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RESUMEN
Jorge Luis Guia Garcia
Fecha de Graduacion: Septiembre 2018

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del proyecto: Estudio de la asociacién entre los
polimorfismos rs2289669 en el gen MATEI1
y 15622342 en el gen OCTI con la
efectividad terapéutica de la metformina en

pacientes diabéticos del noreste de México.

Numero de paginas: 91 Candidato para el grado de Maestro en

) Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de estudio: Farmacia

Propésito y Método de Estudio: El presente estudio tiene como objetivo principal evaluar
la posible asociacion entre los polimorfismos rs2289669 del gen MATEI y rs622342 del
gen OCT1 con la efectividad terapéutica de la metformina en pacientes diabéticos mayores
de 18 afos. Para llevar a cabo el estudio se realizé una evaluacion antropométrica (talla,
peso, circunferencia de cintura) y la determinacion de HbAlc en sangre, al inicio del
estudio y 3 meses después de estar sometidos a un tratamiento con metformina, ademas
con la muestra de sangre extraida se obtuvo el DNA gendmico para la identificacion de los
genotipos de los 2 polimorfismos de interés, utilizando la técnica de PCR-RFLP para el
polimorfismo 152289669 y PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan para el
polimorfismo rs622342.

Contribuciones y conclusiones: Se reportaron por primera vez las frecuencias genotipicas
y alélicas de ambos polimorfismos en una poblacion del noreste de México. Se encontrd
que los pacientes que presentan el alelo A en el polimorfismo rs2289669 en el gen MATE1

estd relacionado con una mayor reduccion en los valores de HbAlc comparado con los

pacientes que presentan el alelo G. El genotipo AA en el polimorfismo rs622342 en OCT1



reportd una mayor reduccién en el intervalo de reduccion de HbAlc de 0.26-0.5. Se
sugieren mds estudios para la reproduccion de los resultados y analizar si existe esta misma

asociacion en pacientes de otras regiones de México.

Firma del asesor:

Dra. Myrna Laura Yeverino Gutiérrez
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes

La Diabetes mellitus (DM) se define como una enfermedad enddcrino-metabdlica
caracterizada por hiperglucemia crénica, con alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas, que puede estar producida por una deficiencia en la
secrecion de insulina, una resistencia a la accidén de la misma, o una mezcla de ambas
(Balderas, 2015). En personas sanas, cuando la cantidad de glucosa en la sangre aumenta,
por ejemplo, después de una comida, el pancreas libera insulina para su regulacion. La
insulina estimula a las células musculares y adiposas a captar la glucosa de la sangre y
estimula al higado para que la metabolice, lo que ocasiona que se normalicen los niveles
de glucosa en sangre cuyo rango de valores estd considerado entre 80 y 100 mg/dL.
En personas diabéticas los niveles de glucosa sanguinea se mantienen por encima del
rango normal (Dean y McEntyre, 2004). En su etapa inicial es asintomética; sin embargo,
cuando la enfermedad sigue su curso y no se somete a algin tratamiento, la persona puede
presentar complicaciones graves para su salud como puede ser: ceguera, amputaciéon de
extremidades inferiores, falla renal e incluso una muerte prematura (Hernindez-Avila y

Reynoso-Noverén, 2013).



Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que hay
alrededor de 422 millones de personas en el mundo viviendo con diabetes y su prevalencia
ha aumentado en las dltimas décadas, siendo blanco de numerosas investigaciones para
tratar de encontrar mejores tratamientos para su control, se estima que existen 175
millones de personas con diabetes alrededor del mundo las cuales no han sido
diagnosticadas (Cerna y Maresova, 2016). Segin reportes de la Federacion Internacional
de Diabetes, los paises que presentan una mayor incidencia de pacientes con esta

enfermedad son: China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México.

En México, la prevalencia de diabetes ha aumentado considerablemente, siendo la
primera causa de muerte entre las mujeres y la segunda entre los hombres. La Federacion
Mexicana de Diabetes muestra que los estados con prevalencias mds altas de ésta
enfermedad son: Ciudad de México, Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San
Luis Potosi; ademds representa un gasto de 3,430 millones de ddlares al afio en su atencidén

y las posibles complicaciones que se puedan presentar con el transcurso de la enfermedad.

En el afio 2016 la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién exploré el estado de
diversas enfermedades crénicas en México, entre ellas, la diabetes en poblacién mayor de
20 afios. Y se encontré que la prevalencia pasé de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016 lo que
representa 6.4 millones de mexicanos, las mujeres reportan mayores valores de diabetes
que los hombres, 10.3% comparado con 8.4%, respectivamente. L.a mayor prevalencia de
diabetes se observa entre los hombres de 60 a 69 anos (27.7%), y las mujeres en el mismo

rango de edad (32.7%) y de 70 a 79 afios (29.8%).



1.2. Tipos de Diabetes y Diagnostico

Existen diferentes tipos de DM como por ejemplo la diabetes gestacional y la
diabetes causada por diversos origenes (pancreatitis, pancreatoctomia, etcétera), sin
embargo; las dos principales son la tipo 1 (dependiente de insulina) y tipo 2 (no
dependiente de insulina). La diabetes tipo 2 (DM2) es la forma mds comuin de la

enfermedad con un 85 a 90 % de los casos (Reyes et al., 2016).

Para el diagnostico de la enfermedad se recomiendan una serie de estudios para
evaluar el estado glucémico de la persona y poder tener informacién de su estado de salud,
la ADA (American Diabetes Association) establece 4 criterios para el correcto diagndstico
de la enfermedad. A continuacidn, se presentan en la Tabla 1 los criterios y limites que se

establecen.

Tabla 1. Criterios de diagnostico para diabetes (ADA, 2018).

Prueba de glucosa en sangre > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). La prueba debe ser
realizada con al menos 8 horas de ayuno

Prueba de tolerancia a la glucosa > 200 mg/dL (11.1 mmol/L). La prueba se debe
realizar usando una carga de glucosa equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en

agua.

HbA1C > 6.5 (48 mmol/mol). El ensayo debe ser realizado en un laboratorio
usando un método certificado y estandarizado.

Prueba aleatoriade glucosa en sangre >200 mg/dL (11.1 mmol/L) en pacientes
con sintomas cldsicos de hiperglucemia.



Las pruebas deben ser realizadas cuando las personas presenten los sintomas
clasicos descritos por la OMS: aumento de la frecuencia urinaria (poliuria), sed
(polidipsia), hambre (polifagia) y una reduccién de peso; también pueden presentar
entumecimiento de las extremidades, doloren los piesy vision borrosa. Existen casos que
no presentan manifestaciones clinicas, en estos casos se debe realizar un tamizaje por parte
del médico, el cual tomard en cuenta ciertas consideraciones de riesgo para descartar la
presencia de diabetes, personas con las siguientes caracteristicas podrian presentar

diabetes o prediabetes asintomatica (ADA, 2018):

e Peso. Personas con sobrepeso u obesas que tengan un IMC > 25 kg/m? tienen
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad que personas con peso normal.

e Personas con valores de HbAlc > 5.7% deben ser evaluados anualmente.

e Antecedentes familiares de diabetes.

e Grupo étnico. Los afroamericanos, latinos, nativos americanos e islefios del
pacifico presentan mayor predisposiciona desarrollar la enfermedad.

e Edad. Se recomienda realizarse estudios de glucosa en sangre a partir de los 45
anos.

e Mujeres que hayan sido diagnosticadas con diabetes gestacional deben realizarse
chequeos por lo menos cada 3 afios.

e Personas con problemas cardiovasculares.

e Acanthosis nigricans.Es un padecimiento de la piel que se presenta cuando existe
una resistencia a la insulina en donde la piel se engruesa y oscurece en algunas

partes del cuerpo, principalmente en el cuello y axilas.

e Niveles de colesterol HDL < 35 mg/dL y/o niveles de triglicéridos > 250 mg/dL.



e Inactividad fisica. Llevar una vida sedentaria y una dieta no balanceada se ha
relacionado con el desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como la

diabetes e hipertension.

Personas que presenten algunas caracteristicas no necesariamente presentardn la
enfermedad, existen individuos cuyos niveles de glucosa no cumplen con los valores
establecidos, pero son mds altos de lo normal, a los pacientes con esta condicion se les
denomina prediabéticos, los cuales estdn en un alto riesgo de desarrollar diabetes. La
prediabetes estd asociada con la obesidad (en especial con obesidad abdominal o visceral),
dislipidemia con altos niveles de triglicéridos y con hipertensiéon (ADA, 2018). Los

criterios para el diagndstico de prediabetes se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios de diagndstico para prediabetes (ADA, 2018).

Prueba de glucosa en sangre: entre 100 mg/dL (5.6 mmol/L) y 125 mg/dL
(6.9 mmol/L).

Prueba de tolerancia a la glucosa: entre 140 mg/dL (7.8 mmol/L) y 199 mg/dL
(11.0 mmol/L).

HbAlc: entre 5.7 y 6.4 % (39-47 mmol/mol).



1.3. Tipos de Tratamientos

La diabetes tipo 1 (DMl) (anteriormente denominada  diabetes
insulinodependiente o juvenil) se caracteriza por la ausencia de la sintesis de insulina por
las células beta las cuales son atacadas por el sistema inmune, su principal tratamiento es
la dosificacién de insulina exdgena para el control de la hiperglucemia provocada por la

destruccion de éstas células.

La DM2 es el tipo mids comin de la enfermedad y en algunos pacientes se ha
observado que con una dieta adecuada y un régimen de actividad fisica, los niveles de
glucosa sanguinea disminuyen considerablemente, por lo que es la primera terapia no
farmacoldgica recomendada. Por otro lado, existe una amplia gama de tratamientos
farmacoldgicos para esta enfermedad, debido a una elevada variabilidad de efectividad
terapéutica entre pacientes, explicado por una compleja interaccion de factores biolégicos
y no biolégicos (Luo et al., 2018). Los medicamentos mds comunes son los siguientes

(Balderas, 2015):

e Secretagogos de insulina (Sulfonilureas)

e Meglitinidas (Repaglinida y Nateglinida)

e Sensibilizadores de insulina (Biguanidas como la Metformina)

e Tiazolidinedionas o glitazonas (Rosiglitazona y Pioglitazona)

e Inhibidores de la a-glucosidasa (Acarbosay Miglitol)

e Inhibidores de laenzima dipeptidilpeptidasa-4 [DPP-4] (Sitagliptina, Vidagliptina,
Saxagliptina, etcétera)

e Andlogos del péptido similar al glucagén GLP-1 (Exenatida y Liraglutida)



e Andlogos de amilina (Pramlinitida)
e Secuestradores de acidos biliares (Colesevelam)
e Inhibidores del transportador de sodio-glucosa de tipo 2 (Canagliflozina y

Dapagliflozina)

1.4. Las Biguanidas como Tratamiento

Las biguanidas se identificaron en los extractos de la planta Galega officinalis, los
cuales se utilizaban en la Edad Media para la diabetes, la metformina surge en el afio 1922
por los trabajos de Emil Werner y James Bell, ellos descubrieron su poder

antihiperglucemiante en conejos (Ortega, 2003).

NH NH
" H
Me

Figura 1. Estructura quimica de la metformina.

La metformina es una biguanida disustituida (N-1,1-dimetilbiguanida) como se
observa en la figura 1 presenta dos grupos metilos unidos a un nitrégeno; que entre sus
principales funciones clinicas estan la disminucion de la gluconeogénesis en el higado y
el incremento en la sensibilidad de los tejidos muscular y graso a la accién de la insulina
(Balderas, 2015; Kleinberger y Pollin, 2015). La metformina no se liga a las proteinas
plasmaticas, no es metabolizada por el higado, tiene una vida media corta y es eliminada

por viarenal (Veldzquez et al., 2002).



Este medicamento es el mds prescrito para el tratamiento de la DM2; el tratamiento
farmacoldgico, en conjunto con una modificacion en el estilo de vida del paciente (dieta,
control de peso y actividad fisica) ha obtenido buenos resultados, o en combinacién con
algin otro antidiabético. La metformina es efectiva y segura, ademds de ser un
medicamento de bajo costo, tiene algunos otros beneficios, como reducir el riesgo de
eventos cardiovasculares (ADA, 2018), la reduccién de peso, entre otros. Es utilizada por
al menos 120 millones de personas alrededor del mundo. La metformina se considera un
agente antihiperglucémico porque disminuye las concentraciones de glucosa en la sangre

sin causar una hipoglucemia en los pacientes (Arocha et al., 2017).

La metformina siempre debe administrarse junto con los alimentos o
inmediatamente después de ellos. La dosis inicial es de 500 mg a 850 mg cada 12 horas y
los ajustes a la dosis deben ser de 500 mg dependiendo de la respuesta del paciente. La
dosis miaxima por dia es de 2500 mg, dosis mayores a esta pueden desencadenar
lactoacidosis. En nifios y jovenes de 10 a 16 afios, la dosis maxima al dia es de 2000 mg

(Rosas et al., 2009).
1.4.1. Mecanismo de Accidon

La metformina reduce la glucosa sanguinea por la inhibicién de la produccién de
glucosa en el higado e incrementa la sensibilidad a la insulina, lo que ocasiona que la
glucosa circulante sea mayormente captada y utilizada, ademds incrementa el nimero de
transportadores en el musculo esquelético, disminuye la absorcion de glucosa en el

intestino e inhibe la sintesis de lipidos (Rena et al., 2013; Dawed et al., 2016).



