nucleotide polymor-
phism) en enzimas involucradas en la degradacion y
eliminacion de xenobidticos y de sustratos enddgenos
presentan variabilidad en el metabolismo de los indivi-
duos*. Es por ello que su uso como biomarcadores
puede ser un factor clave en la medicina. Se entiende
como biomarcadores a las biomoléculas, caracteristi-
cas especificas o indicadores de un cambio en cual-
quier estructura biolégica que pueden ser objetivamen-
te medidos en un organismo vivo. Estos indican un
estado biolégico normal, algun proceso patolégico o
bien manifiestan la respuesta a un tratamiento
farmacologico*””78, Para el establecimiento de algun
SNP como posible biomarcador, primero se tiene que

identificar el polimorfismo que esté asociado con algu-
na enfermedad. Generalmente se hace mediante dos
estrategias diferentes: a) estudios de asociacién de
genoma completo (GWAS, genome-wide association
studies), en los que se analiza el genoma completo de
determinadas regiones 0 genes, pues no se parte de
un gen candidato en concreto; y b) estudios de asocia-
cién de genes candidatos y de patogénesis, ya que
para la mayoria de las enfermedades existe una gran
cantidad de estudios que han identificado genes o re-
giones cromosomicas de interés’®7°. Posteriormente se
realiza la genotipificacién en una muestra determinada
de pacientes y de controles, y se analizan los resulta-
dos obtenidos. Una vez que los biomarcadores han
sido descubiertos y seleccionados, no solo se conside-
ra la significancia estadistica, sino también su potencial
para resolver realmente un problema clinico y la rela-
cion coste-efectividad.

Es por ello que la busqueda de factores genéticos como
biomarcadores adecuados y fiables asociados a
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enfermedades podria contribuir a tomar medidas opor-
tunas de prevencion, asi como a un mejor prondstico
del curso de las enfermedades. Existen dos tipos de
biomarcadores importantes para el campo de la biome-
dicina:

— Biomarcadores predictivos, que proporcionan infor-
macion sobre qué personas o pacientes es probable
e improbable que se asocien con alguna enfermedad
0 variable sujeta a investigacion, o bien que se be-
neficien con un tratamiento especifico.

— Biomarcadores de prondstico, que reflejan el riesgo
inicial o el avance de una enfermedad, ademés de
proveer informacion sobre el resultado a largo plazo
de los pacientes no tratados comparados con los que
recibieron tratamiento’87°.

Para el desarrollo de biomarcadores es necesario consi-
derar la validacion y la utilidad clinica en el contexto de
ensayos clinicos aleatorizados, que son el estandar de
referencia para evaluar la utilidad clinica’’°. La encar-
gada de la validacion y la aprobacion de los biomarca-
dores en la préactica clinica es la Food and Drug Admi-
nistration (FDA), que define a un biomarcador validado
como aquel que es medido mediante un sistema analitico
cuyo procedimiento esta bien establecido y cuyo signifi-
cado cientifico en el campo biolégico, toxicoldgico,
farmacologico o clinico esta bien establecido™. La cri-
terios de validacion analitica, clinica'y de utilidad para un
biomarcador dependeran del uso previsto. La validacion
analitica se refiere al establecimiento de la robustez, la
reproducibilidad del ensayo y la precision de la medicién
(sensibilidad y especificidad) relativas a un estandar en
una cohorte inicial. La validacion clinica se refiere al es-
tablecimiento de la capacidad del biomarcador en la
identificacion o asociacién con alguna enfermedad, o
bien del efecto estudiado en pacientes’”’® en una segun-
da cohorte independiente, generalmente en las fases | y
Il de ensayos clinicos, seguidos por otros ensayos con
mayor tamarfo de muestra (fases Ill y IV). La decisiéon de
continuar con el proceso de implantacion de un biomar-
cador depende de su utilidad en la préactica clinica habi-
tual. Hasta el momento, los avances en la biotecnologia
y la gendmica han contribuido gradualmente al estudio
molecular de muchas enfermedades y han generado co-
nocimiento sobre las fuentes de heterogeneidad; sin em-
bargo, son pocos los biomarcadores recogidos en la FDA
para los que realmente se recomienda realizar un test
genético al tomar una decision terapéutica.
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CONCLUSIONES

En los ultimos afios, el estudio de los polimorfismos de
CYP P450 asociados a enfermedades ha sido de gran
interés, lo que se ve reflejado en el incremento en el
nuamero de publicaciones cada afio. Citocromos como
CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1 y CYP2D6 han sido de los
mas estudiados, ya que se expresan en varios tejidos
y 6rganos, ademas que estar involucrados en varias
reacciones importantes dentro del metabolismo de
sustratos endégenos y de xenobidticos. El cancer es
la enfermedad mas comun asociada a los polimorfis-
mos de CYP P450, con 14 tipos de cancer asociados
a 13 citocromos. Sin embargo, no hay replicacion de
estudios para una misma enfermedad en una pobla-
ciéon ni en distintas poblaciones. Cabe mencionar que
para CYP1A1y CYP1B1 se han realizado metaanélisis
para el cancer de préstata, de mama, de cérvix, he-
patocelular y de ovario; ademas, ambos citocromos se
han estudiado en forma independiente y en combina-
cion. El metaanélisis reduce la probabilidad de come-
ter errores tipo | y Il al aumentar considerablemente el
tamafo de las muestras, lo que proporciona una mayor
confianza en las asociaciones identificadas y ayuda a
esclarecer las controversias en la informacion. Cabe
mencionar que la tendencia actual es investigar la
interaccion de varias enzimas que pudieran estar in-
volucradas en una misma enfermedad. La poblacién
mas estudiada es la china, con estudios sobre 15 de
los 18 citocromos que hasta el momento se han aso-
ciado a enfermedades y que ha replicado estudios
dentro de su poblaciéon. La mayoria de los estu-
dios existentes no se han replicado en la misma po-
blacién ni en otros paises. Tanto los metaanalisis como
los estudios de casos y controles presentaron algunas
limitaciones, principalmente estos ultimos. Algunas de
estas limitaciones son que no se realizaron ajustes en
las mediciones, no consideraron subtipos dentro de
una misma enfermedad, no consideraron la diferencia
debida a la variabilidad étnica, los tamafios de mues-
tra fueron pequefios, hubo poca replicaciéon de estu-
dios, etc. Recientemente se busca que los polimorfis-
mos identificados sean utiles como biomarcadores
(prondstico o prevencion), por lo que son necesarias
mas investigaciones que, ademas de identificarlos,
validen y prueben que son adecuados y fiables para
que asi contribuyan a tomar medidas oportunas de
prevencion y mejoren el pronostico del curso de las
enfermedades.
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Hipoglucemiantes orales para
el tratamiento de diabetes mellitus
tipo 2: uso y regulacién en México

