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RESUMEN

El tratamiento de primera linea para la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es el
farmaco metformina. El transportador cationico 1 (OCT1), codificado por el gen
SLC22A1, transporta metformina al higado donde ejerce su efecto
farmacologico. El polimorfismo Val408Met ha sido asociado a la baja respuesta
de pacientes diabéticos a la metformina y la presencia de efectos secundarios.
El gen se asocia a diferentes condiciones en poblaciones del mundo y la
distribucion diferencial de las frecuencias alélicas del polimorfismo Val408Met
entre grupos étnicos, incluyendo al Peru, puede influir en la farmacogenética de
la DMT2. El objetivo fue determinar las frecuencias del polimorfismo Val408Met
en el gen SLC22A1 (OCT1) en pacientes peruanos con DMT2 en tratamiento
de primera linea y compararlas con muestras poblacionales (sin DMT2). Se
aislo ADN de muestras de epitelio bucal de 65 pacientes con DMT2 en
tratamiento con metformina, con la técnica PCR-RFLP se evalu6 el
polimorfismo Val408Met en el gen OCT1. Resultados: Las frecuencias
genotipicas de los pacientes diabéticos fueron GG=76.92%, GA=18.46%,
AA=4.62%, y las frecuencias alélicas fueron G=86.15%, A=13.85%.
Comparadas con muestras de Lima-ciudad, Lima-PEL (proyecto 1000
genomas), Puno-Uros, Puno-Taquile y Puno-Amantani, muestran diferencias
significativas con genotipos de Taquile (modelo codominante, p=0.035; modelo
dominante, p=0.008) y con los alelos de Uros (p=0.047) y Taquile (p=0.004). En
conclusién, las frecuencias genotipicas y alélicas de polimorfismo Val408Met
en el gen SLC22A1 (OCT1) en los pacientes diabéticos en tratamiento con
metformina presentan diferencias con las muestras de Puno, lo cual aporta al

conocimiento y a la Farmacogenética de la DMT2 en el pais.

Palabras clave: Gen SLC22A1, OCT1, polimorfismo Val408Met, diabetes

mellitus tipo 2, metformina.
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ABSTRACT

The first-line treatment for type 2 diabetes mellitus (T2DM) is the drug
metformin. The cationic transporter 1 (OCT1), encoded by the SLC22A1 gene,
transports metformin to the liver where it exerts its pharmacological effect. The
Val408Met polymorphism has been associated with the low response of
diabetic patients to metformin and the presence of side effects. The gene is
associated with different conditions in world populations and the differential
distribution of allelic frequencies of the Val408 polymorphism The objective was
to determine the variation in the frequencies of the Val408Met polymorphism in
the SLC22A1 (OCT1) gene among Peruvian patients with DMT2 in first-class
treatment. line and population samples (without DMT2). DNA was isolated from
buccal epithelium samples of 65 patients with T2DM treated with metformin,
with the PCR-RFLP technique the Val408Met polymorphism in the OCT1 gene
was evaluated. Results: The genotype frequencies of the diabetic patients were
GG =76.92%, GA = 18.46%, AA = 4.62%, and the allele frequencies were G =
86.15%, A = 13.85%. Compared with samples from Lima-city, Lima-PEL (1000
genomes project), Puno-Uros, Puno-Taquile and Puno-Amantani, they show
significant differences with Taquile genotypes (codominant model, p = 0.035;
dominant model, p = 0.008) and with the alleles of Uros (p = 0.047) and Taquile
(p = 0.004). In conclusion, the genotypic and allelic frequencies of the
Val408Met polymorphism in the SLC22A1 (OCT1) gene in diabetic patients in
first-line treatment-metformin present differences with the population samples
from Puno, which contributes to the knowledge and Pharmacogenetics of T2DM

in the country.

Key words: SLC22A1 gene, OCT1, Val408Met polymorphism, type 2 diabetes

mellitus, metformin.



. INTRODUCCION
.1 Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un trastorno metabdlico que resulta de la
interaccion de factores ambientales (obesidad, sedentarismo, dieta no
saludable) y predisposicion genética’?. Se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia causada por la resistencia de los tejidos a la accion de la
insulina, la alteracién de la secrecion de insulina en las células- pancreaticas y

el aumento de la sintesis de glucosa en el higado?

Segun los datos de la Federacion Internacional de Diabetes, en el afo 2019, a
nivel mundial hubo 463 millones de adultos (20-79 afos) con diabetes, de los
cuales 32 millones pertenecen a América del Sur y Central. Ademas, se estima
que en el afio 2025, a nivel mundial la cifra aumentara hasta los 700 millones,

es decir, un incremento del 51% respecto al afio 2019°.

En el Perd, durante el afio 2019, 1 de cada 15 adultos (20-79 anos) tuvo
diabetes. Ademas, hubo 1 millén 385 mil adultos diabéticos (20-79 afios) y

9,161 muertes relacionadas a diabetes®.

El farmaco de primera eleccion para tratar la DMT2 es la metformina que
disminuye las concentraciones de glucosa reduciendo la produccién hepatica
de glucosa y aumentando la utilizacion de glucosa en el musculo esquelético.
Ademas, disminuye la absorcion de carbohidratos en el intestino, disminuye el
LDL y VLDL, aumenta la oxidacién de acidos grasos y no induce hipoglucemia

incluso a dosis altas®*.