El mecanismo molecular por el cual la metformina causa estos efectos aun no es
elucidado completamente; sin embargo, se sabe que inhibe el complejo I mitocondrial de
la cadena respiratoria, lo que resulta en una disminucién de ATP (Adenosin trifosfato) y
un incremento en los niveles de AMP (Adenosin monofosfato). Este desbalance entre la
relacion ATP/AMP activaa AMPK (proteina quinasa activada por AMP) y mediante esta

proteina se da la supresion de la gluconeogénesis (Arrocha et al., 2017).

La AMPK estd involucrada en el balance energético no solo de las células
especificas, sino de todo el organismo en respuesta a situaciones de estrés metabolico o
disponibilidad de nutrientes. Se le ha involucrado en los mecanismos responsables del
desarrollo de obesidad y otros padecimientos. La AMPK se activa por un aumento en la
relacion AMP/ATP lo que indica que la energia celular estd comprometida (esto ocurre
durante periodos de alta demanda de energia y bajo diferentes tipos de estrés celular, lo
que ocasiona una deplecionde ATP). Al ser activada por medio de fosforilacion se inician

rutas metabolicas que permitiran reponer el ATP consumido (Miranda et al., 2007).

1.5. Farmacogenética y Farmacogenémica

El primer borrador de la secuencia del genoma humano fue descifrado en el afio
2001 y para el 2003 se presento la version final. Dentro de los resultados de este proyecto
se encontrd que el genoma humano codifica para alrededor de 25,000 a 30,000 genes que
corresponde a cerca de 1.5% de los 3 mil millones de nucleétidos que representan el

genoma completo del Homo sapiens (Checa Caratachea, 2007).

Otro hallazgo importante de este proyecto fue la presencia de variaciones genéticas
entre los individuos, a las que se les adjudican las caracteristicas particulares y Unicas que
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confieren dicha individualidad a las personas. Mas alld de rasgos triviales asociados a la
apariencia fisica, estas variaciones genéticas denominadas polimorfismos han permitido
entender mis a fondo las respuestas poblacionales a factores externos como la
predisposicion a enfermedades o la variabilidad en la respuesta a fairmacos (Bravo et al.,

2011).

Estos polimorfismos pueden presentarse como inserciones, deleciones, cambios en
el niimero de secuencias repetidas y los mds comunes son los polimorfismos de nucleétido
unico (SNP por sus siglas en inglés) (Checa Caratachea, 2007). Para que un polimorfismo
sea clasificado como tal, éste debe ocurrir con una frecuencia mayor de 1% en la
poblacion. Estas variaciones pueden o no causar alguna alteracién en la funcién de la
proteina y su fenotipo, por ejemplo; si algin polimorfismo se ubica dentro de la regién
codificante de un gen, éste cambio puede causar alguna sustituciéon de un aminoicido por
otro, lo que provocariaun cambio en la proteina codificante; un polimorfismo ubicado en
el promotor puede alterar el nivel de transcripcion de ese gen; un polimorfismo localizado
en los limites entre un intrén y un exén de un gen puede provocar que se sintetice una
proteina incompleta o inactiva por el resultado de un empalme (splicing) incorrecto del

RNAm (Pérez, 2005).

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable
categdrica que presenta varios genotipos posibles y se considera como categoria de
referencia al grupo de individuos homocigotos para el alelo mds frecuente. Un ejemplo
simple para el estudio de un polimorfismo es el siguiente: la existencia de dos alelos (G y
A) que se piensa que uno de ellos se encuentra relacionado al desarrollo o predisposicion

a una enfermedad (A), identificados los alelos se procede a recolectar informacion de la
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incidencia de éstos alelos en alguna poblacion para obtener los diferentes genotipos

posibles (GG, GA y AA).

Los 4 modelos principales para el andlisis de un polimorfismo son los siguientes

(Iniesta et al., 2005):

Modelo dominante: Este modelo establece que una tnica copia de A es suficiente
para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en magnitud,
lo que quiere decir es que tanto los heterocigotos GA y homocigotos AA
presentardn el mismo riesgo.

Modelo recesivo: Establece que son necesarias 2 copias de A para modificar el
riesgo, por lo que, heterocigotos GA y homocigotos del alelo mas frecuente GG
tienen el mismo riesgo.

Modelo aditivo. Establece que cada copia de A va a modificar el riesgo en una
cantidad aditiva, es decir, los homocigotos AA van a presentar el doble de riesgo
que los heterocigotos GA.

Modelo co-dominante: En este modelo, cada genotipo proporciona un riesgo de
enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y homocigotos

variantes (Va) por separado respecto a los homocigotos del alelo mas frecuente.

A raiz de la publicacién del genoma humano, surgieron las llamadas ciencias

gendémicas que, como una variante de la genética, permiten hacer un andlisis en el genoma

completo de las personas, para responder a las diversas variaciones poblacionales a

factores medioambientales (Banda et al., 2010). Asi, surge la medicina genémica cuyo

propdsito es evaluar la predisposicion a enfermedades por una determinada poblacion en

funcién del patrén genético de la misma (Daudén, 2007), o la farmacogendémica que, a su
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vez, evalua las variaciones en la respuesta terapéutica de un medicamento en una
poblacién y su asociacion con las variantes en el genoma que dicha poblacién pudiera
tener (Bravo et al., 2011). La farmacogenémica puede abarcar estudios asociados a una
variacion en la respuesta farmacocinética si las variaciones genéticas corresponden a
genes asociados al proceso de absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecién del
farmaco o bien a la respuesta farmacodindmica, cuando se involucra a los receptores o
blancos terapéuticos del firmaco y que tienen que ver con una mayor o menor eficiencia

en larespuesta bioldgica por parte del paciente (Bravo et al., 2011).

La diferencia entre la farmacogenémica y la farmacogenética es que la primera
analiza al mismo tiempo varios genes o el genoma completo, mientras que la segunda que
fue una herramienta del pasado y, debido a las limitaciones técnicas, permitia un limitado

analisis gen por gen de forma individual.

La farmacogenética y mds recientemente la farmacogendmica permitirdn en un
futuro cercano ofrecer una alternativa de tratamientos mds personalizados (Singh e? al.,
2016), con lo que se pretende encontrar el medicamento mds adecuado dependiendo del
genoma del paciente. A nivel mundial hay un avance en este tipo de terapias, aunque

Meéxico se encuentra aun en desarrollo (Cuautle-Rodriguez et al., 2013).

1.6. Genética en la Diabetes

La influencia de la genética en el desarrollo de la diabetes ha sido ampliamente
estudiada a nivel mundial, y se conocen ciertos genes que estin relacionados con un mayor

riesgo de desarrollar esta enfermedad.
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Los 7 genes que se han considerado afectan la secrecionde lainsulina en las células

B son los siguientes (Balderas, 2015):

e TCF7L2. El cual es un factor de transcripcién, que activa la via de sefializacién
Wnt y por consecuente anula la sintesis de proglucagon.

e HHEX. Se estudia para comprobar si actia como regulador en la diferenciacién y
fisiologia del pancreas.

e CDKNA. Codifica al inhibidor de cinasa dependiente de ciclina pl16INK4 el cual
se ha encontrado inactivado en el 95 % de los casos de cancer pancredtico.

e IGF2BP2. Es laproteina 2 de union a RNAm del factor 2 de crecimiento semejante
alainsulina y se han caracterizado variantes transcripcionales las cuales codifican
diferentes isoformas.

e SLC30AS. Codifica paraun transportador de zinc que serelacionacon la secrecion
de insulina en los seres humanos y se encuentra que ciertos alelos de este gen
pueden incrementar el riesgo de desarrollar la enfermedad.

e JAZFI1. Las variantes en este gen se han relacionado con un incremento en el riesgo

de desarrollar DM2 y de padecer cancer de prostata.

Ademas de los genes involucrados en el desarrollo de diabetes o predisposicion a
esta enfermedad, se han realizado estudios para relacionar el efecto de los medicamentos,
asf como los genes relacionados con ellos, para implementar la medicina personalizada,

dando pie al desarrollo de la farmacogenémica.
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1.7. Farmacogenomica de la Metformina

La metformina es el medicamento mas utilizado para el tratamiento de la DM2
alrededor del mundo por lo que resulta esencial, evaluar la influencia del fondo genético
sobre la efectividad terapéutica y la respuesta a dicho firmaco en las poblaciones.
Actualmente se conocen ciertos genes que estdn involucrados en la eficacia de la
metformina, algunos son altamente polimorficos y se tienen reportes de que cambios en
ellos ocasionan un cambio en la efectividad de la metformina en los pacientes

(Manolopoulos et al., 2011).

Para entender la farmacogendmica de la metformina es necesario analizar su
farmacocinética. La metformina esuna molécula hidrofilica que es transportada por medio
de transportadores de cationes orgdnicos en el intestino, higado y rifiones, la distribucién
pasiva es limitada debido a su baja liposolubilidad (Figura 2). En el intestino el
transportador PMAT (codificado por el gen SLLC29A4) es el primer involucrado en la
absorcion de la metformina, estos transportadores se ubican en el lado luminal de los
enterocitos. OCT3 (transportador de cationes organicos, codificado por SLC22A3)
también se ubica en el lado luminal de los enterocitos y puede que contribuya con PMAT
en el intestino. OCT1 se expresa en la membrana basolateral de enterocitos y es el
responsable del transporte de metformina al liquido intersticial. Ademds, OCT1 y OCT3

se expresan en la membrana basolateral de los hepatocitos.

MATE]1 (codificado por SLC47A1) contribuye a la eliminacion de la metformina

y estd presente en higado y rifiones, en conjunto con OCT2 que se ubica en rifién y es el
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encargado de introducir la metformina al rifion para después ser eliminada en orina por

medio de MATEI y MATE2 (codificado por SLC47A2) (Pawlyk et al., 2014).

Portal blood

Bile

Urine
Intestinal absorption Hepatic uptake Renal excretion

Figura 2. Localizacion de los transportadores de cationes orgdnicos involucrados en la
farmacocinética de la metformina. Tomado de Dawed et al., 2016.

1.7.1. OCT1/SLC22A1

El gen SLC22A1 localizado en la regiéon 6g25.3 es altamente polimérfico y
codifica para OCT 1 (Todd y Florez, 2014), el cual es un transportador de cationes
organicos, que es expresado en el higado e intestino y tiene un rol importante en la
absorcion, distribucion y excrecion de algunos xenobidticos (Meyer et al., 2017), entre los
cuales se encuentran algunos medicamentos como la metformina y la cimetidina. Estas
moléculas median el transporte electrogeno de algunos pequefios cationes orgdnicos que
tienen estructuras moleculares diferentes y son independientes del gradiente de sodio

(Sakata et al., 2004).

Se han encontrado 25 polimorfismos en este gen, tres de los cuales presentaron
reduccién en su actividad transportadora (Argb1Cys, Cys88Arg y Gly401Ser) (Kerb ef

al., 2002). Ademds, se han encontrado otros 13 polimorfismos ubicados en diferentes
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partes del gen, por ejemplo, en el exén 1 del gen se han encontrado los siguientes
polimorfismos: rs2297373, rs1867351, mientras que en el exén 2 se encontré rs6833609,
parael exén 6y 7 se encontraron rs2282143 y rs628031, respectivamente. En los intrones
es donde se han encontrado la mayoria de los polimorfismos, rs4646272 en el intrén 1,
rs4646273 y rs3737088 en el intrén 2, rs4646276 en el intrén 4, rs2282142 en el intrén 5
y 154646281, rs2297374 y rs622591 en los intrones 7, 9 y 10, respectivamente (Itoda ef
al., 2004), otro polimorfismo que se ubica en laregion intrénica es el rs622342, el cual se
encuentra en el intrén 9 (Jacobs et al., 2014) y se ha comprobado que influye en la
respuesta terapéutica a la metformina, siendo el de mayor interés terapéutico (Tkac et al.,

2013).

1.7.2. OCT2/SLC22A2

OCT?2 se reporta que es el encargado de cerca del 80% del aclaramiento renal de
metformina y a comparacion de OCT1 tiene menos variaciones en su secuencia (Wilson
et al., 2017). Se expresa en el tibulo proximal de los rifiones, y media la secrecion renal
de pequeiios cationes orgdnicos, en estudios se ha observado que este transportador es el
responsable de la entrada de metformina a las células del tibulo renal y se ha observado
que variaciones en la secuencia nucleotidica afectan significativamente la funcién de este

transportador (Chen et al., 2009).
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1.7.3. OCT3/SLC22A3

Se han estudiado muy poco las variantes en este gen y de su influencia en la
efectividad de la metformina, se ha observado en ensayos in-vitro que altera la absorcion

de sustratos incluyendo la metformina en (Todd y Florez, 2014).

Estd ampliamente distribuido en el cuerpo, mayormente en el higado, cerebroy
musculo esquelético, aunque no existen muchos estudios que relacionen este transportador
con la variabilidad entre individuos con la respuesta a la metformina. Se ha encontrado
que los SNP rs8187717 y rs68187715 presentan una influencia significativa en el

transporte de metformina en estudios in vitro (Hosseyni-Talei et al., 2017).

1.7.4. MATE1/SLC47A1 y MATE2-K/SLC47A2

Estos transportadores renales de salida presentan una baja frecuencia de
variaciones en sus regiones codificantes, se ha visto que in vitro se reduce su funcion
transportadora, el gen SLC47A1 localizado en la regién 17pl1.2 codifica para el
transportador MATEI que se localiza en el lado luminal de los tibulos proximales renales
y canaliculos biliares y estd involucrado en el transporte de metformina fuera de la célula

hacia la bilis y orina (Becker et al., 2009).