Nidia Samara Rodriguez-Rivera,* Patricia Cuautle-Rodriguez,** Juan Arcadio Molina-Guarneros*

RESUMEN

De acuerdo con su mecanismo de accién, existen cinco grupos principales de hipoglucemiantes orales para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2: secretagogos de insulina (sulfonilureas y glinidas), sensibilizadores a la insulina (biguanidas y
tiazolidinedionas), inhibidores de a-glucosudasa, agonistas de GLP-1 e inhibidores de DPP-4. En la regulacién mexicana,
tanto la Norma Mexicana 015-SSA-2010 como la gufa clinica contemplan el uso de estos farmacos basadas en las eviden-
cias cientificas reportadas. El cuadro basico de uso de medicamentos no concuerda por completo con los medicamentos
que citan tanto la norma como las gufas. Algunos farmacos que ya han sido retirados en otros paises dada su evidencia de
efectos adversos siguen siendo utilizados en nuestro pais y considerados en el cuadro bésico. No existen muchos datos
respecto al costo-beneficio de los medicamentos sugeridos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2; hace falta
informacién que fundamente la inclusién o exclusién de algunos farmacos en este esquema. Datos recientes indican que en
el pafs existe una menor disponibilidad de medicamentos para padecimientos crénicos en el sector salud, lo que se traduce
en mayor gasto para el paciente y menor control de la enfermedad. Es necesario replantear y unificar las politicas de uso
y abastecimiento considerando los datos presentes en la literatura y las necesidades y condiciones de nuestra poblacién.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, hipoglucemiantes orales, regulacién mexicana.
ABSTRACT

According to its action mechanism, there are five groups of oral hypoglycemic agents for the treatment of diabetes mellitus type
2: insulin secretagogues (sulphonylureas and glinides), insulin sensitizers (biguanides and thiazolidinediones), a-glucosidase
inhibitors, GLP-1 agonists, and DPP-4 inhibitors. Mexican regulation (NOM-015-SSA2010) and clinical guides contemplate
the use of these drugs based on reported scientific evidence. The real basic drug-use chart does not completely correspond
to this current regulation. Some drugs already retired from the market in other countries due to their side effects are still
in use in our country and considered in the basic drug-use chart. There are few data on the cost-benefit of the currently
recommended drugs against diabetes mellitus type 2. There is not enough information to justify the addition or exclusion of
drugs to the basic medical scheme. Recent data indicate that there is a poor availability of drugs to treat chronic diseases in
the public health system. This causes an expense increase for patients as well as a decrease in the control of the disease. It is
necessary to reconsider and unify both drug use and supply policies, considering the data present in the available literature
and the conditions and needs of our population.

Key words: Diabetes mellitus type 2, oral hypoglycemic agents, Mexican regulation.

INTRODUCCION

En México, la DMT2 se ha convertido en una epidemia
creciente que encabeza la lista de mortalidad general en
los Gltimos afos, con niveles en aumento de pacientes y

*  Departamento de Farmacologia.

**  Divisién de Investigacion. defunciones. La tasa de mortalidad por esta enfermedad,
Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México. con base en las estadisticas oficiales de la Secretaria de

’ Salud, va en alza, de 59.0% en 2004 a 70.8% en 2008,
Recibido: 20/12/2015. Aceptado para publicacién: 28/01/2016. siendo la segunda causa de muerte a nivel nacional.? Su
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prevalencia es de 11.8% de acuerdo con la ENSANUT
2012,% lo que corresponde aproximadamente a 6.4 mi-
llones de adultos mexicanos diagnosticados con diabetes
(9.17% de la poblaciéon adulta, versus 7% en la ENSANUT
2006) y un estimado de seis millones de enfermos sin
diagnosticar.* Entre el 70 y 75% de los pacientes diagnos-
ticados se encuentran descontrolados.”

El tratamiento farmacoldgico inicial para tratar la
DMT2 consiste en el uso de hipoglucemiantes orales. Exis-
ten cinco grupos principales de farmacos que se utilizan
para el control de la DMT2: sulfonilureas, glinidas, bigua-
nidas, tiazolidinedionas e inhibidores de a-glucosidasa
(Cuadro 1).

Sulfonilureas

Las sulfonilureas son secretagogos de insulina, inhiben
los canales de potasio sensibles a ATP (K1) y promueven
la liberaci6n de insulina a largo plazo.® Generalmente, las
sulfonilureas se administran en combinacién con biguani-
das como metformina, lo cual incrementa la efectividad
terapéutica.”

En las células B-pancreéticas, la glucosa es transporta-
da al citosol por el transportador de glucosa 2 (GLUT-2),
donde se desata la produccién de ATP y disminuye el ADP.
Los K,;p son bloqueados por ATP de forma fisioldgica. El
aumento en la glucosa citosélica disminuye entonces la
actividad de los K, lo que ocasiona que la membrana

Rodriguez-Rivera NSy cols. Hipoglucemiantes orales para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2.

se despolarice, desencadena un potencial de accién que
activa canales de calcio de tipo L dependientes de voltaje
(L-Ca?*) y provoca un influjo de Ca?* que origina la exo-
citosis de granulos transportadores de insulina.?

Glinidas

Las glinidas o meglitinidas estimulan la secrecién de
la insulina durante la primera fase de su liberacién por
un mecanismo similar al de las sulfonilureas, al unirse y
bloquear a los K, despolarizando la membrana y favore-
ciendo la liberacién de insulina via la apertura de canales
de calcio dependientes de voltaje.

Las glinidas no inducen una liberacién prolongada
de insulina; es decir, su tiempo de accién es menor al
de las sulfonilureas. La concentracién maxima se alcanza
alrededor de una hora después de su administracion,® por
lo que deben darse antes de cada comida. Se sabe que
su absorcién no se ve alterada por la composicién de la
comida.™® Se postula que la rdpida accién de las glinidas
favorece un menor estrés en las células p-pancreéticas, lo
que elimina la necesidad de una secrecién casi constante
de insulina'y disminuye también el riesgo de hipoglucemia.