La metformina se administra por via oral y se absorbe en los enterocitos del
duodeno a través de los transportadores OCT3 y PMAT ubicados en la
membrana apical, luego se transporta via sistémica mediante el transportador
OCT1, ubicado en la region basolateral de la membrana del enterocito.
Posteriormente la metformina llega e ingresa al hepatocito, mediante el OCT1 y

OCTS3, para ejercer su efecto farmacoldgico®.

Los polimorfismos genéticos del gen SLC22A1 (también llamado OCT1), que
codifica al transportador OCT1, estan asociados con la alteracion de la

farmacocinética, la seguridad y la eficacia de la metformina. Por ejemplo,


https://paperpile.com/c/xnJ2rU/eNmET/?locator=44-53
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/KUyBM
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/KUyBM
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Y9cTk
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Y9cTk
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/CdItU
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/S0mWV

algunas variantes genéticas de OCT1 muestran un transporte deteriorado de
metformina en células hepaticas y como consecuencia una disminucion en la
respuesta de los pacientes diabéticos a este farmaco®. Se han reportado
numerosos polimorfismos en este gen, como el polimorfismo Val408Met que ha
sido asociado a una menor respuesta de los pacientes diabéticos a la
metformina y la presencia de efectos secundarios gastrointestinales durante el
tratamiento, sin embargo, en otros estudios no se ha encontrado asociacion e
incluso en un estudio fue considerado un predictor positivo para el tratamiento

con metformina’ 21011

. Esto es debido a que este polimorfismo tiene diferentes
efectos en las poblaciones del mundo, ademas, se han indicado variaciones en
las frecuencias alélicas del polimorfismo Val408Met entre los diferentes grupos
étnicos. En Peru, solo se ha determinado la distribucion del polimorfismo
Val408Met en personas de Lima y Puno, pero aun no hay estudios sobre su
frecuencia en pacientes con DMT2 en tratamiento con metformina (primera
linea). Es decir, aun no se conoce si la frecuencia de este polimorfismo varia

entre diabéticos y muestras poblacionales.

Ademas, los resultados de este trabajo de investigacion pueden contribuir para
que en futuras investigaciones se determine, si realmente existe o no, una
asociacion entre el polimorfismo Val4d08Met con la baja respuesta al
tratamiento con metformina o a la aparicion de efectos secundarios

gastrointestinales en pacientes diabéticos peruanos.

Es por ello que el objetivo general del presente trabajo de investigacion fue
determinar las frecuencias del polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1
(OCT1) en pacientes peruanos con DMT2 en tratamiento de primera linea y

compararlas con muestras poblacionales (sin DMT2).

|.2.Planteamiento del problema.

La metformina es considerado el farmaco para el tratamiento de primera linea
en la DMT2, sin embargo, existe una variacion interindividual en la respuesta
que incluye la mejora en el porcentaje de A1C hasta 4 %, el aumento
considerable de los valores de A1C después del tratamiento y una tasa de

fracaso de la monoterapia aproximadamente del 35 %'%. Ademas, el 25 % de


https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Vs4Kb
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/sjw8G
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Ep2AN
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/QfM6H+CCeHe
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/MmJKH
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/ORe8O

los pacientes tratados con metformina desarrollan efectos secundarios
gastrointestinales que conducen a la interrupcion de la terapia en el 5% de los

casos’®.

Se ha reportado que varios polimorfismos en el gen SLC22A1 (OCT1) influyen
en la farmacocinética de metformina originando una baja respuesta y también
la presencia de efectos secundarios. El polimorfismo Val408Met se ha
relacionado con la aparicién de efectos secundarios gastrointestinales, la baja
respuesta de metformina y, en algunos estudios, no se encontro relacién con la
disminucién en la respuesta, mientras que en un solo estudio fue considerado

7891011 Esto se debe a

un predictor positivo para el tratamiento con metformina
que este polimorfismo tiene diferentes efectos entre las diversas poblaciones

del mundo y, ademas, su frecuencia varia segun la poblacién étnica’™.

En Peru, en un estudio anterior solo se ha determinado la distribucion del
polimorfismo Val408Met en personas sanas de Lima y Puno'®, pero atin no hay
estudios sobre la frecuencia del polimorfismo en pacientes con DMT2 en
primera linea de tratamiento. Es decir, aun no se conoce si la frecuencia de

este polimorfismo varia entre pacientes diabéticos y muestras poblacionales.

En perspectiva, existe la necesidad de conocer las distribuciones genotipicas y
alélicas Val408Met en el gen OCT1 en diabéticos peruanos, compararlas con
datos poblacionales y aportar en el futuro con estudios relacionados con la baja

respuesta o aparicion de efectos secundarios de la metformina en el pais.

Pregunta de investigacion:

¢Las frecuencias alélicas y genotipicas Val408Met en el gen SLC22A1 (OCT1)
en pacientes peruanos con DMT2 en primera linea de tratamiento seran

diferentes a muestras poblacionales (sin DMT2)?


https://paperpile.com/c/xnJ2rU/uJKUl
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/sjw8G
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Ep2AN
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/QfM6H+CCeHe
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/MmJKH
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/xVrRO
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/csPV5

1.3. Objetivos

Objetivo general

Determinar las frecuencias del polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1
(OCT1) en pacientes peruanos con DMT2 en tratamiento de primera linea y

compararlas con muestras poblacionales (sin DMT2).
Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias genotipicas (G/G, G/A, A/A) Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1) en pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea.