En los genes MATEl1 y MATE2-K se han encontrado 11 y 2 SNPs,
respectivamente, de los cuales algunos afectan su funcién, el polimorfismo G64D
(rs77630697) y V480M (rs76645859) ubicados en los exones 2 y 16 causan una pérdida

completa de la funcién (Yonezawa e Inui, 2011). Con respecto al polimorfismo rs2289669
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ubicado en el intron 10 de MATEI no se tienen datos de si aumenta o disminuye la
actividad transportadora; sin embargo, en estudios recientes se ha reportado que presenta
efectos benéficos en la efectividad terapéutica de ciertos farmacos, entre ellos la

metformina (Tkac etal., 2013).

1.8. Antecedentes

Es importante resaltar la importancia del adecuado tratamiento para la diabetes, la
cual es una enfermedad con alta prevalencia alrededor del mundo y es responsable de
millones de muertes cada afio, en México es la segunda causa de muerte. Por eso es
recomendable mantener un buen control de la glucemia, asi como llevar una dieta
balanceada y practicar ejercicioregularmente. Afo con afio se buscan nuevas alternativas
para combatir esta enfermedad y es por eso que los investigadores dan su apoyo a tratar

de encontrar nuevos tratamientos o mejorar los ya existentes.

Actualmente en México no se cuenta con estudios disponibles que relacionen los
SNP 15622342 en OCT1 y rs2289669 en MATEI] con el efecto terapéutico de la
metformina, esto debido a la dificultad de llevar a cabo un estudio de este tipo por las
limitaciones que se tienen, entre las que destacan la dificultad para obtener la muestra de

la poblacién, y, ademds, el apego al tratamiento por parte de los pacientes.

En cambio, en otras poblaciones ya se han realizado trabajos de los SNP antes
mencionados. Para MATE]1 se han reportado las frecuencias alélicas en afroamericanos,

chino americanos, japoneses y mexicoamericanos (Nies et al., 2016).
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El primer reporte para los polimorfismos rs622342 en OCT1 y rs2289669 en
MATE fue realizado por Becker y cols en 2010, donde evaluaron ambos SNPs (rs2289669
en MATE] y rs622342 en OCT1). Este estudio fue el pionero para que los SNPs fueran
considerados de importancia en el efecto terapéutico de la metformina y el estudio de ellos
en otras poblaciones para poder evaluar el comportamiento en otras poblaciones

diferentes.

Los estudios realizados para evaluar las variaciones en la respuesta terapéutica de
la metformina se han llevado a cabo sobre genes que codifican transportadores asociados
al metabolismo de xenobidticos y que se conocen como OCT1, OCT2, OCT3 y MATEI.
El presente trabajo se centrard en OCT1 y MATEI1. Uno de los primeros reportes sobre el
estudio de polimorfismos en el gen OCT1 fue realizado por Sakata y cols. en 2004 en el
que analizaron las propiedades funcionales de las variantes de OCT1 en poblacion
japonesa, mientras que para MATEI, Becker y cols. reportaron en el 2009, la asociacion
del SNP 152289669 en dicho gen, con el efecto hipoglucemiante de la metformina en
pacientes caucdsicos que presentaron DM2. Evaluando una poblaciénde 116 personas (69
mujeres y 47 hombres) determinando los niveles de HbAlc, asi como factores que
pudiesen alterarlos tales como: edad, sexo, y los niveles basales de HbAlc antes de
comenzar el estudio. La dosis promedio de metformina administrada a los pacientes fue
de 741 mg diarios en dosis dnica por 120 dias. Ellos encontraron una asociacién
significativa entre el alelo AA del SNP rs2289669 y el aumento en el efecto

hipoglucemiante de la metformina.

Becker y col. en el mismo afio (2009) estudiaron la asociacién del SNP rs622342

en OCT1 con la efectividad de la metformina en 102 personas (62 mujeres y 42 hombres)
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estudiando los mismos pardmetros que se evaluaron en el estudio anterior con MATEI.
En este caso la dosis promedio de metformina fue de 677 mg diarios. Los investigadores
concluyeron que los pacientes con genotipo CC tienen una menor respuesta comparado

con los pacientes con genotipo AA.

En un estudio realizado en personas caucdsicas por Becker y cols. en 2010, se
evalud el efecto del polimorfismo rs622342 A>C en OCT1 y rs2289669 G>A en MATEI,
que para este dltimo se ha asociado el alelo AA con una reducciéon mayor de los niveles
de glucosa por efecto de la metformina (Becker, 2009). Los datos para este estudio fueron
tomados del estudio Rotterdam, en el que participaron 98 pacientes, los cuales cumplian
con todos los pardmetros necesarios para ser incluidos entre los que destacan personas
caucdsicas mayores de 55 afios. Las caracteristicas consideradas como factores
importantes que podrian afectar los cambios en los niveles de HbAlc fueron: edad, sexo,
valor de la ultima HbAlc antes de comenzar el estudio y la dosis promedio diaria de
metformina prescrita fue de 541 mg. Ellos encontraron que el efecto del alelo A en el

polimorfismo rs622342 de OCT1 fue el que tuvo la mayor disminucién en los niveles de

HbAlc.

Tkac y cols. en 2013 estudiaron los SNPs de los genes OCT1 (rs622342) y MATE1
(rs2289669) con la respuesta a la metformina en pacientes con DM2. La poblacién fue de
148 personas caucésicas; la edad promedio fue de 57.5 + 0.9 afios, el indice de masa
corporal (IMC) medio fue de 31.5 = 0.4 kg/m’ Pacientes con tumores malignos,
desoérdenes endocrinos, cirrosis hepética y enfermedades inflamatorias sistémicas, fueron
excluidos. Fueron incluidos aquellos pacientes sin tratamiento previo (pacientes naive)

con un rango de HbAlc de 7-12%. La HbAlc fue medida una semana antes de comenzar
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con el tratamiento y la segunda medicion se realiz a los 6 meses del tratamiento. La
HbAlc fue medida usando un método turbidimétrico y la genotipificacion fue realizada
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real con
una sonda marcada para OCT1 y un amplicén pequeiio para MATEI. Ellos encontraron
que para el genotipo AA en MATE 1 se dio una reduccidn significativa en los niveles de
HbAlc en comparaciéon con los pacientes con alelo G. En el caso de OCT1 no se

encontraron asociaciones a la respuesta terapéutica del farmaco.

En 2014 Umamaheswaran y cols. realizaron un estudio para ver la influencia del
polimorfismo rs622342 en OCT1 alarespuesta terapéutica de la metformina en pacientes
con DM2 del sur de la India. Se evaluaron 122 pacientes recién diagnosticados con DM2
(75 mujeres y 47 hombres), se les midio la presion sanguinea, la HbAlc y el IMC en la
primera visita y a las 12 semanas de estudio. El nivel de glucosa en sangre (en ayuno y
postprandial) fue medido en cada visita. Todos los pacientes comenzaron con una dosis
de 500 mg y una modificacion en su dieta diaria, el estudio tuvo una duracion de 3 meses.
La genotipificacion del SNP en OCT1 fue realizada por PCR en tiempo real utilizando
sondas TagMan en ensayos por triplicado. Umamaheswaran y cols. encontraron una
asociacion significativa entre el polimorfismo rs622342 en OCT1 y la respuesta a la
metformina, los pacientes con genotipo AA presentaron mejores resultados al tratamiento

con metformina comparado con los pacientes con genotipo CC del estudio.

He y cols. en 2015 estudiaron el polimorfismo rs2289669 en MATE] en pacientes
diabéticos de China y su relacion con la respuesta a la metformina. Fueron reclutados 202
pacientes recién diagnosticados con DM2 (125 hombres y 95 mujeres con un rango de

edad de 5597 + 7.78 afos). Pacientes con DMI, enfermedades cardiovasculares,
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disfuncion renal o hepatica fueron excluidos del estudio. El estudio tuvo una duracién de
un afio. Los pacientes fueron divididos en tres grupos dependiendo de su genotipo, grupo
GG (54), otro GA (103) y el ultimo AA (63). La genotipificacion fue realizada por PCR-
RFLP (PCR asociado a andlisis de los polimorfismos en la longitud de fragmentos de

restriccidn, por sus siglas en inglés) y se usaron los siguientes primers:

F5"-TCAGTTTCCACAGTAGCGTCG-3"y R5-GACACTGGAAGCCACACTGAA-3".
Los productos de la PCR fueron digeridos con la endonucleasa de restriccion Taq . Al
final del estudio He y cols. concluyeron que para el grupo AA hubo un decremento en los

niveles de HbAlc significativos comparado con los grupos GG y GA.

Otro polimorfismo estudiado en el gen OCT1 ha sido el rs594709. En 2016 Xiao
y cols. realizaron un estudio para evaluar el impacto de este polimorfismo en OCT]1 vy el
ya mencionado rs2289669 en MATEI en la respuesta a metformina en pacientes chinos
con DM2 y pacientes sanos. Participaron 267 pacientes con DM2 (143 hombres y 124
mujeres) y 182 pacientes sanos (86 hombres y 96 mujeres). Pacientes con DM1, diabetes
gestacional, hipertension y dafo hepatico severo no fueron incluidos en el estudio. De los
267 pacientes, 53 fueron pacientes naive. Ninguno de los pacientes habia sido tratado con
algin secretagogo de insulina ni habian recibido tratamiento de metformina por 3 meses
consecutivos. Se recolectd informacién antes y al final de los 6 meses del estudio, de los
siguientes pardmetros: IMC, nivel de glucosa en ayunas, nivel de glucosa postprandial,
nivel de insulina en ayunas, nivel de insulina postprandial, HbAlc, colesterol total,
triglicéridos, LDL y HDL. La genotipificacién fue hecha usando secuenciacién directa, y

se utilizaron los siguientes primers para amplificar el polimorfismo rs594709 en OCT1:
5-GGCGCTTCCCACACTCAT-3 (sense) y 5" GAGGAAAGCTCCACATGTAACC-3"
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(antisense), mientras que para la secuenciacion de la region del polimorfismo en MATEL
la secuencia de los primers empleados es: 5S'CCTGACCTCTGTCCCTATT3 (sense) y
S'GACTTCCGTGCCTGCT3 “(antisense). Encontraron que existe una interaccion entre
los porlimorfismos rs597409 y rs2289669 en OCT1 y MATEI, respectivamente, y la

efectividad terapéutica de metformina en pacientes chinos.

Mousavi y cols. en 2017 evaluaron las frecuencias genotipicas del SNP rs2289669
en MATEI en poblacion irani y su relacion con la efectividad de la metformina, en el
estudio participaron 71 personas diagnosticadas de diabetes conforme a los criterios de la
Asociacion Americana de Diabetes, pacientes con dafio renal crénico, desérdenes
endocrinos, cirrosis y enfermedades inflamatorias sistémicas fueron excluidos del estudio.
Los pacientes incluidos tenian un rango de HbAlc de 6.5-11%, la HbAlc fue tomada una
semana antes de iniciar con el tratamiento y 6 meses después, la genotipificacion fue
realizada conforme al método descrito por Ye y cols (Ye et al., 2001). Concluyeron que
existia una asociacion significativa entre el genotipo GA y lareduccion de HbAlc a causa
del tratamiento con metformina, y que en el modelo dominante parael alelo A (AA+AG

vs GQG) los pacientes con alelo A tienen la reduccién mas alta de HbAlc.

1.9. Justificacion

Segin las estadisticas de la OMS el nimero de casos de diabetes se ha
cuadruplicado en todo el mundo desde 1990, actualmente existen 422 millones de adultos
con diabetes, lo que corresponde a que 1 de cada 11 personas en el mundo tiene la
enfermedad. La genética, laedad y lahistoria familiar incrementan el riesgo de desarrollar

diabetes. En México se tiene un alto grado de incidencia entre personas adultas, y
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recientemente en jovenes, por lo que los sistemas de salud buscan encontrar terapias mas

eficaces para su tratamiento o bien tratar de mejorar los tratamientos ya existentes.

La metformina es el firmaco de primera eleccion tanto en pacientes obesos como
normopeso, existe evidencia que es eficaz tanto en monoterapia como en asociacién con
otros fdrmacos orales e insulina (Mata, 2008). A pesar de sus amplias ventajas en
comparacion con las otras alternativas farmacoldgicas que existen, la metformina presenta
una gran variabilidad inter-individuos, esto se puede deber a la relacién que existe entre

el fondo genético y la farmacocinética de la metformina (Crespo, 2009).

En este sentido, se han identificado transportadores que estdn involucrados en la
farmacocinética de la metformina, como son: OCT1, OCT2, OCT3, MATE]I, entre otros;
siendo los mis relevantes OCT1 y MATEI, los cuales son encargados del ingreso de la
metformina a los hepatocitos (OCT1) y de la excrecion de la misma (MATE1). Se han
identificado ciertos polimorfismos que se relacionan con un efecto significativo en la
farmacocinética de lametformina, entre los que destacan: rs622342 en OCT1 y rs2289669
en MATEL, que se ha observado que se asocian con una respuesta en la efectividad de la
metformina por medio de la comparacién del genotipo con la reduccién de HbAlc

resultado del consumo de metformina (Viollet et al., 2012).