Las mas utilizadas son repaglinida y nateglinida. La
eficacia de estas en la regulacién de la glucosa en ayunas
y postprandial durante la fase temprana de secrecién de
insulina es similar, aunque el efecto de repaglinida en la
disminucion de la hemoglobina glucosilada es mayor.™

Cuadro 1. Hipoglucemiantes orales de acuerdo con su mecanismo de accién.

Blanco  Mecanismo de accién Farmaco Ejemplo Descripcién
Insulina Secretagogos Sulfonilureas  Tolbutamida, clorpropamida,  Estimulan secrecién de la insulina al
glibenclamida, glipizida ~ unirse y bloquear a los receptores SURT
que despolarizan la membrana,
favoreciendo la liberacién de insulina
via la apertura de canales de Ca
dependientes de voltaje
Glinidas Nateglinida, repaglinida
Sensibilizadores Biguanidas Metformina, buformina, Reducen la produccién hepatica
fenformina de insulina
Tiazolidinedionas  Pioglitazona, rosiglitazona
Otros Inhibidores de Acarbosa, miglitol Reducen la absorcién de

a-glucosidasa
Agonistas de GLP-1
Inhibidores de DPP-4

Exenatida y liraglutida
Sitagliptina, vildagliptina,
saxagliptina y linagliptina

carbohidratos intestinales
Se unen al receptor a GLP-1
Inhiben a la enzima DPP-4,
incrementando el tiempo de
accién de incretina

* GLP-1 = Péptido parecido al glucagdn-1. DPP-4 = Dipeptidil peptidasa-4. Modificado de: [7,46].
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Biguanidas

Las biguanidas son sensibilizadoras a la insulina que
disminuyen la hiperglucemia sin estimular la produccién
de insulina. Aunque pueden producir ganancia de peso
e hipoglucemia,'? tienen efectos benéficos en reducir los
lipidos circulantes, cuyo incremento esta asociado a un
mayor riesgo cardiovascular.!® El principal efecto adverso
que presentan es la acidosis lactica.™

La metformina es la mas popular y utilizada en este
grupo; es una dimetilguanida que reduce los niveles
elevados de glucosa sanguinea al disminuir la produc-
cién hepdtica de glucosa e incrementar la sensibilidad
periférica a insulina,’ inhibe la absorcién intestinal de
glucosa'® e incrementa la recaptura de glucosa por mus-
culoesquelético.'”

Después de su administracién oral, la metformina es
absorbida en el intestino por el transportador de monoa-
minas de la membrana plasmatica (PMAT)'8 y llevada por
la vena portal hepdtica al higado por el transportador
de iones organicos 1 (OCT1);" no se conocen interac-
ciones importantes con otros farmacos. Su eliminacion
via renal estd mediada por OCT2 y se excreta sin ser
metabolizada.™

Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (TZD) o glitazonas, como rosi-
glitazona y pioglitazona, son sensibilizadoras a la insulina
al ser agonistas selectivos del receptor peroxisoma-
proliferador-activado gamma (PPARY), un receptor de
la membrana nuclear que se expresa principalmente en
adipositos. Sumecanismo de accién preciso y sus efectos
metabdlicos atin no son completamente claros. EI PPARy
estd involucrado en la diferenciacién de adipositos y en
la captura y almacenamiento de dcidos grasos.2°

Las TZD disminuyen la resistencia a insulina y au-
mentan la respuesta a insulina endégena. Aumentan la
expresion de genes involucrados en la adipogénesis y la
oxidacién de acidos grasos e interfieren con la expresion
y liberacién de mediadores de la resistencia a insulina en
el tejido adiposo, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), resistina y adiponectina, incrementando la sensi-
bilidad a insulina en masculo e higado.?" Al usarse como
monoterapia, las TZD disminuyen los niveles plasmaticos
de hemoglobina glucosilada TAc (Hb1Ac) en niveles simi-
lares a las sulfonilureas, metformina o el tratamiento con
insulina, sin causar hipoglucemia.?*24

Los efectos adversos reportados de estos farmacos han
limitado su utilidad.?> Se ha observado un riesgo de falla
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cardiaca congestiva en 1 a 3% de los pacientes tratados
con TZD debido al incremento en el volumen intravas-
cular.2627 Otros efectos adversos observados son a nivel
6seo. En 2006 un estudio reporté una mayor incidencia
de fracturas en pacientes tratados con rosiglitazona;?®
otros trabajos describen resultados més heterogéneos en
cuanto al riesgo a fracturas en comparaciéon con otros.
Es posible que PPARy altere la formacién y reabsorcién
6sea e induzca osteoporosis,??3% aunque el mecanismo
aln no es claro; se sabe que PPARy es un regulador de
la diferenciacion en las células estromales de la médula
6sea, lo que favorece adipogénesis sobre blastogénesis?'-33
y podria ser la causa de la reabsorcién 6sea y mayor pro-
pension a fracturas por osteoporosis, aunque la diferencia
en cuanto al sexo alin no queda clara.

La activacion de PPARy con TZD inhibe la proliferacion
celular y promueve apoptosis en células cancerosas en
ratén.>* El tratamiento con TZD ha sido asociado con la
reduccién en la incidencia de diferentes tipos de cancer,
como hepatico, renal, colorrectal, de pulmén, préstata
y mama.?® No obstante, también se ha reportado un
riesgo mayor en la incidencia de cancer de vejiga en el
tratamiento con TZD a largo plazo.3>3¢

La FDA ha emitido recomendaciones para el uso de las
TZD. Enjuniode 2011, la FDA advirti6 que el uso de rosi-
glitazona por méas de un afno podria estar asociado con un
aumento del riesgo de cancer de vejiga. Recomend6 que
quienes estuvieran recibiendo tratamiento para el cancer
de vejiga no tomaran rosiglitazona y que las personas con
antecedentes de cancer deberian tomarlo con cautela.
Aunque esta advertencia también incluia las pildoras
combinadas para la diabetes que contienen pioglitazona,
ésta alin se encuentra disponible como prescripcion en
Estados Unidos. A la fecha, sélo rosiglitazona y todas las
formulaciones que la contienen han sido retiradas del
mercado estadounidense por la FDA debido a riesgo
cardiovascular de falla cardiaca y enfermedad coronaria
arterial.3” La Agencia Europea de Medicinas (EMA) reco-
mendé el retiro de rosiglitazona del mercado en 2010.38