2. Determinar las frecuencias alélicas (G y A) Val408Met en el gen SLC22A1

(OCT1) en pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea.

3. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1) entre pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea y

muestras de otras poblaciones del Peru (sin DMT2).

I.4. Importancia y alcance de la investigacion (justificacion)

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad altamente prevalente en el
mundo y en el Peru se encuentra entre las primeras causas de morbilidad y
mortalidad, con un alto costo econdmico y social para el pais. Durante el afo
2019, 1 de cada 15 adultos (20-79 afios) tuvo diabetes. Ademas, hubo 1 millén

385 mil adultos diabéticos y 9,161 muertes relacionadas a diabetes.

Existe un alarmante aumento de la prevalencia de la diabetes en los ultimos
afnos con registros de edad de inicio de la enfermedad mas tempranos
(menores de 30 anos), lo que significa que el Estado peruano destina mas
recursos economicos para el tratamiento de primera linea de la enfermedad, y
considerando que parte de los pacientes no responde apropiadamente a la

terapia, es esencial investigar sobre la farmacogenética de esta enfermedad.

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad compleja debido a la respuesta

diferencial y la aparicion de efectos secundarios a los farmacos antidiabéticos


https://paperpile.com/c/xnJ2rU/uJKUl

de primera linea-metformina, por ello, es necesario implementar estrategias
técnico-cientificas como las herramientas genéticas (perfiles farmacogenéticos)
que permitan mejorar la toma de decisiones en el tratamiento y optimizar el

costo-beneficio de la enfermedad en el pais.

En relacidn a lo mencionado, los resultados de este trabajo permitiran contar
con una base de datos de las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo Val408Met en los pacientes diabéticos peruanos en tratamiento
de primera linea-metformina que puede contribuir para que en futuras
investigaciones se determine si existe una relacién entre el polimorfismo
Val408Met del gen SLC22A1 (OCT1) con una baja respuesta de los pacientes
diabéticos a metformina y/o la presencia de efectos secundarios
gastrointestinales durante el tratamiento, ya que si se conociera con
anticipacion que los pacientes diabéticos que presentan este polimorfismo no
responderan al tratamiento con metformina o presentaran efectos secundarios
gastrointestinales, la mejor alternativa seria que reciban tratamiento con otros
farmacos antidiabéticos en vez de recibir el farmaco de primera linea-
metformina con el cual lo mas probable los pacientes obtengan mas riesgos
que beneficios y con el paso del tiempo la enfermedad podria ir agravandose y
se pueden presentar complicaciones que deteriorarian mas la salud del
paciente. Ademas de ello, se reducirian costos ya que no se gastaria dinero
innecesariamente en la compra del medicamento metformina para pacientes

que no responderan favorablemente al tratamiento.

1.5 Limitaciones de la investigacion

En este trabajo de investigacion se han estudiado las frecuencias Val408Met
en el gen SLC22A en diabéticos en tratamiento de primera linea-metformina,
sin embargo, el disefio sélo incluye la comparacion con datos poblacionales
pues posteriores estudios consideraran los datos de respuesta diferencial al

tratamiento segun frecuencias genotipicas y alélicas de ambos grupos.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

11.1 Marco teodrico

1.1.1 Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 se caracteriza por la hiperglucemia relacionada a una insuficiencia de
la hormona insulina, es causada por anomalias metabdlicas como la resistencia
insulinica, el aumento de la glucosa hepatica y anomalias secretoras en las
células beta pancreaticas, este tipo representa el 90 al 95% de los casos de
diabetes. La DMT2 mas frecuente es la poligénica, que es el resultado del
efecto de varios polimorfismos en ciertos genes donde cada uno de ellos ejerce
un efecto parcial y solo determinadas combinaciones y en presencia de
factores de riesgo, como obesidad o sedentarismo, se desarrollara la

enfermedad diabética’®.

1.1.1.2 Diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2
Se realizan pruebas bioquimicas y los valores que confirman el diagndstico de

son los siguientes'®:

e Glucosa plasmatica preprandial (GPP): 2126 mg/dL (=7.0mmol/L)
e Cuantificacion de glucosa plasmatica: 2200 mg/dL (=11mmol/L)

e Prueba oral de tolerancia a la glucosa: 2200 mg/dL (=11mmol/L)
e Hemoglobina glucosilada (A1C): 26.5% (240mmol/L)

Ademas, los signos y sintomas de la diabetes mellitus incluyen polidipsia (sed

excesiva), polifagia (apetito excesivo) y poliuria (miccion excesiva)'®’.

1.1.1.3 Complicaciones de diabetes mellitus tipo 2

La complicacion aguda mas frecuente de la DMT2 es el estado hiperosmolar
hiperglucémico (EHH)'". Las complicaciones crénicas incluyen los cambios
microvasculares  (neuropatia, nefropatia, retinopatia), complicaciones
macrovasculares (enfermedad arterial coronaria, cerebrovascular y vascular

periférica), trastornos de la motilidad gastrointestinal y Ulceras en el pie'®.