Por lo que una opcién innovadora que podria ayudar a optimizar el adecuado y
eficaz uso de los diferentes esquemas de tratamiento, seria identificar las poblaciones de
pacientes desde el punto de vista genético que responden mejor a uno u otro grupo de
medicamentos, objetivo que corresponde a la farmacogendmica, la cual trata de explicar

larelacion farmaco-gen.
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Por tal motivo, en el presente proyecto se propone identificar la influencia que
ejercen los polimorfismos rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATE] que estan
involucrados en el metabolismo de la metformina sobre la eficacia terapéutica de este

farmaco.

Si se encuentra una asociacionsignificativa entre el origen genético de la poblacion
estudiada y la respuesta al firmaco, se puede eventualmente sugerir en funcién de su
genoma individual tanto las dosis adecuadas del fairmaco o bien los esquemas terapéuticos

que mejor se apeguen a un grupo de pacientes con un patrén genético particular.

1.10. Hipétesis

Los genotipos AA del polimorfismo rs622342 en el gen OCT1 y rs2289669 en el
gen MATEI en pacientes del noreste de México con diabetes mellitus tipo 2, responderan

mejor al tratamiento con metformina, reduciendo en mayor medida los niveles de HbAlc.

1.11. Objetivo General

Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs622342
en el gen OCT1 y rs2289669 en el gen MATEI y evaluar su posible asociacién con la

efectividad terapéutica de la metformina en pacientes con DM2 del noreste de México.
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1.11.1. Objetivos especificos

Reclutar posibles candidatos que cumplan con los criterios de inclusion.

Evaluar pardmetros antropométricos y socio-demogrificos para contar con una
base de datos.

Determinar los valores de hemoglobina glucosilada, al inicio del estudio y 3 meses
después del tratamiento con metformina.

Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs622342
del gen OCT1 y rs2289669 del gen MATEI en la muestra.

Evaluar estadisticamente la asociaciéon de las frecuencias alélicas en los
polimorfismos rs622342 del gen OCT1 y rs2289669 del gen MATEI con la

respuesta terapéutica a la metformina.
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales y Reactivos

Para la realizacién del proyecto se utilizaron tubos Eppendorf de 1.5 mL, 0.5 mL
y microtubos para PCR, puntillas y micropipetas de diferentes capacidades (10, 100, 1000

puL), tubos BD Vacutainer® con EDTA.

Para la determinacion de HbAlc: Se utiliz6 el Kit Glycohemoglobin Reagent Set

de TECO DIAGNOSTICS con numero de lote 68069 y fecha de caducidad 07/2018.

Para la extraccion de DNA se utilizaron los siguientes reactivos: TSNT,
cloroformo, fenol grado molecular, etanol absoluto, etanol al 70%, TAE 1X y agua MiliQ

estéril.

Parala técnica de PCR-RFLP los reactivos utilizados fueron los siguientes: Green
Taq DNA Polymerase, 10x Taq Buffer, Stabilized dNTPs de GenScript®, S0mM MgCl,
de Bioline, primer FWD 5-TCAGTTTCCACAGTAGCGTCG-3, primer REV 5-
AGCACCTGTAATCAGCAGGGA-3, sintetizados por el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, buffer de carga, GelRed® de Biotium, agarosa grado molécular de Sigma-

Aldrich y DNA purificado. Para la digestion los reactivos fueron: Enzima Taql, MULTI-
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CORE™ 10x Buffer, Bovine Serum Albumin, Acetylated (BSA), todos ellos de Promega,

TBE 1X'y agua estéril miliQ.

Para la técnica de PCR en tiempo real los reactivos utilizados fueron los siguientes:

Sondas TagMan® SNP Genotyping Assay especificas para rs622342, TagMan

Genotyping Master Mix, agua miliQ estéril y DNA purificado.

2.2. Equipos y Ubicacion

Para la realizacion del presente proyecto se utilizaron los siguientes equipos:

Equipo de antropometria: Bascula, estadimetro, cintas metdlicas para las
determinaciones antropométricas, ubicadas en la Farmacia Universitaria “QFB
Emilia E. Véasquez Farias” de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.
Equipo para extracciéon de DNA gendémico: Balanza Analitica AND Company
Modelo HR-250A con nimero de serie 6A7600905, Microcentrifuga marca
LABNET modelo Spectrafuge 16M con nimero de serie 05060736, ubicados en
el Laboratorio de Farmacobiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
UANL.

Equipo para PCR-RFLP: Termociclador marca TECHNE modelo TC73R con
numero de serie 125041-1R, camara de electroforesis marca FisherBiotech sin
nimero de serie, Fuente de poder marca Thermo Electron modelo 105ECA-115
con nimero de serie 06J4306857A, ubicados en el Laboratorio 4 de Microbiologia

de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

Equipo para PCR en tiempo real: Equipo StepOne™ Real-Time PCR system de

Applied Biosystems con niimero de serie 271001891, ubicado en el Laboratorio
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de Ingenieria Genética y Gendémica de la Division de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

2.3. Metodologia

Para el desarrollo del proyecto y el cumplimiento de objetivos se establecid la

siguiente estrategia:

1. Reclutamiento de candidatos.

2. Seleccion de candidatos.

3. Evaluacién antropométrica y pruebas clinicas.
4. Extraccién de DNA gendmico.

5. Genotipificacion.

6. Evaluacidn estadistica.

2.4. Reclutamiento de Candidatos

Se reclutaron pacientes de nacionalidad mexicana, residentes del estado de Nuevo

Ledn que aceptaron participar en el estudio y que cumplieron con los criterios de inclusion.

Los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion (Tabla 3) se les aplico
una encuesta para conocer informacién heredofamiliar, enfermedades, medicamentos que
estuvieran tomando, adicciones, etcétera, esto con el fin de tener una base de datos de

ellos.

Ademads, se les pidi6 firmar un consentimiento informado donde se les explicé el

objetivo del estudio y posibles complicaciones que se podian presentar durante la
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extraccion de sangre, se les informé que sus datos serian manejados de manera
confidencial y que iban a ser manejados por un nimero de folio asignado por el

investigador a cargo.

2.4.1. Criterios de Inclusién y Exclusion

Los criterios de inclusién y exclusion se presentan en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Criterios de inclusion.

Hombres y mujeres mayores de 18 afios.
Que estén de acuerdo con el consentimiento informado.
Pacientes con diagndstico reciente de DM2.

Cumplir con el tratamiento con metformina por 3 meses como minimo.

Tabla 4. Criterios de exclusion.

Que se encuentren bajo algin tratamiento para control de la hiperglucemia.
Problemas renales y/o hepaticos.
Que no estén de acuerdo con el consentimiento informado.
Mujeres embarazadas.
Personas con DMI.

Que no cumplan con el tratamiento de metformina por 3 meses.
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2.4.2. Calculo del Tamano de la Muestra

Para el célculo del tamafio de la muestra se determind por medio de la férmula para
estudios de tipo cualitativo la cual se reporta mediante la proporcién del fenémeno en
estudio en alguna poblacién de referencia; en especifico se utiliz6 la férmula para

poblacién finita (Férmula 1) (Aguilar, 2005).
La férmula utilizada fue la siguiente:

3 N Z2pq
~d2Z2(N—-1) + Z%pq

n

Foérmula 1. Férmula para poblacion finita.

Doénde:

n= tamano de la muestra.

N= tamafio de la poblacién.

Z= valor de Z critico, calculado en las tablas del area de la curva normal (nivel de

confianza).

p= proporcion aproximada del fendmeno en estudio en la poblacion de referencia.

g= proporcién de la poblacién de referencia que no presenta el fenémeno en

estudio (1-p).

d=nivel de precision absoluta. Se refiere a 1a amplitud del intervalo de confianza

deseado.
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Para el estudio se utilizé un intervalo de confianza del 95%, donde el valor de Z
fue de 1.96, y para d=0.05, la poblacion de referencia se tomo del estudio de Becker y
cols. del 2009 (N=98), al igual que la frecuencia menor de los alelos (p=0.44). Obteniendo

el calculo de 78 individuos en total como poblacién requerida.

El muestreo fue realizado en la ciudad de Monterrey y su zona metropolitana por
medio de campafias de salud a manera de carteles alrededor de la ciudad invitando a
participar en el estudio. Ademds, se realizé la bisqueda en clinicas y centros de salud que
estuvieran interesados en colaborar con el proyecto, esto con el fin de cumplir con la

obtencion del nimero de individuos establecido estadisticamente.

2.5. Evaluacion Antropométrica y Pruebas Clinicas

Para la evaluacién antropométrica, los pacientes fueron citados con ropa ligera
para que el peso de las prendas no influyera en los resultados. Se tomaron las siguientes

medidas a cada paciente: talla (m), peso (kg), circunferencia de cintura (cm).

Se determiné el indice de masa corporal (IMC) (kg/m?) por medio de la siguiente

féormula:

IMC = Peso (kg)
Estatura (m?)

Férmula 2. Célculo de Indice de Masa Corporal.

Para la extraccion de sangre periférica los participantes debieron tener un ayuno
de al menos 8 horas, latoma de la muestra se realizé mediante puncién venosa para extraer

aproximadamente 8 mL de sangre en dos tubos con anticoagulante (EDTA BD
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Vacutainer®) para la posterior determinacion de la HbAlc y la extraccion de DNA

gendémico.

Un tubo con muestra se centrifugd y se extrajo el botdn leucocitario, se llevo a

congelacion a -20°C hasta su uso para la extraccion de DNA.

El tubo restante se utiliz6 para la determinacion de HbAlc por medio de Kit

comercial y por medio de un analizador de hemoglobina automatizado.

2.5.1. Fundamento HbAlc

La HbAlc es el resultado de la condensacién irreversible de la glucosa en el
residuo N-terminal de la cadena B de la hemoglobina A. Su determinacién se realiza
mediante un proceso no enzimatico que refleja el grado de exposicion de la hemoglobina
a la glucosa, durante un prolongado periodo de tiempo. Este procedimiento utiliza una
resina de intercambio i6nico para la separacion rapida de la hemoglobina glucosilada Alc
del resto de hemoglobinas. Después de preparar el hemolizado de la sangre total, la
muestra se mezcla durante 5 minutos y las hemoglobinas son retenidas por la resina de
intercambio i6nico, es en este lapso donde 1a HbAO se une a laresina. La HbAO contiene
todas las hemoglobinas excepto la Alc, que permanece en solucidén. Posteriormente se
utiliza un filtro que separa el sobrenadante que contiene la Alc de laresina y se estima el
porcentaje de HbAlc por medio de un espectrofotometro a una absorbancia de 415 nm

(Tietz, 1999).

La determinacién por medio de equipo se realizé de manera directa sin realizar
alguna manipulacién a la muestra fue introducido en el analizador VARIANT™ de Bio-

Rad.
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2.6. Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA genémico a partir de sangre completa obtenida de los pacientes.
La extraccién de DNA genémico se realizé por la técnica de TSNT y se llevo a cabo de la

siguiente manera (Pérez, 2005):

1. En un tubo Eppendorf de 2.0 mL se colocaron 500 ul de sangre periférica con

EDTA.

2. Se adicionaron 300 ul de buffer de lisis TSNT (2% Tritén 100X, 1% SDS, 100

mM NaCL, 10 mM Tris-HCL pH 8.0) y se mezclaron por inversion para lograr

lisis total.

3. Se afiadieron 300 pl de fenol y se mezclaron por inversion por 30 segundos.

4. Se agregaron 100 pul de cloroformo y se mezclaron nuevamente en vortex hasta

homogenizar (aproximadamente 5 min).

5. Se centrifugd por 10 min a 12000 rpm y se recupero la fase acuosa en un tubo

Eppendorf de 1.5 mL. El DNA se precipito adicionando 1 mL de etanol absoluto

y se agitdé suavemente por inversion.

6. El DNA se recuper6 por centrifugacion a 14000 rpm durante 10 min, se desecho

el sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 70%, se centrifugd nuevamente

por 5 min a 12000 rpm.
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7. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 50-100 ul de H,O
miliQ.
Por tltimo, se comprob¢ la integridad del DNA por medio de electroforesis en gel

de agarosa al 1% tefiido con GelRed® y la cuantificacidén por medio de espectrofotometria

en el equipo NanoDrop™ por introduccién directa de 1 pl de muestra al equipo.
Para la realizacion del gel de agarosa al 1% se sigui6 la siguiente metodologia:
1. Se pesaron 0.3 gr de agarosa en un matraz Erlenmayer de 125 mL.
2. Se midieron 30 mL de buffer TAE 1X en una probeta graduada de 100 mL.
3. Se afiadieron los 30 mL de solucién buffer TAE 1X al matraz Erlenmayer de
125 mL.
4. Se mezclaron hasta disolver completamente la agarosa, utilizando calor para
acelerar el proceso.
5. Al final, se vaci6 el contenido del matraz a la placa de equipo de electroforesis
y se colocd el peine de electroforesis, dejando reposar el gel por 10 min o hasta
completar la solidificacion del gel.
6. Una vez solidificado el gel se anadieron 1 ul de buffer de carga, 1 ul de GelRed®
y 8 ul de DNA en cada pocillodel gel.
7. Se programé la cdmara de electroforesis a 70 volts por 5 min y posteriormente

se cambi6 el voltaje a 120 volts por 30 min.
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8. Al paso de los 30 min se extrajo el gel y se coloco en el transiluminador para
observarlobajo laluz UV, se comprob¢ si la extraccion de DNA habia sido
realizada con éxito analizando la banda resultante en el gel que este definida y no

presente corrimientos, lo que indica una buena integridad del DNA.