Inhibidores de a-glucosidasa

Dentro de estos farmacos se incluyen acarbosa, miglitol
y voglibosa, que bloquean la degradacién enzimética de
carbohidratos complejos en el intestino delgado, lo que
disminuye la glucosa postprandial y mejora el control
glucémico sin riesgo de aumento de peso o hipogluce-
mia;®39 ademds, se ha observado que reducen las con-
centraciones de triglicéridos.*® Aunque tienen la ventaja
de su relativa seguridad, presentan poca tolerabilidad a
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nivel gastrointestinal, lo que aunado a su alto costo, influye
enormemente en su uso. Su potencial para disminuir la
glucosa postprandial fue reportado por primera vez en los
afios 70 y fueron aprobados para su uso en el tratamiento
de la DMT2 en los 90.41

Su mecanismo de accién se centra en impedir, me-
diante inhibicién competitiva en los vellos intestinales de
los enterocitos del borde dentado, que las a-glucosidasas
y o-glucosidasa-hidrolasas (glucoamilasas) degraden di-
sacaridos y oligosacaridos a monosacaridos antes de su
absorcién, retrasando la absorcién de glucosa; es decir,
se provoca una reduccién en la produccién de insulina
postprandial mediante la atenuacién del incremento de
glucosa postprandial. Los inhibidores de a-glucosidasa
disminuyen la secreciéon de polipéptidos inhibitorios
gastricos y aumentan la secrecion del péptido parecido a
glucagon 1 (GLP-1).41

Debe ser tomada con las comidas, iniciando en dosis
bajas (5 mg/dia) debido a sus efectos adversos gastrointes-
tinales; es importante que la dieta de un paciente tratado
con estos farmacos sea rica en carbohidratos complejos,
en lugar de azlcares simples.*

Los inhibidores de a-glucosidasa son menos efectivos
en la disminucién de la glucemia que la metformina
y las sulfonilureas (reducen Hb1Ac entre 0.5 a 1% en
monoterapia);*? sin embargo, inducen una disminucién
significativa de los niveles de glucosa postprandial sin
causar incremento en la insulina circulante y sin riesgo
de hipoglucemia.*°

AGONISTAS DE GLP-1 Y ANTAGONISTAS DE DPP-4

Estos farmacos son relativamente nuevos. GLP-1 es
una hormona incretina, componente esencial de la ho-
meostasis normal de la glucosa.** Induce la secrecién de
insulina dependiente de glucosa y regula la liberacién de
glucagén, reduciendo la hiperglucemia.*> Los agonistas de
GLP-1, exenatida y liraglutida, son péptidos que mimetizan
la accién de incretina uniéndose al receptor para GLP-1
para mejorar el control glucémico, con la ventaja de tener
una vida media mucho mayor a la de GLP-1 debido a una
modificacién quimica en su estructura: la ausencia de
alanina en posicién 2, que es el sitio catalitico reconocido
por la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), lo que impide que
DPP-4 los degrade,*® conservando los mismos efectos
glucorregulatorios de GLP-1.47

Los agonistas de GLP-1 disminuyen los niveles de
Hb1Ac entre 0.5 y 1%, principalmente por la reduccién
en la glucosa postprandial; también promueven la baja
de peso.*’48 Se ha propuesto su uso como farmacos de
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segunda linea en combinacién con metformina o sul-
fonilureas cuando no se alcancen las metas glucémicas
con monoterapia o cuando hay obesidad.*® En diversas
pruebas clinicas se ha observado, junto con la reduccién
glucémica, una significativa disminucién de peso en com-
paracion con pacientes tratados con placebo.*”49

Un efecto adverso de la exenatida es la alta frecuencia
de malestar gastrointestinal: de 30 a 45% de los pacientes
tratados pueden sufrir uno o méas episodios de vémito,
ndusea o diarrea.*® Liraglutida parece presentar un mejor
control glucémico y mayor tolerabilidad que exenatida, lo
que permite el uso de mayores dosis a menores tomas.*°

Por otro lado, los inhibidores de DPP-4, sitagliptina,
vildagliptina, saxagliptina y linagliptina, son moléculas pe-
quenas que incrementan el efecto de GLP-1 y el péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa, lo que aumenta
la secrecion de insulina dependiente de glucosa y suprime
la secrecion de glucagon.>'>2

En pruebas clinicas, los inhibidores de DPP-4 han
mostrado una disminucién de 0.6 a 0.9% en Hb1Ac; son,
en general, bien tolerados y no causan hipoglucemia.*®

Existe la preocupacién de que estos compuestos pue-
dan interferir con la respuesta inmune y se han reportado
algunas interacciones con el tracto respiratorio;*® sin
embargo, alin no existen datos significativos en cuanto a
la seguridad y posibles efectos adversos a largo plazo de
estos farmacos, y mas estudios son necesarios.

USO DE HIPOGLUCEMIANTES ORALES EN MEXICO

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-S5A2-2010,
para la prevencién, tratamiento y control de la diabetes
mellitus en la atencién primaria, establece que en el tra-
tamiento farmacolégico de la DMT2, los medicamentos
que pueden utilizarse para su control son sulfonilureas,
biguanidas, insulinas o sus combinaciones. Asimismo,
se podran emplear los inhibidores de la a-glucosidasa,
tiazolidinedionas y otros que en su momento apruebe la
Secretarfa de Salud. En pacientes no obesos, las sulfonilu-
reas son los farmacos de primera linea cuando no se logran
las metas del tratamiento con manejo no farmacolégico.
En el caso de pacientes obesos, las biguanidas, esencial-
mente metformina, son los farmacos de primera linea.
Cuando no se alcanzan las metas del tratamiento con la
metformina después de llegar a aplicar dosis méaximas, se
puede combinar con sulfonilureas, o bien, sulfonilureas
mds inhibidores de la a-glucosidasa.®?