1.1.2 Tratamiento farmacolégico
El objetivo del tratamiento de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 es que

normalicen sus valores de glucemia y prevenir las complicaciones'. El
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tratamiento inicial es con antidiabéticos orales ya sea en monoterapia o
combinados y finalmente con insulina cuando no se puede controlar la

glucemia y aparecen las complicaciones'®®.

1.1.2.1 Metformina

La metformina es el farmaco elegido para el tratamiento inicial de la DMT2, su
nombre quimico es 1,1-dimetilbiguanidina y se encuentra dentro del grupo
quimico de las biguanidas'®. Se administra por via oral y en la forma
farmacéutica de tableta se encuentra como clorhidrato de metformina’®. La
dosis oral de metformina (500mg, 850mg, 1g) se considera como sal de
clorhidrato, pero todas las concentraciones en los fluidos biolégicos se

expresan como base libre'®.

CH,

H |
H,N N N
NH NH

Fig. 1 Metformina. Estructura quimica (1,1 dimetilbiguanidina).

Fuente: DrugBank®.

1.1.2.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Debido a su estructura de guanidina muy polar, la metformina es una base
fuerte hidrofilica que tiene un pka de 11.5 y es por ello que a pH fisiolégico se
encuentra en forma de especies hidrofilicas cationicas (> 99,9%) y la baja
lipofilicidad de las especies no ionizadas se debe a que tiene un bajo valor de

-1.4319192122233  Dahido a estas propiedades fisicoquimicas, la

logP de
metformina no se transporta por difusién pasiva a través de las membranas,
sino, es transportada por difusion facilitada por proteinas membranales.
Ademas, la metformina esta clasificada como un farmaco de clase Ill con alta
solubilidad y baja permeabilidad de acuerdo al Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutica242526:27.28
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11.1.2.1.2 Beneficios secundarios

La reduccion entre el 10 y 20% de los triglicéridos plasmaticos, ya que
disminuye la sintesis hepatica de lipoproteinas VLDL y ademas aumenta el
HDL. La metformina también disminuye la concentracién de acidos grasos
libres y el colesterol total entre 5 y 10%. En pacientes obesos o con sobrepeso
disminuye el tejido adiposo y promueve la pérdida de peso’?°.

1.1.2.1.3 Efectos secundarios

Los efectos secundarios mas comunes que aparecen en el 25-30% de los
pacientes son los gastrointestinales que incluyen diarrea, dolor abdominal,
nauseas y vomitos que suelen aparecer al inicio del tratamiento y generalmente
son transitorios, se tratan de aminorar empezando el tratamiento con bajas
dosis de metformina y tomandola junto a las comidas, sin embargo, un 5% de
los pacientes los continuan presentando por lo que deben interrumpir el
tratamiento®®. También puede aparecer cefalea, pérdida de apetito, sabor
metalico, malabsorcidn de vitamina B1, que rara vez tiene significancia clinica y
la acidosis lactica que es la mas infrecuente (3 casos por 100 000

pacientes/afio) y la mas grave'?'.

1.1.2.1.4 Contraindicaciones

La metformina esta contraindicada en pacientes con insuficiencia renal
(creatinina > 1.5 mg/dl en hombres y > 1.4 mg/dl en mujeres), hepatica,
respiratoria o cardiaca cronicas, en infecciones graves, cualquier condicion

hipoxémica, durante el embarazo, lactancia y alcoholismo™=".

1.1.2.1.5 Farmacocinética

e Absorcion
Después que metformina ingresa por via oral, se absorbe por los enterocitos
del intestino delgado, ingresando por los transportadores PMAT y OCT3
ubicados en la membrana apical y luego a través de la OCT1 ubicada en la
region basolateral de la membrana, se transporta hacia el torrente
sanguineo®'®. La absorcion de metformina es de forma lenta e incompleta,

siendo su biodisponibilidad oral de 55 + 16%'823,
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Distribucién

La metformina no se une a proteinas plasmaticas y se distribuye
rapidamente a los tejidos principalmente al higado, intestino, rifiones y
lentamente en el musculo. La captacion hepatica de metformina esta
mediada principalmente por OCT1 y también por OCT3 que se expresan en
la membrana basolateral de los hepatocitos. En el musculo es captada por el
transportador OCT3°.

Metabolismo

La metformina no es metabolizada por el higado ni por los rifiones®.
Eliminacion

En el rindn la metformina ingresa por el transportador OCT2 ubicado en la
membrana basolateral de células epiteliales renales de los tubulos
proximales y, por las proteinas MATE 1 y MATE 2 es transportada hacia la
orina®. El 90% es eliminado en 12 horas y el aclaramiento renal de
metformina es mayor a 400 ml/min, lo que indica que su eliminacion es por
filtracion glomerular y secrecion tubular. La excrecion del farmaco inalterado
en la orina es la forma mas importante de su eliminacién y no se han
encontrado metabolitos de metformina en orina®"?.