2.7. Genotipificacion

Los polimorfismos en ambos genes fueron determinados mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés); sin embargo, para
MATEI la identificacién fue por una variante de esta técnica llamada PCR acoplada a la
digestion de fragmentos de restriccion polimérfica (RFLP por sus siglas en inglés); y para

OCTT la genotipificacién fue por PCR en tiempo real.

La PCR es una técnica con un amplio uso en biologia molecular que utiliza una
enzima llamada TagDNA polimerasa, un exceso de dNTPs y oligonucleétidos que éstos
serédn los encargados de hibridar con la secuencia blanco especifica'y por medio de ciclos
que tienen etapas de desnaturalizacion, alineamiento y extension se obtienen millones de
copias del fragmento génico de interés, los fragmentos pueden ir desde 130 — 1000 pb de

longitud (Pérez, 2005).

2.7.1. Genotipificacién por PCR-RFLP para el SNP rs2289669 del gen MATEL1

La técnica de PCR-RFLP se basa en la utilizacién de enzimas de restriccion las
cuales van areconocer sitios de corte especificos enel DNA. En esta técnica, si el producto

amplificado presenta un polimorfismo, éste puede agregar o eliminar un sitio de corte para
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una enzima determinada, esto ocasionard que se generen fragmentos de distintos pesos
moleculares. Para observar éstos fragmentos se determina por medio de un gel de agarosa,
donde se podrd ver la presencia o ausencia de dicho polimorfismo mediante la aparicién

de bandas de diferente talla molecular.

2.7.1.1. Diseiio de los Primers (iniciadores)

La secuencia del primer Forward (FWD) se tom6 de la investigacion de He y cols
del 2015 y el primer Reverse (REV) se disefi6 en el programa Primer3Plus; siendo los

siguientes primers:
Primer FWD 5- TCAGTTTCCACAGTAGCGTCG -3
Primer REV 5- AGCACCTGTAATCAGCAGGGA -3

El fragmento obtenido fue de 293 pb, al primer FWD se le realiz6 una modificacion
con el fin de que el fragmento fuera reconocido con la enzima de restriccion Taql al

realizar la técnica de PCR-RFLP.
2.7.1.2. Condiciones de Amplificacion.

Para la realizacion de la amplificacién de los fragmentos se tomd un tubo
Eppendorf de 1.5 mL de capacidad al cudl se le anadieron los reactivos de la tabla 5, uno
a uno, mezclando continuamente con la puntilla. Posteriormente, se programé el equipo

con el programa de la tabla 6.

Para identificar la correcta amplificacién del fragmento esperado se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed®. utilizando TAE 1X como

solucion buffer y se siguié el mismo proceso descrito en el apartado 2.6.
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Tabla 5. Reactivos utilizados para la amplificacion.

Reactivo
Agua miliQ estéril
DNA purificado
Buffer 10X

MgCl,

dNTPs
Primer FWD 1:50
Primer REV 1:50

Enzima TagDNA polymerase

Volumen total

Volumen
15 pl
Sul
3ul
3ul
1 ul
1 ul
1 ul
1 ul

30 ul

Tabla 6. Programa de PCR para el equipo.

Etapa

Desnaturalizacion inicial

30 Ciclos

Extension final

Condiciones

95°C por 10 minutos

95°C por 30 segundos
58°C por 30 segundos

72°C por 30 segundos

72°C por 10 minutos
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2.7.1.3. Digestion de Fragmentos.

A un tubo Eppendorf de 1.5 mL se le afiadieron los reactivos presentados en la
tabla 7 y se incub6 en la estufa por 3 horas a una temperatura de 65°C, al término de la
incubacion se identificaron los fragmentos en un gel de agarosa al 2%, siguiendo la misma
metodologia presentada en el apartado 2.6, cambiando solamente la concentracién de

agarosa (se afiadieron 0.6 gr de agarosa); los fragmentos esperados se presentan en la tabla

8.

Tabla 7. Condiciones de la digestion.

Reactivo Volumen
Agua miliQ estéril 1.25 ul
Buffer 10X Multi-Core 2.5l
BSA (Bovine Serum Albumin) 0.25 pul
Producto de PCR 20 ul
Enzima Tagql I ul
Volumen Total 25 ul

Tabla 8. Fragmentos resultantes del corte enzimatico.

GG GA AA

293 pb 293 pb, 272 pb y 21 pb 272 pby 21 pb

La detecciéon de los fragmentos resultantes fue realizada por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed®, utilizando TBE 1X como

solucion buffer.

39



2.7.2. Genotipificacion por PCR en Tiempo Real para el SNP rs622342 del

gen OCT1

El término de “PCR en tiempo real” se refiere a que la deteccién de los productos
amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion; el producto de amplificacién es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que sea
manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa como sucede en
la PCR convencional. Actualmente, 1a PCR en tiempo real se ha convertido en el método
mas sensible para detectar y cuantificar los dcidos nucleicos ya que ain y cuando se tenga
una cantidad muy pequefa de muestra, el sistema garantiza una alta sensibilidad,

especificidady eficiencia (Tamay et al., 2013).

Para la genotipificacion se utilizaron sondas TagMan® de TermoFisher las cuales
son especificas para el SNP de interés las cuales estdn marcadas con dos fluorocromos
diferentes, en su extremo 5’ estan marcadas con el fluorocromo y en el extremo 3’ hay un
quencher (inhibidor de fluorescencia) que realiza su funcién siempre y cuando la sonda

permanezca intacta.

Los fluorocromos presentes en la sonda son VIC (alelo 1) y FAM (alelo 2) los
cuales tienen diferentes valores de absorcién y de emision; para VIC su miximo de
absorcion es de 538 nm y su maximo de emision es de 554 nm y para FAM su mdximo
valor de absorcion es de 495 nm y de emision es de 520 nm, mientras que el quencher es

MGB-NFQ (Minor Grove Binding Non-Fluorescent Quencher).

Durante esta técnica los primers reconocen la secuencia especificadentro del DNA

gendémico (este debe tener una buena pureza e integridad, para evitar contaminacién o
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errores en la determinacion por lo que se debe analizar la muestra en el equipo

NanoDrop™),

si el DNA presenta la secuencia polimoérfica especifica se dard la
hibridacion de la sonda TagMan con la secuencia por homologacién de bases. Posterior a
la unién de la sonda con la secuencia clave, la AmpliTaqGold (enzima con actividad DNA
polimerasa y exonucleasa 5°-3’) comienza con la polimerizacién de la cadena lo que

ocasiona que el fluorocromo especifico de la sonda se libere, emitiendo una fluorescencia

que es registrada por el equipo (Tamay et al., 2013).

La sonda TagMan® utilizada con ID C___928527_20 tiene la siguiente secuencia:
TTTCTTCAAATTTGATGAAAACTTC[A/CJAATACATAGATCTAACAATCTCAA
T, donde la sonda especifica para el alelo A tiene el fluorocromo VIC y la sonda especifica
parael alelo C tiene el fluorocromo FAM, y el fragmento que se amplifico por los primers
del ensayo fue de ~190 pb conforme a informacién proporcionada por el distribuidor de

los reactivos.

Para la realizacion de la técnica se realizé un ajuste en la concentracion del DNA
de todas las muestras, la técnica requiere una concentracion de ~1.5 ng/ul para la dilucién
de las muestras se utiliz6 agua miliQ estéril, las sondas TagMan® presentaban una
concentracion de 40X por lo que su concentracion fue ajustada a 20X con una solucién de
TE 1X estéril, para el Master Mix no se necesitd ninglin ajuste en la concentracién. Una
vez ajustadas todos los reactivos a las condiciones presentadas en la tabla 9 se procedi6 a
afladir a un tubo Eppendorf de 0.5 mL los reactivos, se programé el equipo con los datos
de la tabla 10 y se colocaron las muestras en el equipo. Al final del proceso se registraron
los datos y las muestras fueron desechadas conforme a los lineamientos de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UANL.
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Tabla 9. Condiciones de reaccion para PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen
Sonda TagMan® 20X 1.25 ul
TagMan® Genotyping Master Mix 2X 12.5 ul
DNA (~1.5 ng/ul) 11.25 ul

Tabla 10. Programa de amplificacion.

Etapa Condiciones
Pre-PCR Holding Stage 60°C por 30 segundos™
Holding Stage (Etapa de reposo) 95°C por 10 minutos

92°C por 15 segundos

SUCIE 60°C por 1 minuto*

Holding stage (Etapa de reposo) 60°C por 30 segundos*

*Se programd el equipo para la recoleccién de datos.

2.8. Analisis Estadistico

El andlisis de la informacion se realiz6 con el programa Excel de Office version
2016, se utilizé estadistica descriptiva para: edad, peso, circunferencia de cintura, IMC,

HbAlc, etcétera.

Para las frecuencias genotipicas y alélicas los resultados fueron presentados en

porcentajes, al igual que la reduccion de HbAlc. Las pruebas estadisticas utilizadas para
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comparar las distribuciones genotipicas y alélicas fueron por medio de la prueba de x>y

el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para laasociacionentre los diferentes genotipos y lareduccion en HbAlc se utilizé
un ANOVA para comprobar si realmente existe una diferencia significativa en los
pacientes que presentaban los SNPs de interés y una prueba de Tukey para identificar en

cuales existia diferencia, utilizando el software Minitab Statistical Software version 17.

2.9. Disposicion de los Residuos Generados

Para la realizacion del presente trabajo se recolectaron residuos quimicos y
bioldgicos para su disposicién final, los cuales fueron colocados en los contenedores

adecuados para cada tipo de residuo, a continuacion, se describe su manejo:

Contenedores A: Soluciones salinas pH 6.8. Soluciones de sales

inorgédnicas, acidos inorganicos, organicos y bases inorgdnicas.

e Contenedores D: Toxicos inflamables. Combinaciones organicas
halogenadas liquidas, bases orgdnicas y aminas.

e Colector de colorantes y lugol.

e Contenedor para basura industrial.

e Contenedor rojo: Residuos punzocortantes bioldgico infecciosos

Los contenedores se encuentran ubicados en el laboratorio de Farmacobiologia de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL y en la divisién de estudios de posgrado de

la Facultad de Ciencias Quimicas.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas Generales de la Poblacion

Para el reclutamiento de la poblacién se tomaron en cuenta a hombres y mujeres
mayores de 18 afios, de nacionalidad mexicana con residencia en el estado de Nuevo Ledn,
los cuales aceptaron participar en el presente estudio y firmaron una carta de

consentimiento informado.

La muestra poblacional cumplié con los criterios de inclusién establecidos, por lo
que solo se incluyeron hombres y mujeres que presentaron diagndstico reciente de
diabetes mellitus tipo 2 conforme a los lineamientos marcados por la ADA, que no
estuvieran bajo algiin tratamiento antidiabético diferente a la monoterapia con
metformina, se excluyeron pacientes con dafio hepatico y/o renal, ya que esto podia alterar

los resultados.

Las caracteristicas generales de la poblacion de estudio (n=96) se describen en la
tabla 11, donde se incluyen datos de antropometria, composicién corporal y valores de

HbAlc.
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Tabla 11. Caracteristicas generales de la poblacion total.

Variable Media = (DE)
Edad (afios) 56.25 £ (11.09)
Estatura (cm) 161.22 + (11.23)
Peso (kg) 77.59 = (17.13)

IMC (kg/m?) 30.05 = (7.61)
CC (cm) 98.04 £+ (12.41)

HbAlc (%) 6.84 + (0.89)

n= 96 IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc=

Hemoglobina glucosilada.

3.2. Caracteristicas de la Poblacion Dividida por Género

La poblacién de estudio se agrupd por género para observar las diferencias en los
valores generales, las proporciones se muestran en la figura 3 y las caracteristicas en la

tabla 12.

B Masculino

& Femenino

Figura 3. Distribucién de la poblacién dividida por género (n=96).
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Tabla 12. Caracteristicas generales de la poblacién dividida por género.

Variable Hombres
Media + (DE)
Edad (anos) 56.38 +(12.27)
Estatura (cm) 168.69 + (6.27)
Peso (kg) 81.87 + (16.40)
IMC (kg/n?) 28.72 +(5.37)
CC (cm) 99.90 + (12.06)
HbAlc (%) 6.85 + (0.82)

Mujeres
Media * (DE)

56.14 + (10.06)
154.63 + (10.51)
73.81  (17.01)
31.22 % (9.04)
96.33 + (12.60)

6.83 £ (0.96)

n Hombres: 45, n Muyjeres: 51. IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de

cintura, HbAlc= Hemoglobina glucosilada.

Se realiz6 ademis una divisién de la poblacién donde se agruparon por la

clasificacién de su IMC de acuerdo a la OMS en: normal (18.50-24.90 kg/ny’), sobrepeso

(25.00-29.90) y obesidad (=30.00), en la figura 4 se muestran los porcentajes.

44.79%

" Normal = Sobrepeso * Obesidad

Figura 4. Clasificacién de la poblacion de estudio conforme al IMC (n=96).
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En la tabla 13 se muestran con detalle los datos clinicos y antropométricos
clasificados por su IMC, los resultados se analizaron utilizando un ANOVA, con el
objetivo de observar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
y la clasificacion asignada. Se tomaron como significativos los valores de p<0.05 y
posteriormente se realizd6 una prueba de Tukey para identificar cuales resultados

presentaban diferencias.

Tabla 13. Datos clinicos y antropométricos y su relacion con la clasificacion del IMC.