El cuadro basico y catdlogo de medicamentos del
sector salud establece los insumos que las instituciones
publicas del Sistema Nacional de Salud deberan utilizar;
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en su seccién de endocrinologia y metabolismo menciona
para el tratamiento de la DMT?2 a los siguientes hipogluce-
miantes orales: glibenclamida, tolbutamida, metformina,
acarbosa, linagliptina, pioglitazona, rimonabant, rosiglita-
zona, sitagliptina y vildagliptina (Cuadro 2).>*

La guia para el tratamiento de la DMT2 publicada
por el Sector Salud se basa en evidencia cientifica
para establecer el abordaje a seguir con los pacientes
diabéticos, y establece a la metformina como trata-
miento farmacolégico de primera linea a menos que
haya contraindicacién a ella, en cuyo caso se sugiere
el uso de sulfonilureas. La acarbosa sélo se sugiere en
caso de falla con el resto de los hipoglucemiantes; se
reconoce la importancia de sus efectos adversos y su
alto costo. Se identifica la ventaja de los inhibidores
de GLP-1 sobre las sulfonilureas y glinidas por su bajo
riesgo de hipoglucemia y aumento de peso, pero se
desconoce su seguridad a largo plazo. Se menciona
que el tratamiento con TZD reduce la HbTAc entre
0.9y 1.5%, pero que presentan efectos adversos como
insuficiencia cardiaca y riesgo relativo de fracturas en
mujeres, anemia e infarto al miocardio. No obstante,
se recomienda la pioglitazona como farmaco de se-
gunda eleccién en terapia combinada, al igual que las
glinidas.>> Se indican las glinidas y los inhibidores de
a-glucosidasa en caso de hipoglucemia postprandial.

De acuerdo con la Federacién Internacional de Dia-
betes (IDF, por sus siglas en inglés) las familias en Latino-
américa pagan entre 40 y 60% del costo del tratamiento
para la DMT2 de su propio bolsillo.>® Las estimaciones
de la IDF del costo anual de la atencién a la DMT2 en
México son de 707 délares por persona por afo; con
base en esta estimacion, para 2012 se requirieron 3,872
millones de délares para el manejo de la diabetes, lo
que representa un incremento del 13% con respecto a lo
estimado para 2011.# Otro estudio reporta que el costo
promedio anual por persona es de US$196.60, lo que
representa bajo estas cifras el 14.3% del ingreso anual
por paciente.>” Entre 2010 y 2012 hubo un aumento
del 33% en el gasto en diabetes a nivel de servicios de
salud;>8 no obstante, aun cuando la cobertura de servicios
de salud se ha extendido considerablemente, en nuestro
pais prevalece la inequidad en el gasto vy la utilizacién de
medicamentos, con independencia del sector institucional
al que el paciente acuda. De acuerdo con la ENSANUT
2012, existe una menor disponibilidad de medicamentos
para padecimientos crénicos (como la DMT2) en las ins-
tituciones publicas, lo que se traduce en un mayor gasto
para los pacientes,”® pero también en un menor control
de la enfermedad y detrimento de la calidad de vida, lo

e SOCIEDAD

YOI194NAIND

%

<) S,
o\
oo

que a la larga puede ocasionar un mayor costo financiero
debido a complicaciones asociadas.®®

Es necesario examinar mas detenidamente el costo-
beneficio de los diferentes tratamientos orales usados
para tratar la DMT2 en México. La industria farmacéutica
mexicana reporté un incremento en las ventas de hipoglu-
cemiantes orales de US$58.4 a US$140.8 entre 1999 y
2003; los medicamentos mas vendidos fueron glimepirida
(sulfonilurea), metformina (biguanida) y pioglitazona (tia-
zolidinediona); no obstante existe una enorme diferencia
entre el costo promedio mensual del tratamiento més eco-
némico y el mas caro, que fue de $54 para glibenclamida
y de $2,373.86 para pioglitazona.®!

Diaz de Ledn y sus colaboradores realizaron en 2012
un estudio de costo-beneficio en el nivel primario de
atencién del IMSS donde compararon a la glibenclamida
y la metformina, que son los farmacos mas utilizados en el
primer nivel de atencién en nuestro pafs, y acarbosa como
estrategia alternativa; encontraron que glibenclamida era
el farmaco con mayor costo-beneficio para el tratamiento
de la DMT2 en etapas tempranas, presentando mayor
eficacia como monoterapia, mientras que en la terapia
combinada de glibenclamida y metformina, la adiciéon de
glibenclamida posterior a la falla terapéutica de la met-
formina resulté6 més eficaz que la adicién de metformina
tras la falla con glibenclamida.>”

Es interesante observar que pese a sus recientes actua-
lizaciones, la normativa mexicana actual presenta ciertas
incongruencias. Aunque tanto la norma mexicana como
el cuadro basico y catdlogo de medicamentos del sector
salud y las estrategias mostradas en las guias establecen
como farmacos de primera linea a las sulfonilureas y bi-
guanidas (las cuales han demostrado presentar el mayor
costo-beneficio en diferentes estudios), el cuadro basico de
medicamentos sigue considerando farmacos que han sido
descontinuados en otras partes del mundo y que, incluso
en la practica comun, no suelen utilizarse en nuestro pafs,
como es el caso de la sulfonilurea de primera generacion
tolbutamida o la TZD rosiglitazona. Por otro lado, se omi-
ten otros cuya eficacia ha probado ser mayor dentro de
los farmacos aprobados, como la sulfonilurea gliclazida.

Dentro de las sulfonilureas, la glibenclamida es la més
ampliamente usada en nuestro pais; no obstante se ha
asociado su monoterapia con un incremento en la cardio-
toxicidad.®?%3 La gliclazida selectivamente inhibe K* .,
pancredticos. Algunos estudios indican que en algunos
subgrupos poblacionales, la gliclazida es 3.5 veces mds
efectiva que la glibenclamida en el control de la Hb1Ac.%*

Otro aspecto interesante es que, aun cuando la norma
oficial y las gufas clinicas del sector salud identifican a las
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Cuadro 2. Cuadro basico y catélogo de medicamentos 2011.
Grupo 5: Endocrinologfa y metabolismo*

Rodriguez-Rivera NSy cols. Hipoglucemiantes orales para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2.