Ademas, la metformina no absorbida en el intestino delgado luego de la
administracion oral, se dirige al colon y finalmente se elimina en las heces
(aproximadamente se recupera un 30% de la dosis de metformina inalterada
en las heces)?:32:3334,

Tabla 1. Parametros de farmacocinética de la metformina durante regimenes de
dosis multiples (850 mg tres veces al dia) en individuos saludables y en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2

Parametros farmacocinéticos Individuos sanos Pacientes con DMT2
Volumen distribucién (Vd/F) 1211+ 230 L 1951.7 £ 506.4 L
Aclaramiento renal (CIR) 641.7 £ 57.8 mL/min 550.0 + 53.3 mL/min
Tiempo de vida media (11/2) 13.0+£ 2.6 h 19.8+53h
Concentracion maxima (Cmax) 2.01 £ 0.14 mg/L 1.90 £ 0.21 mg/L
Tiempo maximo (Tmax) 1.79+£0.31h 20+£04h
Area bajo la curva (AUCO--->x) 10.73 £ 0.93 pg.hr/mL 10.83 + 1.34 pg.hr/mL

Fuente: Sambol, et al*°.
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11.1.3 Familia SLC22

Los transportadores de la familia SLC22 cumplen un rol fundamental en el
transporte de metabolitos enddgenos, farmacos y xenobiéticos entre los tejidos
y los fluidos corporales®3*. La familia SLC22 esta conformada por 23 proteinas
transportadoras que se clasifican segun su especificidad de sustrato y el
mecanismo de transporte en los siguientes tres subgrupos: transportadores de
aniones organicos (OATSs), transportadores de cationes organicos (OCTs), y

transportadores de cationes/zwitteriones organicos (OCTNs)>.

SLC22

| |

OAT ocT OCTN

] | |
OAT1 (SLC22A6) OCT1 (SLC22A1) OCTN1 (SLC22A4)
OAT2 (SLC22AT) OCT2 (SLC22A2) —| OCTNZ (SLC22A5)
OAT3 (SLC22A8) OCT3 (SLC22A3)
OAT4 (SLC22A11)

URAT1 (SLC22A12)

Fig. 2 Miembros de la familia SLC22 involucrados en el transporte de farmacos y
xenobidticos. Fuente: Nigam®.

1.1.3.1 Transportadores de Cationes Organicos (OCTs)

Los OCTs incluyen a OCT1, OCT2 y OCT3 que presentan similar estructura,
especificidad de sustrato y mecanismo de transporte, ademas, tienen como
funcién transportar predominantemente cationes organicos hidrofilicos de bajo

peso molecular, endégenos y exdgenos>>2%27,

El transporte mediado por los OCTs es independiente de los iones sodio y
cloruro. Ademas, funcionan como transportadores electrogénicos vy
facilitadores, siendo la direccion del transporte dependiente del gradiente

electroquimico de los cationes organicos transportados>®.
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1.1.3.1.1 Transportador catiénico organico 1 humano (hOCT1)

La proteina hOCT1 tiene 554 aminoacidos, 12-a-helicoidales dominios
transmembrana (TMDs), un extremo amino (-NH2 o N-terminal) y un extremo
carboxilo (-COOH o C-terminal) intracelulares, un gran bucle extracelular N-
glicosilado entre los TMDs 1 y 2 y un gran bucle intracelular con sitios de

fosforilacién entre los TMDs 6 y 7394041,

La proteina hOCT1 se expresa sobre todo en el higado y tiene menor
expresion en el intestino delgado, colon, rifidon, pulmén, cerebro, corazén,
musculo esquelético, leucocitos periféricos, glandula suprarrenal, glandula

mamaria, células inmunitarias y tejido adiposo®’.

Fig. 3 Modelo de la topologia de membrana predicha de OCT1 humano. Tomado de
Dakal, et al**.
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Fig. 4 Modelo 3D predicho de hOCT1. A) Vista exoplasmatica de la proteina
hOCT1. Se observan las 12-a-hélices transmembrana (TMD). B) Conformacion de
hOCT1. La conformacion abierta hacia el exterior de la proteina hOCT1. C) Vista
frontal de hOCT1. Se representan con flechas el gran bucle extracelular, el gran bucle

intracelular, el N-terminal y C-terminal. Tomado de Dakal, et al?.

11.1.4 Gen SC22A1

El gen SLC22A1 humano también conocido como gen OCT1 o HOCT1. Se
ubica en el brazo largo del cromosoma 6, region 2, banda 5 y sub-banda 3
(6925.3). Se extiende por aproximadamente 38,783 bases, tiene 11 exones
codificantes y 10 intrones. EI gen SLC22A1 codifica la proteina transportadora
OCT1*.

I.1.5 Farmacogenética

La farmacogenética estudia la influencia de la variabilidad genética en los
resultados del tratamiento farmacoldgico, centrandose en la influencia de genes
individuales en la respuesta a los farmacos***. La farmacogenética puede
influir en la farmacocinética y la farmacodinamia de los medicamentos, por lo
que tiene un rol importante en la dosificacion, la probabilidad de efectos
secundarios y el riesgo de reacciones de hipersensibilidad de los pacientes

durante el tratamiento farmacolégico®.

Los transportadores de membrana son importantes para la farmacocinética y la
respuesta farmacoldgica ya que regulan la distribucion en los tejidos, absorcion
y eliminacion de los farmacos*. Existen polimorfismos en genes que codifican

los transportadores de farmacos que pueden afectar la absorcion, distribucion,

op
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metabolismo y excrecion. Ademas, estos polimorfismos contribuyen a la

heterogeneidad étnica en la respuesta a los farmacos*®.