Variable IMC Normal  IMC sobrepeso  IMC obesidad p
Media = (DE) Media = (DE) Media = (DE)

Edad (Afios) | +65 10 4 (12.10) | 55.33 £(11.58) = *54.23 +(9.42) 0.025

Estatura (cm) 160.75 + (8.78)  164.86 +(9.03)  158.86 = (13.01) 0.086

Peso (k) 45817 4(824) #7444 +(885) *89.03+£(15.87)  0.000
CClem) 4492 4(8.10)  #94.59 £(5.51) *107.55 +(10.24)  0.000
HbAlc (%)

6.83 £ (0.86) 6.62 £ (0.64) 7.01 £(1.04) 0.169

n=96. CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina glucosilada. *Valores
estadisticamente diferentes por medio de prueba de ANOVA vy Tukey.

Como se muestra en la tabla 13 se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre el IMC normal (20.83%) y el IMC obesidad (44.79%) con
respecto a la edad, teniendo una edad mayor los que tienen un IMC normal (62.10+12.10),
en el peso se observa que los 3 grupos tienen diferencia estadisticamente significativa,
teniendo el valor mayor los pacientes clasificados con IMC obesidad (89.03 kg +15.87)
reforzando lo reportado anteriormente por los sistemas de salud. En los pacientes con

genotipo CC existen resultados estadisticamente significativos, donde los pacientes
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clasificados como obesos presentan el valor mds alto en la circunferencia de cintura

(107.55 cm £10.24).

3.3. Extraccion de DNA y Cuantificacion del DNA Extraido

En la figura 5 se observa la integridad del DNA extraido de muestras de sangre, se

obtuvo una buena integridad en las muestras de DNA.

Figura 5. DNA genémico en gel de agarosa al 1% tefiido con RedGel ®.

La cuantificacion se realizadé utilizando un espectrofotémetro NanoDrop™ y los
resultados se muestran en la tabla 14, se observa una elevada concentracion de DNA
extraido, la relacion de absorbancias A 260/280 indica la pureza del DNA, una relacién
Optima es de ~1.80; sin embargo, valores que se encuentren en el rango de 1.7-1.9 se
consideran muestras con pureza aceptable, muestras con valores mds bajos de 1.7 se
consideran que se encuentran contaminados con compuestos aromaticos y/o proteinas,

muestras con valores mayores a 1.9 pueden estar contaminados con RNA.
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La relacion promedio obtenida es de 1.70 por lo que se encuentra dentro del rango

aceptable de pureza.

Tabla 14. Cuantificacion DNA genémico.

Variable Media = (DE)
Concentracion (ng/ul) 177.20 £ (57.48)
Relacion A 260/280 1.70 £ (0.19)

n=96

3.4. Genotipificacion del SNP rs2289669 en el gen MATE1 por PCR-RFLP

La amplificacion del fragmento se observaen lafigura 6, el fragmento se encuentra
en laregion esperada (293 pb) conforme al marcador de Peso Molecular (PM), por lo que
los primers disefiados amplificaron la region de interés para el posterior estudio del
polimorfismo y las condiciones de amplificacion fueron las adecuadas para obtener una

cantidad de fragmento suficiente para su posterior digestion.

Para la digestion de fragmentos de PCR se utiliz6 la enzima Tagql la cual reconoce
la secuencia 5’-TCGA-3’ y hace un corte cohesivo en la secuencia, en la figura 7 se
observan los fragmentos después de la digestion, se observan los 3 tipos de cortes
esperados, para los homocigotos GG la banda de 293, para los heterocigotos las dos
bandas de 293 y 272, y por ultimo, para los homocigotos AA la banda de 272; para el caso
de los heterocigotos y homocigotos AA se obtendria ademds una banda de 21 pb, pero por

el tamafio de la banda no pudo ser identificada con las condiciones propuestas.
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Figura 6. Amplificacion de fragmentos de PCR (293 pb) en gel de agarosa al 1% tefiido
con RedGel® y marcador de PM de 100 pb por banda.

Figura 7. Digestion del producto de PCR con la enzima Tagl en gel de agarosa al 2%
tefiido con GelRed®, utilizando un marcador de PM de 100 pb.

50



3.5. Genotipificacion del SNP rs622342 en el gen OCT1 por PCR en Tiempo Real

El diagrama de la figura 8 es una representacion de algunas de las muestras
analizadas. Se puede observar como se distribuyen los diferentes genotipos presentes en
las muestras, en el eje de las Y se presentan los individuos que presentan el genotipo CC,
mientras que en el eje de las X se encuentran los genotipos AA, al centro del plano se
ubican los heterocigotos es decir los que presentan ambos alelos, mientras que cercanos

al origen se encuentran los blancos negativos (agua) que se utilizaron.

Allelic Discrimination Plot

Allele 2

08

0.4 09 1.4 1.9
Allele 1
Legend

o Homo
o Hetert

ous Allele 1/8llele 1 @ Homozygous Allele 2/Allele 2
Is Allele 1/Allele 2 xUndetermined

Figura 8. Diagrama de discriminacion alélica.
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En la figura 9 se presenta un diagrama de amplificacion de 31 muestras que se

analizaron, la amplificacion del fragmento inicia cerca del ciclo 30 en todas las muestras

y se va aumentando exponencialmente conforme avanzan los ciclos.
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Figura 9. Diagrama de amplificacion.

En lafigura 10 se comprueba el tamafio aproximado del fragmento esperado en las

muestras analizadas.

Figura 10. Fragmentos de amplificacién en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed®,

utilizando un marcador de PM de 100 pb.
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En la figura 11 se presenta el diagrama de una muestra para el genotipo AA, se

observa que

el equipo solo registra la fluorescencia emitida por VIC que corresponde al

alelo A, mientras que la emision de FAM no presenta registro alguno, por lo que fue

asignado el genotipo AA a las muestras que presentaron este comportamiento.
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Figura 11. Diagrama de amplificacion del genotipo AA.

En el diagrama de la figura 12 se muestra el patrén de amplificacion para el

genotipo CC, se observa la amplificacion sélo de FAM.
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Figura 12. Diagrama de amplificacion del genotipo CC.
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El diagrama de la figura 13 muestra el comportamiento de amplificacion de una

muestra con genotipo CA, observando la amplificacién de ambos fluorocromos en el

plano.
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Figura 13. Diagrama de amplificacién del genotipo CA.

En el diagrama multicomponente de la figura 14 se muestra que el blanco negativo

no registra ninguna amplificacién en ningin ciclodel proceso de amplificacion.
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Figura 14. Diagrama multicomponente del blanco negativo.
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3.6. Frecuencias Genotipicas y Alélicas de los SNPs rs622342 en OCT1 y rs2289669

en MATE1

Para determinar las frecuencias genotipicas y alélicas se comprobé que la
poblacién estudiada cumple con el principio de Hardy-Weinberg utilizando el Software
de la Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies (http://www.oege.org), en la

tabla 15 se muestran los resultados.

Tabla 15. Frecuencias genotipicas, alélicasy valores de p parael

equilibrio de Hardy-Weinberg.

SNP Genotipo n % )/

C/C 12 12.5

rs622342 CIA 48 300 0.806
A/A 36 37.5
Frecuencias C 72 37.5
alélicas A 120 62.5
G/G 31 323

152289669 G/A 43 44.8 0.641
A/A 22 22.9
Frecuencias G 105 54.7
alélicas A 87 45.3

n=96, gl: 2, p>0.05.

Como se muestra en la tabla 15 las frecuencias alélicas y genotipicas para el

polimorfismo rs2289669 en MATE] y rs622342 en OCT]1 se encuentran en equilibrio de
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Hardy-Weinberg por lo que pueden ser analizadas con las diferentes variables del presente

estudio.

3.7. Asociacion de los SNP rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATE1 con las

Variables Antropométricas y Bioquimicas enla Poblacion Total

Para identificar si existe una relacion entre los SNP de estudio con alguna de las
variables que se midieron durante el proyecto, se realiz6 un andlisis estadistico utilizando
ANOVA de un factor para identificar alguna relacion estadisticamente significativa entre
el fondo genético y las variables que se midieron en nuestro estudio y una posterior prueba
de Tukey cuando se presentd alguna asociacion estadisticamente significativa con el fin

de identificar cuales grupos eran diferentes.

Como se muestra en las tablas 16 y 17, se analiz6 la poblacion total, para ambos
SNP (rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATE1) no se encontré alguna asociacién
estadisticamente significativa entre sus diferentes genotipos y las diferentes variables de

estudio.
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Tabla 16. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1

con las variables de estudio.

OCT1 CC CA AA Total
rs622342 A>C n=12 n=48 n=36 n=96
Media Media Media Media p
+ (DE) + (DE) + (DE) + (DE)
Edad 53.75 + 55.21 58.47 + 56.25 + 0.292
(11.95) (11.82) (9.63) (11.09)
Peso (kg) 80.15 + 80.09 + 73.39 + 77.59 + 0.179
(13.36) (16.52) (18.56) (17.13)
Talla (cm) 166.75 + 160.42 + 160.44 + 161.22 + 0.190
(8.01) (12.99) (9.12) (11.23)
CC (cm) 97.04 + 100.21 + 95.32 + 08.04 + 0.206
(11.72) (12.72) (11.96) (12.41)
IMC (kg/n?®) 2892 + 31.63 + 28.31 + 30.05 0.122
(4.98) (8.83) (6.13) (7.61)
HbAlc inicio 6.97 + 6.78 + 6.88 + 6.84 + 0.748
(%) (0.78) (0.86) (0.99) (0.89) )

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada.

Tabla 17. Asociacidn del polimorfismo rs2289669 del gen MATE1

con las variables de estudio.

MATE1 GG GA AA Total
rs2289669 n=31 n=43 n=22 n=96
A>G Media * Media + Media * Media + p
(DE) (DE) (DE) (DE)
Edad 56.52 + 54.14 + 60.00 + 56.25 + 0.129
(11.22) (12.12) (7.66) (11.09)
Peso (kg) 74.95 + 79.23 + 78.08 + 77.59 + 0.568
(18.24) (14.47) (20.42) (17.13)
Talla (cm) 159.52 + 161.49 + 163.09 + 161.22 + 0.514
(14.69) (9.15) (9.28) (11.23)
CC (cm) 96.61 + 100.20 + 95.81 + 98.04 + 0.310
(13.47) (11.31) (12.78) (12.41)
IMC (kg/m?) 30.19 + 30.31 £ 29.34 + 30.05 £ 0.885
(10.54) (4.74) (7.58) (7.61)
HbAlc inicio 6.74 + 6.90 + 6.85 + 6.84 + 0.754
(%) (0.73) (0.96) (0.99) (0.89) )

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada.
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3.8. Asociacion de los SNP rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATEL1 con las

Variables Antropométricas y Bioquimicas en la Poblacion Clasificada segin su IMC

Se dividi6 la poblacion total segin su clasificaciéon de IMC para comprobar si

existia alguna relacién entre las variablesy los genotipos de los SNP de interés.

Se encontré una asociacion significativa entre el genotipo AA del gen OCT1 en
los pacientes con IMC clasificacion normal los cuales tienen un peso menor
comparandolos con los pacientes con genotipo CC, mientras que en la talla los pacientes
con IMC normal y genotipo CC presentan una mayor estatura que los pacientes con IMC
normal y genotipo AA (Tabla 18) mientras que para el gen MATEI no se encontrd
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre las variables y los diferentes
genotipos (Tabla 19). En las tablas 20 y 21 se muestran los resultados para los pacientes
clasificados con sobrepeso y los diferentes genotipos para los genes OCT1 y MATEI,
ningin resultado mostré ser estadisticamente significativo, al igual que para la
comparacion entre los genotipos y los pacientes clasificados como obesos (Tablas 22 y

23).
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Tabla 18. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con las variables de

estudio en pacientes con IMC normal

OCT1 CC CA AA
rs622342 A>C n=3 n=>5 n=9 )4
Media + (DE) Media + (DE) Media + (DE)
Edad 5433 £(11.26) 69.00 £(10.56) 58.33 £(11.26) 0.188

Peso (kg) *69.63 £(2.95) 5646 +(3.40)  *54.63 £(8.89) 0.020
Talla (cm) *171.33 £(4.04) 159.80 +(6.53) *155.89 £(7.98)  0.020
CC (cm) 88.67 £ (5.86)  79.20 +(6.47) 86.06 + (9.90) 0.263
HbAIlc inicio
(%)

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada. *Valores estadisticamente diferentes a p<0.05.

6.50 £ (0.46) 6.55 £ (0.18) 6.51 +(0.25) 0.948

Tabla 19. Asociacion del polimorfismo rs2289669 del gen MATE] con las variables de

estudio en pacientes con IMC normal

MATE1 GG GA AA
rs2289669 n=9 n=5 n=3 p

A>G Media = (DE) Media = (DE) Media = (DE)

Edad 64.56 £(9.88) 53.80+£(17.47) 61.00 £(5.29) 0.312
Peso (kg) 58.54£(6.79) 5874 +£(11.48) 54.10+(11.61) 0.743
Talla (cm) 162.11 £(6.92) 158.40+(11.80) 155.00+(9.54) 0.472

CC (cm) 83.61 £ (7.46) 82.40 £ (7.23)  90.67 £(14.77)  0.422
HbAIc inicio

%) 6.47 £ (0.25) 6.68 £ (0.15) 6.42 £+ (0.36) 0.265
(4

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada.
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Tabla 20. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con las variables de

estudio en pacientes clasificados con sobrepeso por su IMC.