Nombre

Descripcion

Indicaciones

Via de administracion y dosis

Glibenclamida
(sulfonilurea)

Metformina
(biguanida)

Tolbutamida
(sulfonilurea)

Acarbosa
(inhibidor de
a-glucosidasa)

Linagliptina
(Inhibidor de
DPP-4)

Pioglitazona
(Tiazolidinediona)

Rimonabant
(Inhibidor del
receptor a
canabinoides
1 = CB1)

Rosiglitazona
(Tiazolidinediona)

Sitagliptina
(Inhibidor de
DPP-4)

Vildagliptina
(Inhibidor de
DPP-4)

Tableta 5 mg
Envase con 50 tabletas

Tableta Clorhidrato de
metformina 850 mg
Envase con 30 tabletas
Tableta

Tolbutamida 500 mg
Envase con 50 tabletas
Tableta

Acarbosa 50 mg
Envase con 30 tabletas

Tableta

Linagliptina 5 mg
Envase con 30 tabletas

Tableta

Clorhidrato de pioglitazona
equivalente a 15 mg de pio-

glitazona

Envase con 7 tabletas
Tableta

Rimonabant 20 mg
Envase con 28 tabletas

Tableta

Maleato de rosiglitazona

equivalente a 4 mg de
rosiglitazona

Envase con 14 tabletas y

Envase con 28 tabletas
Comprimido
Fosfato de sitagliptina

monohidratada equivalente a

Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes mellitus tipo 2

Tratamiento
coadyuvante de
diabetes mellitus tipo 2,
a falla de metformina

y sulfonilureas

Diabetes mellitus tipo 2

Coadyuvante en
diabetes mellitus tipo 2
con obesidad
Coadyuvante en
diabetes mellitus tipo 2
con dislipidemia
Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes mellitus tipo 2

50 mg o 100 mg de sitagliptina

Envase con 14 comprimidos y
envase con 28 comprimidos

para cada caso
Comprimido
Vildagliptina 50 mg

Diabetes mellitus tipo 2
con falla a metformina

Envase con 28 comprimidos sola, con o sin obesidad

Oral. Adultos:

2.5 a5 mgcada 24 horas, después de los alimentos
Dosis maxima: 20 mg/dia

Dosis mayores de 10 mg se deben administrar cada
12 horas

Oral. Adultos:

850 mg cada 12 horas con los alimentos
Dosis maxima: 2,550 mg al dia

Oral. Adultos:

500 mg cada 8 o 12 horas, con los alimentos
Dosis maxima: 3 g/dia

Oral. Adultos:

50 a 100 mg cada 8 horas, al inicio de las tres
comidas principales

Dosis maxima: 600 mg al dia

Oral. Adultos:

5 mg cada 24 horas

Dosis Gnica y fija, como monoterapia o en
tratamiento combinado con metformina,
sulfonilureas o tiazolidinedionas

Oral. Adultos:

15 a 30 mg cada 24 horas

Oral. Adultos y mayores de 18 afios:
20 mg cada 24 horas tomado por la manana antes
del desayuno

Oral. Adultos:
4 mg cada 24 horas, se puede incrementar la dosis
a una tableta cada 12 horas

Oral. Adultos:

50 mg cada 12 horas o 100 mg cada 24 horas
como monoterapia o en tratamiento combinado
con metformina o glitazonas

Oral. Adultos:
50 mg cada 12 horas

*Modificado de: Kershenobich SD. Cuadro bésico y catdlogo de medicamentos. México: Diario Oficial de la Nacién; 2012. p. 237.
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glinidas como farmacos que deben utilizarse en el control
de la DMT2, e incluso se reconoce en la evidencia una
ventaja sobre las sulfonilureas en cuanto a la generacién
de hipoglucemia, el cuadro bésico y catédlogo de medi-
camentos no las toman en cuenta como insumos para
las instituciones publicas, aunque si consideran, por otro
lado, farmacos con un mayor costo econémico y mayor
grado de reacciones adversas demostradas en la litera-
tura, como las TZD, acarbosa o farmacos relativamente
nuevos de los que se reconoce que hacen falta estudios
a largo plazo para establecer su bioseguridad, como los
inhibidores de la DPP-4.

Siguiendo esta misma linea, se advierte una buena
disposicién para considerar la inclusién de farmacos
novedosos en el tratamiento de la DMT2 en la norma
oficial cuando establecen: «Asimismo, se podran utilizar
los inhibidores de la a-glucosidasa, tiazolidinedionas y
otros que en su momento apruebe la Secretaria de Saludy,
pero aunque se admite en el cuadro bésico el uso de in-
hibidores de DPP-4, no se menciona el uso de agonistas
de GLP-1, por ejemplo. Es posible que no hayan sido
considerados debido a sus efectos adversos gastrointesti-
nales; no obstante, otros farmacos si considerados, como
acarbosa, presentan los mismos efectos. Considero que a
nivel normativo, se debe dejar la puerta abierta al uso de
estos, pero es posible que a nivel de atencion publica, sea
mas conveniente dar prioridad a farmacos de los que se
conoce mejor su funcionamiento y seguridad.

En la practica vemos que se respetan en buena medida
las gufas clinicas en cuanto a los tratamientos iniciales;
como evidencia esta el mayor uso de sulfonilureas y met-
formina en el primer nivel de atencién y sus volimenes
de ventas a nivel nacional.>”-®1

En cuanto a la politerapia, las normativas establecen
inicialmente combinaciones de metformina con sulfoni-
lureas, continuadas por anexién de insulina en caso de
falla. Aunque se menciona que el resto de los farmacos
citados pueden ser combinados con los de primera linea,
se establece que las combinaciones deben darse a criterio
del médico tratante de acuerdo a las caracteristicas par-
ticulares de cada caso.

Existen fuertes evidencias contra el uso de TZD, sobre
todo en el caso de rosiglitazona, que son citadas en la evi-
dencia de cada normativa; no obstante, contindan siendo
consideradas como medicamentos del cuadro basico, y
a pesar de existir recomendaciones, no existe regulacion
para la limitacién de su distribucion en nuestro pafs.

Las observaciones anteriores ponen de manifiesto algu-
nas deficiencias de los esquemas y normativas actuales en
cuanto al tratamiento de la DMT2 con hipoglucemiantes
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orales en nuestro pais. Existe evidencia suficiente en la
literatura para reconsiderar la estructura de las mismas
y realizar un mejor anélisis del costo-beneficio en cada
caso para tener un esquema de tratamiento mas acorde
a la realidad de nuestro pafs, sobre todo en cuanto a los
farmacos de segunda linea. Creo que dada la magnitud
de la DMT2 en nuestro pais, su hasta ahora tan pobre
control y su pronéstico a futuro, es de suma importancia
tener un mecanismo de tratamiento en constante revisién
y mejoramiento.
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INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN
UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

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

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

SEDE DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO. Centro de Salud T-Ill Portales, Secretaria de Salud del
D.F.