11.2. Antecedentes

Los efectos de los diversos polimorfismos en el gen SLC22A1 en la respuesta
de diabéticos al tratamiento con metformina son especificos segun la poblacién

estudiada™*’.

Se ha demostrado la asociacion del alelo A del polimorfismo Val408Met con la
presencia de efectos secundarios gastrointestinales en pacientes diabéticos
letones en tratamiento con metformina. En los pacientes con efectos
secundarios gastrointestinales, la frecuencia del alelo A fue de 0.275, siendo
significativamente menor, comparada con el grupo control, donde fue de
0.42"114,

Segun Zhou, et al., 2015, en pacientes diabéticos chinos Han de Shangai en
tratamiento con metformina (grupo DM), las frecuencias alélicas del
polimorfismo Val408Met fueron 72.0% (G) y 28.0% (A). Mientras que en el
grupo de pacientes resistentes a metformina, las frecuencias alélicas
fueron 90% (G) y 10% (A), siendo significativamente diferentes a las
frecuencias alélicas del grupo DM (p=0,003) y a las del grupo control (sin
diabetes). Los pacientes diabéticos chinos con el genotipo GG evidenciaron
una reduccion significativamente mayor en la glucosa plasmatica en ayunas
después de tratamiento con metformina, y aquellos con el genotipo AA

mostraron una reduccion significativamente mayor en los valores de A1C3'#,

Asimismo, se ha estudiado el polimorfismo en diabéticos japoneses en

tratamiento con metformina y la frecuencia del alelo A fue de 0.15%™.

En individuos sanos de India del Sur (tamil) las frecuencias genotipicas del
polimorfismo Val408Met fueron para GG=60.7%, GA=39.3% y AA=0.0%,
mientras que la frecuencia del alelo A fue 19.7% vy la frecuencia del alelo G fue
80.3%"*®. Mientras que en otro estudio, en personas sanas de India del Sur
las frecuencias genotipicas fueron GG=66.66%, GA= 2.08% y AA=31.25%".
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En individuos caucasicos sanos, las frecuencias genotipicas del polimorfismo
Val408Met fueron 17.7% homocigotos tipo salvaje de tipo salvaje (GG), 45.2%

heterocigoto (GA) y 37.1% homocigotos mutantes (AA)'**°.

En un estudio con pacientes caucasicos con diabetes mellitus tipo 2 en la
primera linea de tratamiento-metformina, las frecuencias genotipicas de
Val408Met fueron para GG=0.34, GA=0.52 y AA=0.14. La frecuencia del alelo
A fue de 0.4 y la del alelo G fue de 0.6. Ademas, se encontré que no hubo

asociacion entre este polimorfismo y la respuesta a metformina® ™.

Segun Shokri, et al., 2016, se determind que la frecuencia del alelo A no fue
significativamente diferente entre pacientes diabéticos iranies respondedores
(68.25%) y no respondedores (66.88%) al tratamiento con metformina.
Ademas, no se encontré asociacion significativa entre el polimorfismo

Val408Met y la respuesta al tratamiento’® 5",

Segun Reséndiz, et al., 2019, en pacientes mexicanos con diabetes mellitus
tipo 2 en monoterapia con metformina, las frecuencias genotipicas del
polimorfismo Val408Met fueron las siguientes: GG=0.7, GA=0.25 y AA=0.05.
Se encontré una asociacion significativa entre el genotipo AA y el aumento de

los niveles de A1C"°",

En Perud, se ha estudiado la distribucion del polimorfismo Val408Met del
referido gen en muestras de Lima y Puno (Uros, Taquile y Amantani). Las
frecuencias de los genotipos de la poblacion total fueron de GG=0.87, GA=0.12
y AA=0. La frecuencia del alelo A fue de 0.096, 0.083, 0.025 y 0 en las

poblaciones de Lima, Amantani, Uros y Taquile, respectivamente™.

A diferencia de otras poblaciones del mundo, en Peru solo se han realizado
estudios de la distribucion del polimorfismo Val408Met en muestras
poblacionales y aun no se conoce su distribucidn en pacientes diabéticos
peruanos en tratamiento de primera linea-metformina’. Es por ello que el
objetivo de este trabajo fuer determinar las frecuencias del polimorfismo
Val408Met en pacientes peruanos con DMT2 en tratamiento de primera linea y

compararlas con muestras poblacionales (sin DMT2).
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11.3 Bases tedricas

1.3.1 Fisiopatologia de diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno metabdlico resultante de la
interaccion de factores ambientales (sedentarismo, dieta no saludable,
obesidad) y predisposicién genética, que se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia causada por la resistencia de los tejidos a la accion de la
insulina, la alteracién de la secrecion de insulina en las células- pancreaticas y

el aumento de la sintesis de glucosa en el higado™2.

La insulina es una hormona peptidica que mantiene los niveles de glucosa
sanguinea al promover que ésta sea captada, principalmente en el musculo
para ser almacenada como glucogeno, y también en el tejido adiposo, donde
estimula la sintesis de triglicéridos e inhibe su degradacion. La insulina en el
higado inhibe la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la cetogénesis, y

promueve la sintesis de proteinas principalmente en el musculo'®.