OCT1 CC CA AA
rs622342 A>C n=1 n=10 n=13 )4
Media + (DE) Media + (DE) Media + (DE)

Edad 56.0 50.00 £ (12.82)  56.92 +(11.20) 0.396
Peso (kg) 88.0 74.88 £ (8.05) 72.91 £(9.04) 0.257
Talla (cm) 172.0 166.10 £ (8.49) 162.54 +(9.96) 0.484

CC (cm) 98.00 93.10 £ (6.74) 93.58 +(4.99) 0.727
HbAIlc inicio
o 7.10 6.37 £(0.43) 6.71 + (0.55 0.192

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada.

Tabla 21. Asociacidn del polimorfismo rs2289669 del gen MATEI] con las variables de

estudio en pacientes clasificados con sobrepeso por su IMC

MATEI1 GG GA AA
rs2289669 n=38 n=10 n=6 p
ASG Media + (DE) Media + (DE) Media + (DE)
Edad 53.88 £ (13.25) 52.40+(12.76) 56.83 £(9.93) 0.786

Peso (kg) 69.69 £ (7.20) 77.08 £(8.81)  76.05 +(9.53) 0.183
Talla (cm) 160.75 £ (7.70)  166.40 + (8.36) 166.00 +(12.38)  0.407
CC (cm) 91.94 £+ (3.32) 93.60 £(5.44)  95.67 +(8.22) 0.491
HbAlc inicio
(%)

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina
glucosilada.

6.36 £ (0.44) 6.79 £ (0.58) 6.53 £ (0.45) 0.215
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Tabla 22. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con las variables de

estudio en pacientes clasificados como obesos por su IMC.

OCT1
15622342
A>SC
Edad
Peso (kg)
Talla (cm)
CC (cm)
HbAIc inicio
(%)

CC
n=4
Media + (DE)
46.25 +(11.03)
90.45 + (12.68)
164.00 £ (5.72)
107.50 + (12.07)

7.31 £(0.80)

CA
n=19
Media + (DE)
52.84 £(9.49)
89.79 + (17.84)
159.84 + (9.63)

109.47 + (10.11)

6.73 £(0.83)

AA
n=6
Media + (DE)
55.00 £ (6.81)
97.25 £ (13.55)
161.50 + (4.28)
112.40 + (13.95)

7.86 + (1.75)

0.334
0.630
0.656
0.794

0.086

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina

glucosilada.

Tabla 23. Asociacion del polimorfismo rs2289669 del gen MATEI con las variables de

estudio en pacientes clasificados como obesos por su IMC

MATE1
152289669
A>SG
Edad
Peso (kg)
Talla (cm)
CC (cm)
HbAIc inicio
(%)

GG
n=8
Media + (DE)
51.63 £(7.91)
97.99 + (17.58)
165.00 + (12.60)
114.25 +(9.52)

7.28 +(0.99)

GA
n=17
Media + (DE)
51.24 £ (10.44)
86.16 + (13.36)
158.76 + (5.97)
107.63 + (8.55)

7.06 £ (1.30)

AA
n=4
Media + (DE)
58.75 £ (3.77)
100.7 +(20.1)
160.75 + (2.87)
109.00 £ (19.51)

6.47 + (0.21)

0.346
0.110
0.219
0.372

0.516

IMC= Indice de masa corporal, CC= Circunferencia de cintura, HbAlc= Hemoglobina

glucosilada.
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3.9. Asociacion de los SNP rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATE1 con la

Reduccion de HbAlc en los Pacientes que Siguieron el Tratamiento

Para la asociacion del efecto terapéutico de la metformina con los SNP se evalud
la diferencia del valor de HbAlc inicial con el valor de HbAlc final a los 3 meses de

tratamiento con metformina.

Se encontré una asociacion estadisticamente significativa en los valores iniciales
de HbAlc cuando se realizé6 un ANOVA, en el caso del SNP rs622342 en OCT1, el
genotipo AA fue el que present6 el valor mas alto en comparacién con los demas (Tabla
24), para el SNP rs2289669 en MATE] se observé también diferencias estadisticamente
significativas en los valores iniciales de HbAlc, en donde, el valor mas alto lo present6 el
genotipo heterocigoto (Tabla 25). Para los valores en la diferencia de entre la HbAlc
inicial y final se encontr6 una asociacién estadisticamente significativa en el SNP
rs2289669, como se observa en la tabla 25, los resultados del ANOVA indica que existe
una asociacion estadisticamente significativa, y la posterior prueba de Tukey nos indica
que los pacientes con el genotipo GA y GG son estadisticamente diferentes, teniendo para
el genotipo GA la mayor reduccion en los valores de HbAlc en comparacién con los

pacientes con genotipo GG.
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Tabla 24. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con
la reduccién de la HbAlc.

OCT1 CC CA AA
Total .
rs622342 n=7 n=25 n=22 Padi
Media = (DE)
A>C Media + (DE) Media = (DE) Media = (DE)
HbAlc
o 6.95+(0.75) *6.55 £(0.53) *7.05 £(1.06) 6.80+(0.83) 0.018
inicio
HbAlc
ol 6.46 £(0.76) 6.24+£(0.40) 6.57+£(091) 6.40+£(0.70) 0.219
ina

Diferencia  0.48 +(0.34) 030 £(0.24)  0.49+(0.57) 0.40 +(0.42) 0.249

n=54, HbAlc: Hemoglobina glucosilada, p¥ por edad, peso e IMC. *Valores
estadisticamente diferentes a p<0.05.

Tabla 25. Asociacion del polimorfismo rs2289669 del gen MATEI con

lareduccion de la HbAlc
MATE1 GG GA AA
Total .
rs2289669 n=18 n=26 n=10 P
Media + (DE)
A>G Media = (DE) Media = (DE) Media = (DE)
HbAlc
*6.50 £(0.68) *7.06 £(0.99) *6.51 £(0.39) 6.80+(0.83) 0.018
1nicio
HbAlc
- 6.27 £(0.34) 6.54+£(094) 6.25+(0.30) 6.40 £(0.70)  0.542
ina

Diferencia *0.23 £ (0.47) *0.51 £(0.43) 0.26+(0.18)  0.40 £(0.42)  0.018

n=54, HbAlc: Hemoglobina glucosilada, p®¥ por edad, peso e IMC. *Valores
estadisticamente diferentes a p<0.05.

Los resultados se clasificaron en intervalos de reduccion de HbAlc para analizar
si de esta manera se podrian encontrar algunas otras asociaciones importantes entre la
reduccion de HbAlc y los diferentes genotipos de los SNP de estudio. En la tabla 26 se
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muestran los resultados para los diferentes intervalos de reduccidén, se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa en el intervalo de reduccion de 0.26-0.50, donde
hubo una diferencia estadisticamente significativa entre el genotipo CCy AA, y la mayor
diferencia se presentd para el genotipo AA. Para rs2289669 en MATEI no se encontr6
alguna asociacidn estadisticamente significativa en ninguno de los intervalos analizados

como se observa en la tabla 27.

Tabla 26. Asociacion del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con los intervalos de
reduccién de HbAlc.

CC CA AA
OCT1 rs622342 A>C P

Media = (DE) Media + (DE) Media = (DE)
Sin reduccién -0.03 () -0.63 +(0.81) -0.26+(0.27) 0.511
Intervalo de reduccion
0.14 £(0.03) 0.13+(0.08) 0.10%(0.08) 0.639
de HbAlc de 0.01-0.25
Intervalo de reduccion
*0.34 £(0.01) 0.31£(0.04) *0.41 £(0.06) 0.003
de HbAlc de 0.26-0.50
Intervalo de reduccion

0.80 £(0.24) 0.71 £(0.20)  1.27 £(0.78) 0.247
de HbAlc >0.51

n=70, HbAlc: Hemoglobina glucosilada, *Valores estadisticamente diferentes a p<0.05.
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Tabla 27. Asociacion del polimorfismo rs2289669 del gen MATE] con los intervalos de
reduccién de HbAlc.

GG GA AA
MATEI1 rs2289669 A>G p
Media + (DE) Media + (DE) Media + (DE)
Sin reduccién -0.61 £ (0.86) -0.38+(0.55) -0.27+(0.37) 0.739

Intervalo de reduccion de
0.11 £(0.07)  0.13+(0.09) 0.13+(0.06) 0.834
HbAlc de 0.01-0.25
Intervalo de reduccion de
0.37+£(0.07) 0.37+(0.07) 0.32+(0.07) 0.513
HbAlc de 0.26-0.50
Intervalo de reduccion de

1.34 £(1.06)  0.90 £ (0.47) 0.67 + (**) 0.543
HbAlc >0.51

n=70, HbAlc: Hemoglobina glucosilada.

3.10. Asociacion de los SNP rs622342 en OCT1 y rs2289669 en MATEI con la

Reduccion de HbAlc por los Modelos de Herencia y Calculo de Odds Ratio (OR)

El andlisis de asociacion de los polimorfismos y la reduccion de HbAlc se llevda
cabo considerando dos modelos de herencia (dominante y recesivo) para buscar alguna
asociaciénde los modelos de herencia con la reduccién de HbAlc. Para el SNP rs622342
en OCT no se encontré asociacion estadisticamente significativa en los dos modelos de
herencia analizados (Tabla 28). En la tabla 29, se puede observar que al realizar el andlisis

estadistico de los 2 modelos de herencia en el SNP rs2289669 del gen MATEI] se encontr6
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una asociacion estadisticamente significativa en el modelo recesivo,y el alelo A es el que

presenta la mayor reduccion en los valores de HbAlc.

Tabla 28. Asociacién del polimorfismo rs622342 del gen OCT1 con la reduccién

por medio de los modelos de herencia.

Reduccion HbAlc

Modelo OCT1 rs622342 A>C )/

Media = (DE)
CC+CA 0.34 £(0.27)

Dominante 0.674
AA 0.49 £ (0.57)
CC 0.48 £(0.34)

Recesivo 0.295
AA+CA 0.39 £(0.43)

n=54

Tabla 29. Asociacion del polimorfismo rs2289669 del gen MATE] con la reduccion

por medio de los modelos de herencia.

MATE] rs2289669 Reduccion HbAlc
Modelo p
A>G Media = (DE)
GG+GA 0.43 +(0.45)
Dominante 0.517
AA 0.26 £(0.18)
GG *0.23 £ (0.47)
Recesivo 0.021
AA+GA *0.44 £ (0.39)

n=54, *Valores estadisticamente diferentes a p<0.05.

Se calcul6 la razon de momios (OR por sus siglas en inglés) para conocer si
respondieron de una mejor manera los pacientes que presentan el alelo A, para esto se
realizé una divisién de la poblacién en “responders” y “no responders”, tomando como
“responders” a todos los sujetos que su HbAlc haya tenido una reduccién >0.01, y como

“no responders” los pacientes que no tuvieron reduccion en sus valores de HbAlc iniciales
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o los que presentaron un aumento en sus valores de HbAlc al final del tratamiento. En la
tabla 30 se presentan los resultados, y como se observa no existe diferencia
estadisticamente significativa para el SNP rs622342 en OCT1 y para el SNP rs2289669

en MATEL.

Tabla 30. Calculo de 1a Razén de Momios (OR) para rs622342 en OCT1

y 152289669 en MATEL.
Modelo para OCT1 rs622342 A>C OR p
CC+CA 1
AA 1.30 0.46
CC 1
0.80
AA+CA 2.43
CcC 1
CA 1.52 0.48
AA 0.52 0.58
Modelo para MATE1 rs2289669 OR )/
GG+GA 1
0.90
AA 1.08
GG 1
AA+GA 1.88 0.26
GG 1
GA 0.76 0.74
AA 1.56 0.57

n=70
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CAPITULO 4

4. DISCUSION

Se ha reportado que existe una marcada variabilidad en la respuesta a la
metformina en pacientes diabéticos, es por eso que se busca encontrar una asociacion entre
los polimorfismos de OCT1 y MATE]1 los cuales estdn involucrados directamente en el
transporte de este firmaco, para poder obtener informacion de utilidad y asi proporcionar

un tratamiento mds eficaz y personalizado (Arocha et al., 2017).

En el presente trabajo se reportaron las frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos rs622342 del gen OCT1 y rs2289669 en el gen MATE1 en hombres y
mujeres mayores de 18 afios del estado de Nuevo Leén. El gen OCT1 pertenece a una
familia de transportadores de cationes organicos que estdn involucrados en el transporte
de xenobidticos entre ellos la metformina, en especifico OCT1 se ha reportado que ciertas
variaciones en su secuencia afectan su capacidad de transporte (Tzvetkov et al., 2009).
Con respecto a MATEI es un transportador de salidarenal involucrado en la excrecion de
ciertos farmacos, en un estudio realizado por Oh y cols en 2016 inhibieron la accion de
éste transportador por medio de un potente inhibidor (pirimetamina) y observaron que el
efecto de reduccion de la metformina era afectado por esta inhibicion, concluyendo que el

transportador estd directamente involucrado en la eficacia de la metformina.
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Las frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP rs622342 en OCT1 que se
obtuvieron en el presente estudio fueron las siguientes: genotipo CC=12.5%, genotipo
CA=50%, genotipo AA=37.5%, las frecuencias alélicas para el alelo C=37.5% y para el
alelo A=62.5%. Becker y cols en 2010 en poblacién holandesa reportaron las siguientes
frecuencias genotipicas: genotipo CC=13%, genotipo CA=48%, genotipo AA=39%, para
las frecuencias alélicas: para el alelo C=37% y para el alelo A=63% (n=98). Tkac¢ y cols
en 2013 en poblacién eslovaca reportan las siguientes frecuencias genotipicas: para el
genotipo CC=5%, genotipo CA=41% y genotipo CC=5%, ellos no reportaron las
frecuencias alélicas en su estudio (n=148). Umamaheswaran y cols en 2014 en poblacion
del sur de la India obtuvieron para los genotipos en OCTI1 las siguientes frecuencias
genotipicas: genotipo CC=6.5%, genotipo CA=27.9% y genotipo AA=65.6%, y las

frecuencias alélicas: para el alelo C=20.5% y para el alelo A=79.5% (n=122).