NOMBRE DEL PACIENTE:

Se le ha pedido que participe en este estudio porque hemos considerado que puede ser representativo
de la poblacion sana de su pais. El propdsito de este documento es explicarle en qué consiste el
estudio para que le ayude a tomar una decision sobre la invitacion para participar en el mismo. Antes
de decidirse a participar, por favor, tome todo el tiempo que necesite para hacer todas las preguntas
necesarias. Asimismo, siéntase con la libertad de hablar con cualquier persona, su familia, amigos,
médico de atencion primaria o cualquier otro profesional de la salud.

Propésito del estudio

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

Por lo que en una muestra de su sangre se estudiaran aquellas partes (material genético y otros
componentes) que puedan afectar a su enfermedad y a la respuesta al medicamento que emplea para
controlar la diabetes del adulto, para lo que se solicitaran datos de sus antecedentes Clinicos.



Este tipo de investigacion no tiene como finalidad determinar si otros miembros de su familia corren el
riesgo de sufrir alguna enfermedad, ni obtener informacion relevante que le ayude a tomar la decision
sobre tener hijos o no.

Procedimientos

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

Beneficios, riesgos y molestias

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

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

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

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

Alternativas

Usted tiene como alternativas participar o no en este estudio.



Revisidn de documentos originales, confidencialidad y proteccion de los datos personales

Informacion y muestras codificadas

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

Almacenamiento y analisis posteriores de las muestras

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

Informacion personal y resultados

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

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

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

Si su muestra es estudiada, su médico y colaboradores podran tener acceso a sus resultados. De
acuerdo con la legislacion vigente, usted tiene derecho a solicitar los resultados de este estudio. Para
ello debera comunicarlo a su médico. El laboratorio no entregara sus resultados individuales a nadie
mas a no ser que se le obligue por ley.

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

Si decide participar en esta investigacion, usted autoriza a que su informacion médica y sus resultados
puedan ser revisados por determinadas personas para comprobar que la investigacion se realiz6
correctamente. Estas personas incluyen el personal del laboratorio de inmunofarmacologia, a los
miembros del equipo investigador, y eventualmente al Comité Etico de Investigacion Clinica y a
representantes de las autoridades sanitarias.

Aspectos comerciales

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

Participacion voluntaria

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

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

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

Persona de contacto para el estudio

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion, sobre cualquier dafio relacionado con la extraccion
de sangre o sobre su retirada del estudio, debe contactar en cualquier momento con el Investigador
Principal del Proyecto Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros al nimero de teléfono 04455 45 32 42 05.
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CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

YO0, (nombre y @pellidos)........ccuvvrieiiiiiieiiiiee e

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

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

He hablado con el Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

He tenido tiempo suficiente para considerar de manera adecuada mi participacion en el estudio.
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto no repercuta en mis cuidados médicos.

Al firmar este documento doy libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: ...[................ R Fecha: ...[................ R
Testigo: Testigo:
Firma del participante: Firma del Investigador:

(Manuscrita del participante)

Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros



CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

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

Investigador principal: Dr. Juan Arcadio Molina Guarneros

Sede donde se realizara el estudio: Centro de Salud T-Ill Portales, Secretaria de Salud del D.F.

Nombre del participante:

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

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

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha
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ANEXO Il

FACULTAD DE MEDICINA
DiviSION DE INVESTIGACION
COMISIONES DE INVESTIGACION Y DE ETICA
OFicio NO. FMED/CI/JMO/014/2013

ASUNTO: | Dictamen del Proyecto 105/2012 ;
VNIVERADAD NACIONAL ; . et

AVENMA DE
MEXIC

DR. JUAN A. MOLINA GUARNEROS
Profesor Titular “A" T.C.
Departamento de Farmacologia
Facultad de Medicina

Presente.

Estimado Dr. Molina Guarneros:

Me complace informarle que su proyecto nimero 105-2012 “Estudio de polimorfismos del
CYP2C9 en pacientes diabéticos tipo 2 que reciben tratamiento con glibenclamida, metformina
0 ambas y su asociacién con la eficacia terapéutica® ha sido APROBADO por _Igs
Comisiones de Investigacién y Etica de esta Facultad de Medicina, en su sesidn
ordinaria de fecha 05 de marzo de 2013, con vigencia de 3 afios a partir de la fecha de

aprobacion.

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

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

Sin otro particular de momento, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial
saludo. '

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 05 de marzo de 2013.

EL SECRETARIZNICO

. JAIME MAS OLIVA
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México, D.F. a 25 de marzo de 2013
SAM/ 1345/2013

Asunto: Protocolo de investigacion.

DR. FERNANDO CASTILLO NAJERA

““~DIRECTOR DEL C.S. T-lll PORTALES

PRESENTE

En relacion al Oficio CSP/DIREC/216/2013, le informo que hemos revisado el protocolo de
investigacion, Estudio de Polimorfismos del CYP2C9 en pacientes diabéticos tipo 2; derivado de lo
anterior, se autoriza su realizacion en el centro de salud que usted dirige, lo cual estamos seguros

que contribuird a incrementar la calidad técnica e interpersonal de los involucrados.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

JURISDICCIC \RIA BENITO JUAN
— =23 o ' - N
| s k
i1 a®

DIRECTOR DE LA JURISDICCION SANITARIA BENITO JUAREZ -~

Ccp.- Dra. Sharen Soto Garcia.- Jefe de Ensefianza JSBJ
M

df mx

D salud.df. mx
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genes associated with type 2 diabetes in a mexican- Cuautle-Rodriguez, P., Reports

mestizo population Castillo-Ndjera, F., 7(1), pp. 21-28

Open Access Molina-Guarneros, J.A.

View abstract «» View at Publisher Related documents

Placenta. 2018 Jun;66:8-16. doi: 10.1016/j.placenta.2018.04.008. Epub 2018 Apr 16

Genetic variations and risk of placental abruption: A genome-wide association study and meta-
analysis of genome-wide association studies.

Workalemahu T', Enquobahrie DAZ?, Gelaye_Ba. Sanchez SE*, Garcia PJ®, Tekola-Ayele £8, H_alat_A7. Thornton TA%, Ananth CV®, Williams MA'?.