La resistencia a la insulina, es la pérdida de sensibilidad o respuesta de los
tejidos periféricos a la accion de la insulina, es el evento primario para el
desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2. Entre los factores que generan la
resistencia a la insulina en el musculo esquelético se encuentran las
mutaciones que reducen la expresién del receptor de insulina (INSR) o del
receptor GLUT-4 y los defectos en la via de sefializacion ascendente o
descendente, que reducen la captacion de glucosa muscular y por consiguiente
un estado hiperglicémico. La union de la insulina a la subunidad a-del INSR
provoca la fosforilacién de la subunidad-B en multiples residuos de tirosina y
permite la sefalizacion mediada por insulina. Por lo tanto, las mutaciones en
cualquiera de los principales sitios de fosforilacién pueden alterar la actividad
de la tirosina quinasa INSR, lo que altera la accion de la insulina en el musculo
esquelético. Las mutaciones en proteinas clave de la via de sefalizacidon
descendente como IRS-1 e IRS-2 o fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) también

alteran la accién de la insulina en el musculo®?3".

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo conduce a una alteracion de la
supresion de la lipdlisis, alteracion de la captacion de glucosa y una mayor

liberacion de acidos grasos en el plasma. La acumulacién de acidos grasos
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libres en el higado produce una sefalizacién deficiente de la insulina que
promueve la gluconeogénesis hepatica y altera la respuesta de la insulina

estimulada por glucosa, lo que induce el desarrollo de DMT2%,

Inicialmente, la resistencia a la insulina promueve un aumento de la secrecion
de insulina, por las células-B pancreaticas, hasta niveles de hiperinsulinemia
para lograr mantener los niveles normales de glucemia, pero con el paso del
tiempo la resistencia a la insulina se vuelve mas marcada y ya no se logra
controlar la homeostasis de glucosa®. Al existir una mayor demanda de
secrecion de insulina, esto provoca que se agoten y fallen las células 3, por lo
que disminuye la sintesis de insulina y se elevan las concentraciones de

glucosa'®®?,

Entre los factores asociados a la disfuncion de estas células, se encuentran la
disminucién de la masa celular, posiblemente por factores genéticos;
incremento de la apoptosis o disminucién de la regeneracion de células-,
agotamiento de las células-B por resistencia crénica a la insulina, y la
glucotoxicidad y lipotoxicidad inducen estrés metabdlico y oxidativo que dafan

las células-B'%°2,

El aumento de la gluconeogénesis se asocia a una desregulacién de la via, ya
sea por una pérdida de sensibilidad a la sehalizacién por insulina, o a una
exacerbaciéon de la sefializacion por glucagén®. Siendo el aumento de la
produccion de glucosa hepatica basal la causa principal de la hiperglucemia en
ayunas, mientras que luego de una comida, la supresion deficiente de la
produccion de glucosa hepatica por la insulina y la disminucién de la captacion
de glucosa por el musculo contribuyen igualmente a la hiperglucemia

posprandial®’.

11.3.2 Mecanismo de accion de la metformina

La accion antihiperglicémica de la metformina es principalmente una
consecuencia de la reducciéon de la produccién de glucosa debido a la
inhibicion de la gluconeogénesis hepatica y en menor grado, a nivel del
musculo esquelético, al incremento de la captacion de glucosa lo que aumenta
la sensibilidad a la accidon de la insulina. Ademas, disminuye la absorcion

intestinal de glucosa, lo que reduce los niveles postprandiales de glucemia. La
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metformina, ni estimula la secrecion de la insulina y tampoco provoca
hipoglicemia como evento secundario, siendo considerada

antihiperglucemiante y no un hipoglucemiante”.

Luego de que metformina ingresa al hepatocito a través de OCT1, la
mitocondria es su objetivo principal en donde inhibe el complejo | de la cadena
respiratoria (NADH: ubiquinona oxidorreductasa), lo que disminuye la oxidacion
de NADH, el bombeo de protones y la tasa de consumo de oxigeno, lo que
resulta en una menor gradiente de protones y la disminucion de la sintesis de
ATP®,

La disminucion del ATP mitocondrial genera un aumento en las relaciones
citoplasmicas de ADP:ATP y AMP:ATP. Los aumentos en la relacion AMP:ATP
inhiben la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPase), lo que resulta en la inhibicion de

la gluconeogénesis®

Metformin
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Membrane OCT1 Glucagon | e o Adenylate GLUTZ2
v receptor cyclase
Glucose
NADH ATP cAMP
\-____.—-} Glucose-6-phosphate
Complex | T
Fructose-6-phosphate
Mitochondria — AMP ) — t
Fructose-1,6-bisphosphate

Lipid & Phosphoenolpyruvate
cholesterol synthesis I @ '; 1‘
*
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-

Downstream
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Fig. 5 Mecanismo de accién de metformina.Tomado de Rena, et al®.
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AMPK se activa mediante el aumento de las relaciones intracelulares de
AMP:ATP y ADP:ATP que es resultante del desequilibrio entre la produccién y
el consumo de ATP*®. AMPK actta para restaurar la homeostasis de energia
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mediante el encendido de las vias catabdlicas de generacion de ATP y la

desconexion de procesos celulares que consumen ATP?'.