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas son comparables a las obtenidas
en la poblacion holandesa (Becker et al., 2010), por otra parte, con los resultados de los
otros dos estudios las frecuencias difieren (poblacién eslovaca y poblacion del sur de la
India); sin embargo, esta variaciénpuede deberse a la diferencia en el nimero de muestra,
ya que los estudios de 2013 (Tka¢ y cols) y 2014 (Umamaheswaran y cols) utilizaron un

nimero de muestra mucho mayor al utilizado en el presente estudio.

Para el SNP 152289669 en MATE]1 las frecuencias genotipicas y alélicas fueron
las siguientes: genotipo GG=32.3%, genotipo GA=44.8%, genotipo AA=22.9% Yy las
frecuencias alélicas: alelo G=54.7% y alelo A=45.3%. Becker y cols en 2009 en poblacién
holandesa reportd las siguientes frecuencias genotipicas para el SNP en cuestion: genotipo

GG=31%, genotipo GA=50%, genotipo AA=18% y para las frecuencias alélicas fue para
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el alelo G=57% y para el alelo A=43% (n=116). Los resultados de Tkac y cols en 2013 en
poblacion eslovaca fueron para el genotipo GG=30%, genotipo GA=50% y genotipo
AA=20%, ellos no reportaron las frecuencias alélicas (n=148). He y cols en 2015 en
poblacién china reportan para el genotipo GG=24%, genotipo GA=51%, genotipo
AA=25% vy las frecuencias alélicas para el alelo G=79.25% y alelo A=20.75% (n=202).
Nuevamente en poblacién china en el 2016, Xiao y cols reportan para el genotipo
GG=23%, genotipo GA=48%, genotipo AA=29% vy para el alelo G=47.19 y alelo
A=52.81% (n=267). Mousavi y cols en 2017 en poblacién irani reportan solamente las
frecuencias genotipicas para el genotipo GG=33%, genotipo GA=52% y genotipo

AA=14% (n=T71).

Los resultados obtenidos son comparables con los antecedentes previamente
discutidos para este polimorfismo, encontrando solamente diferencia, con los estudios
realizados por He en el 2015 y de Xiao en 2016, ambos realizados en poblacion china,
donde las frecuencias alélicas fueron distintas a las que se obtuvieron en el presente

trabajo, nuevamente se puede atribuir esta diferencia al nimero de muestra utilizado.

En el presente trabajo se encontré una asociacion estadisticamente significativa en
el SNP rs2289669 en el gen MATE1, donde la mayor reduccion en los valores de HbAlc
fue para el genotipo GA en MATEI (p<0.05 y una media de reduccién de 0.51+0.43),
Mousavi y cols en 2017 reportaron un resultado similar, ya que analizaron el SNP en
poblacién de Irdn, donde encontraron que el genotipo GA presentaba una mayor reduccion
comparado con los demds genotipos; ellos obtuvieron una media de reduccién en la

HbAlc de 2.44 £ 1.51 para los pacientes con genotipo GA con un valor de p<0.05.
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Al analizar los resultados por los diferentes modelos de herencia (dominante y
recesivo) se encontré nuevamente una asociacion estadisticamente significativa para el
SNP rs2289669 en MATEI, cuando se analiz6 por medio del modelo recesivo, donde los
pacientes que presentan el alelo A tienen la mayor reduccién en los valores de HbAlc
(media de reduccion de 0.44+0.39) en comparacién con los que tienen el alelo G (media
de reduccion de 0.23+0.43). En otras poblaciones ya han sido reportados estos mismos
resultados, en 2013 Becker y cols en poblacion holandesa reportaron que los pacientes que
presentaban el alelo A tenian una reduccién mayor de 0.30, Tka¢ y cols en el 2016 en
poblacién eslovaca reportaron que la mayor reduccion de HbAlc la presentaban los
pacientes con genotipo AA (media de reduccién de 1.10), en 2015 en poblacién china,
Xiao y cols encontraron la misma asociacion obteniendo una media de reduccion de 1.21
en los pacientes que presentaban el genotipo AA, lo que puede resultar en que el alelo A

es responsable de una mejor respuesta a la metformina en los pacientes diabéticos.

Para el caso del SNP rs622342 en el gen OCT1 no se encontr6 una asociacién
estadisticamente significativa cuando se analizd la reduccién de HbAlc ni en los

diferentes modelos de herencia.

Los resultados fueron analizados clasificando la poblacién por grupos de intervalos
de reduccion de HbAlc y se obtuvo una asociacion estadisticamente significativa para el
SNP rs622342 en OCT1, en especifico en el intervalo de 0.26-0.50, donde el genotipo AA
present6 el mayor efecto, con una media de reduccién de 0.41+0.06, en comparacién con
el genotipo CC y CA en donde la reduccién en los sujetos con estos genotipos no tuvo
diferencia estadisticamente significativa. Un resultado similar al obtenido por Becker y

cols en 2009 donde obtuvieron la mayor reduccién en los pacientes con genotipo AA
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teniendo una media de reduccion de 0.53 siendo éste genotipo el que tuvo la mayor
reduccion, en 2014 Umamaheswaran y cols reportaron los mismos resultados, ellos
dividieron la poblacién en pacientes que respondieron al tratamiento y pacientes que no
respondieron al tratamiento, poniendo como respondedores a todos los pacientes que su
HbAlc se habia reducido mis del 0.5, ellos reportan que los pacientes con genotipo AA
responden 5.6 veces mejor al tratamiento con metformina que los pacientes con genotipo

CC (p=0.033).
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CAPITULO 5

S. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primer reporte de frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos rs622342 en el gen OCT1 y rs2289669 en el gen MATEI en personas con

diagnéstico de diabetes del noreste de México.

De acuerdo a los resultados obtenidos existe una asociacion entre el SNP rs622342
del gen OCT1 y la disminucién de HbAlc en pacientes diabéticos con tratamientos por
tres meses con metformina, aquellos con genotipo AA presentan mayor efecto terapéutico,

comparados con pacientes diabéticos con los genotipos CC y CA.

Para el SNP 152289669 en el gen MATE] existe una asociacién de la reduccion en
los valores de HbAlc con el genotipo GA. Los pacientes con el genotipo GA presentan
una mayor disminucién en los valores de HbAlc después de tres meses con metformina

como Unica terapia farmacoldgica a dosis de 800 mg diarios.

Los resultados analizados por los diferentes modelos de herencia (dominante y
recesivo) muestran una asociacion estadisticamente significativa para el SNP rs2289669
en MATEI, donde los pacientes que presentan el alelo A tienen la mayor reduccién en los

valores de HbAlc en comparacién con los que tienen el alelo C.
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5.1. Perspectivas.

La nueva era de las ciencias gendémicas nos abre una pauta para poder buscar
soluciones nuevas, los estudios de asociacidn son una herramienta util y que estidn en
constante crecimiento, con los estudios genéticos se han encontrado que ciertas
enfermedades estdn relacionadas con el fondo genético, asi como en la farmacocinética de

los farmacos.

Actualmente la farmacogendmica es un drea que estd en expansion, siendo cada
vez mas los estudios de este tipo. En un futuro, la medicina personalizada podra ayudar a
mejorar los tratamientos para las diversas enfermedades, haciendo que las respuestas sean
mas efectivas y ayudando a la economia de los pacientes, ya que con el conocimiento de
su fondo genético el médico podrd establecer el tratamiento mds adecuado y el que va a

tener un mejor efecto terapéutico, disminuyendo ademads los efectos adversos.

Coémo perspectivas futuras de este trabajo se propone aumentar el tamafo de
muestra para ver si los resultados son similares al haber un aumento en el nimero de
individuos, ademds la posibilidad de analizar otras regiones de México para ver el

comportamiento de los polimorfismos.

En el drea de las técnicas moleculares se sugeriria realizar una secuenciacion de
los fragmentos para evaluar la exactitud de las técnicas empleadas en la identificacion de

los diferentes genotipos.
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APENDICE A

Invitacién para participar en el estudio de investigacion

f UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVOI.F{)N' ‘
; Invitacion a participar en
estudio de investigacion

¢Quiénes pueden
participar?

H%mbres y mujeres mayores
de edad, que no se encuentren

bajo algtin tratamiento
hipoglucemiante.
Beneficios
Conocer el comportamiento
A e de los niveles de azlcar en

sangre y triglicéridos por
medio de técnicas confiables
y seguras.

Ademas se determinara el ‘ . ,,
indice de masa corporal R ‘
(IMC). e

§ ¢ ¥
1 Rm—

==

Interesados comunicarse a los siguientes contactos:
Subdireccion de Quimico Farmacéutico Bidlogo FCQ UAN
Tel. 83294000 ext. 6221
8441016257 QFB Jorge Luis Guia Garciz
(jorge.guia.g92@gmail.com)
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APENDICE B

Carta de Consentimiento Informado

. Carta de consentimiento informado

Monterrey, Muevo Ledn a ____ de de

Por medic de la presente, yo

awtorizo mi participacion en el proyecto de investigacian titulado “Estudio de la asociacion enfre los
polimorfismos rs2289669 en el gen MATE1 y rs822342 en el gen OCT1, v la efectividad terapeutica de
la metformina en pacientes diabéticos del noreste de México™. El objetivo de este estudio es analizar la
posible asociacion gue existe entre los polimorfismos rs622342 en el gen OCT1 y rs2239669 en el gen
MATE1 con la efectividad terapéutica de metformina en pacientes con Diabetes tipo 2.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

* Completar la encuesta de datos clinicos.
* Permitir la extraccion de una muestra de 10 ml de sangre si fuera requerido.
* Evaluacion de compasicién corporal.

Declaro que s& me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes v molesfias
derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

* Por la toma de muestra de sangre: malestar, dolor y formacion de hematoma en el sitio del
piquete de la vena.

* Por la evaluacion de composicion corporal, al ser un método simple, rapido v no invasivo no
requiere preparacion especial v se considera gque no tiene efectos secundarios v sus riesgos
s0n considerades minimos.

Con lo anterior se generara informacion para determinar la asociacion que existe entre los
polimorfismos rs622342 en el gen OCT1 y rs2289669 en el gen MATE1 con la efectividad terapéutica
de metformina en pacientes con Diabetes tipo 2. Enfiendo que conzervo el derecho de retirarme o
retirar mi muestra biclogica en cualguier momento que lo considere cenveniente. El investigador
principal, Dra. Myrna Laura Yeverino Gufiérrez ha confirmade que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y gue los datos relacionados con mi
privacidad seran manejados en forma absolutamente confidencial Para cumplir la anterior, el
investigador utilizara para la creacion de la base de datos, numero de folio (WO empleard mi nombre)
para identificarme y de esa forma conservar mi ancnimato y la informacién sera manejada en grupos.

Mombre y firma del participante

Mombre v firma del investigader responsable

Testigo 1 Testigo 2
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APENDICE C

Expediente

g

¥ UANL

UNIVERSICAT AUTOROM A DE NUEVI LECK

as
)

Proyecto: Estudio de la asociacion entre los polimorfismos rs2289669 en el gen MATET y
rs622342 en el gen OCT1, y la efectividad terapéutica de la metformina en pacientes diabéticos

del noreste de México.

DATOS PERSONALES Folio
Nombre
Fecha de nacimiento Lugar de nacimiento
Edad Estado civil
Estado
Municipio Teléfono

Deporte y /o actividad fisica que practica

Frecuencia
Fuma Cantidad

Frecuencia
Alcohol Cantidad

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

Lugar de nacimiento

Padre

Abuelo paterno

Abuela paterna

Madre

Abuelo materno

Abuela materna




Enfermedades en la familia
Si/No Familiar

Hipertensién

Infarto al miocardio

Hipercolesterolemia

Diabetes Mellitus

Obesidad

Cancer

Hipertrigliceridemia

Osteoporosis

Fracturas

Otra (especificar)

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES

Alergias : _ Especificar: Obesidad: HTA:
Intervenciones quirtrgicas: __ Enfermedad cardiovascular: __ Hormonales:
Diarrea: Estrefiimiento: _ Gastritis: _ Caolitis:
Neuropatia diabética: __ Glaucoma: ___

Nefropatia: __ Ulceras diabéticas:

Padecimiento actual:

Tiempo padeciendo la enfermedad:

Complicaciones presentes durante su enfermedad:

Toma algun medicamento actualmente: Si / No
En caso afirmativo especifique cual(es) y dosis:




MEDICAMENTOS
¢Qué medicamentos ha tomado dltimamente? (dltimos 6 meses)

Medicamento Dosis Tiempo tomando el medicamento

Ha presentado alguno de los siguientes sintomas en fechas recientes:
Pérdidadepeso:  Si_ No

Aumentode apetito: _ Si__ No

Orina frecuentemente y abundante: _ Si_ No

Sedexcesiva:___ Si__ No

Fatiga: Si No
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