Author information

Abstract

INTRODUCTION: Accumulating epidemiological evidence points to strong genetic susceptibility to placental abruption (PA). However,
characterization of genes associated with PA remains incomplete. We conducted a genome-wide asscciation study (GWAS) of PA and a
meta-analysis of GWAS.

METHODS: Participants of the Placental Abruption Genetic Epidemiology (PAGE) study, a population based case-control study of PA
conducted in Lima, Peru, were genotyped using the lllumina HumanCore-24 BeadChip platform. Genotypes were imputed using the 1000
genomes reference panel, and >4.9 million SNPs that passed quality control were analyzed. We performed a GWAS in PAGE participants
(507 PA cases and 1090 controls) and a GWAS meta-analysis in 2512 participants (959 PA cases and 1553 controls) that included PAGE and
the previously reported Peruvian Abruptio Placentae Epidemiology (PAPE) study. We fitted population stratification-adjusted logistic
regression models and fixed-effects meta-analyses using inverse-variance weighting.

RESULTS: Independent loci (linkage-disequilibrium<0.80) suggestively associated with PA (P-value<5e-5) included rs4148646 and
rs2074311 in ABCC8, rs7249210, rs7250184, rs7249100 and rs10401828 in ZNF28, rs11133659 in CTNND2, and rs2074314 and
rs35271178 near KCNJ11 in the PAGE GWAS. Similarly, independent loci suggestively associated with PA in the GWAS meta-analysis
included rs76258369 near IRX1, and rs7094759 and rs12264492 in ADAM12. Functional analyses of these genes showed trophoblast-like
cell interaction, as well as networks involved in endocrine system disorders, cardiovascular diseases, and cellular function.

CONCLUSIONS: We identified several genetic loci and related functions that may play a role in PA risk. Understanding genetic factors
underlying pathophysiological mechanisms of PA may facilitate prevention and early diagnostic efforts.

Published by Elsevier Ltd.

KEYWORDS: Genome-wide association study; Placental abruption; meta-analysis
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ANEXO V

ANEXO V. SUSTRATOS E INHIBIDORES DE CYP2C9 PRESCRITOS CON
FRECUENCIA A PACIENTES CON DMT2

CYP2C9
GRUPO FARMACOLOGICO SUSTRATO PRODUCTO INHIBIDOR INDUCTOR
Paracetamol Oxidacion: N-acetil
(acetaminofen) Hidroxilacién: C3
Acido acetl.l lsallcmco Hidroxilacion: C-
(Aspirina)
Celecoxib Hidroxilacion: CH3-
Hidroxilacién: C4, C3, C5
Diclofenaco
(+)
Analgésicos, anti-piréticos, Hidroxilacién: C2, C3, CH3-
anti-inflamatorios (AINES) Ibuprofeno ( R, S)
(+)
. Des-metilacién: O-
Indometacina
(+)
. Hidroxilacién: 5-CH3-
Meloxicam
(+)
Naproxeno Des-metilacion: O-
Piroxicam Hidroxilacion: C5
Rifampicina (+), (+,Gp P)
Hidroxilacion: N-
Sulfametoxazol - —
. . Hidroxilacion: 5-CH3-
Anti-bacteriales
(+)
. . Des-metilacién: C4-O-
Trimetoprim
*)
Amitriptilina Des-metilacién: N-
Des-metilacién: N-( R))
Fluoxetina ( R, S)
(+)
Anti-depresivos
Paroxetina (+)
Des-metilacién: N-
Sertralin
(+)




ANEXO V

CYP2C9
GRUPO FARMACOLOGICO SUSTRATO PRODUCTO INHIBIDOR INDUCTOR
Fluconazol (+++), (+, Gp
P)
Ketoconazol (+), (+,Gp P)
Anti-fungicos ) ++) (+.Gp
Miconazol
P)
Itraconazol (+++), (+, Gp
P)
Anti-neoplasicos Tamoxifen Hidroxilacion: C4
(+.GpP)
Anti-protozoarios Metronidazol (++)
Des-metilaciéon: N-
Clozapina
Anti-psicoticos Oxidacion: N-
(++)
Olanzapina (+)
Diazepam Des-metilacion: N-
Ansioliticos
Flunitrazepam Des-metilacion: N-
Acenocumarol ( R, |Hidroxilaciéon: C6, C7, C8
S)
(++)
Amiodarona (+)
Amlodipino (++)
Candesartan Oxidacién
()
Felodipino (++)
Hidroxilacién
Irbesart
. roesartan Oxidacion
Cardiovasculares
(++)
Losartan Hidroxilacion
(++)
Nifedipino (++)
Valsartan (+)

Verapamilo( R, S)

Des-metilacion: O-

(+)

Warfarina( R, S)

Hidroxilacion: C4, C6, C7

()




ANEXO V

CYP2C9
GRUPO FARMACOLOGICO SUSTRATO PRODUCTO INHIBIDOR INDUCTOR
Diazepam Des-metilacion: N-
Ansioliticos
Flunitrazepam Des-metilacion: N-
Des-metilacion: N-
Anti-tusivos Dextrometorfan

Des-metilacion: O-

Disfuncion eréctil Sildenafil Des-metilacion: N-
Cimetidina (++)

Cisaprida De-alquilacion: N-

Hidroxilacion: C5

. . Lanzoprazol
Gastro-intestinal

(++)

Hidroxilacion: C5

Omeprazol ( S) Des-metilacion
(++)
Hidroxilaciéon: C5, C6
Fluvastatina . S
Des-isopropilacion: N-

Reguladores de lipidos )
Pravastatina (++)

Simvastatina




ANEXO V

CYP2C9
GRUPO FARMACOLOGICO SUSTRATO PRODUCTO INHIBIDOR INDUCTOR
HABITOS Y FACTORES AMBIENTALES
Etanol (++)
Estradiol 3-metil éter Des-metilacion O-
17-beta estradiol Hidroxilacién: C4, C2
Estrona Hidroxilacién: C2, C4
Hormonas sexuales Hidroxilacién:C16, C21
Progesterona
(++)
Testosterona Hidroxilacion: C6
Oxidacion: C2, C16, C17,
C15
J Toronja (B f ()
ugos oronja (Bergamotina) (+.Gp P)
Tabaco Nicotina Oxidacion: C5
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