También cuando AMPK se activa fosforila las isoformas ACC1 y ACC2, lo que
inhibe la sintesis de grasa y promueve la oxidacion de grasa, y en
consecuencia, reduce las reservas de lipidos hepaticos y mejora la sensibilidad

a la insulina hepatica®*

La metformina mejora la sensibilidad a la insulina activando el receptor de
insulina y aumentando la translocacion y la actividad del transportador de

glucosa GLUT-4 en el musculo esquelético®*°8.

La concentracion de glucagén esta anormalmente elevada en la circulacion de
los pacientes diabéticos, debido a que la hiperglucemia mitiga la supresion de
las células-a pancreaticas secretoras de glucagon®®. La metformina conduce a
la inhibicién de la sefalizacion del glucagon, aumentando los niveles de AMP
mediante la inhibiciéon del complejo mitocondrial. Luego, el AMP se une al “sitio
P” de la adenilato ciclasa, inhibiendo asi la activacion de la adenilato ciclasa
mediada por glucagdén y reduciendo la sintesis endégena del AMPc y la
activaciéon del PKA, antagonizandose los efectos en la actividad transcripcional

de genes que codifican las enzimas gluconeogénicas®.

La metformina también reduce la absorcién intestinal de glucosa, y aunque no
se conoce el mecanismo exacto, se ha planteado que se debe al aumento de la
secrecion del péptido parecido al glucagon (GLP1). Ademas, se ha propuesto
que la metformina mejora la pérdida de peso a través del factor de

diferenciacion del crecimiento (GDF-15)%,

11.3.3 Variaciones genéticas de SLC22A1 (OCT1) y su relacién con la
farmacocinética, respuesta y efectos secundarios de metformina

Algunas variantes genéticas de SLC22A1 conducen a una reduccion de la
actividad de OCT1 disminuyendo la eficacia de metformina, al disminuir la
captacion hepatica del farmaco y, ademas, el volumen de distribucién
disminuye, lo que resulta en un tiempo de vida media mas corta y una

concentracion en estado estacionario mas baja de metformina®®'®2.

18


https://paperpile.com/c/xnJ2rU/CuKcu
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/w8zul
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/qaeBQ
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/J2BdV
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/o0Ti
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/qaeBQ
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/Vs4Kb
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/GV8T2
https://paperpile.com/c/xnJ2rU/VHb1A

Los alelos de funcion reducida de R61C (rs12208357), G401S (rs34130495),
420del (rs142448543) y G465R (rs34059508) en el gen SLC22A1 se han
asociado un AUC (area bajo la curva) alta, Cmax mas alta y un menor volumen
de distribucion oral, ademas de la disminucién de la captacion hepatica de

metformina®.

Se ha demostrado una asociacion significativa entre el polimorfismo 1386A>C y
la disminucién de los niveles de A1C. Mientras que el polimorfismo rs4646272
(-43T> G) fue un predictor negativo de la eficacia de la metformina y se ha
demostrado que el polimorfismo 181C> T disminuyd la actividad OCT1, lo que

ocasiond una disminucion de la absorcién de metformina’.

El polimorfismo 1222A>G (rs628031), la insercion de 8 pares de bases
(rs36056065), el polimorfismo 181C>T (rs122083571) y la delecion M420del
(rs72552763) en el gen SLC22A1 (OCT1) han sido asociados
significativamente con la aparicion de efectos secundarios gastrointestinales en

pacientes diabéticos en tratamiento con metformina™.

I1.4 Glosario de términos

e Alelos: Son las diferentes formas que adopta un gen. Hay dos alelos en
cada posicion genética o locus, con un alelo heredado de cada padre®.

e Genotipos: Es la composicion alélica de un gen determinado. Cada par de
alelos representa el genotipo de un gen especifico. Los genotipos pueden
ser homocigotos si los dos alelos son idénticos en un locus particular o
heterocigotos si los dos alelos son diferentes®.

e Frecuencia absoluta: Es el numero de repeticiones de un determinado valor
de la variable, también puede representar el numero de elementos de la
poblacién que tiene el mismo valor®®.

e Frecuencia relativa: Es el cociente resultante de la division del numero de
veces que se repite un dato entre el tamafo de la poblacién. También se

puede representar en porcentaje®®.
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e Glucemia plasmatica preprandial: prueba diagndstica que cuantifica la
concentracion de glucosa en sangre en ayunas, por lo menos durante 8
horas sin consumo de alimentos'®.

e Hemoglobina glucosilada: Es la hemoglobina a la cual se incorpora glucosa
de manera irreversible. La concentracion de hemoglobina glucosilada
representa un indice de los niveles de glucosa en un periodo que incluyen

las Gltimas seis a doce semanas’®.

ll. HIPOTESIS Y VARIABLES

lll.1. Hipétesis

Las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1) de los pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea

son distintas a muestras poblacionales (sin DMT2).

lll.2. Variables

Variable X: Polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1 (OCT1).

Variable Y: Pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea.
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1.3 Operacionalizacion de variables

Variable X:

Polimorfismo
Val408Met en el
gen SLC22A1
(OCT1)

Cualitativa

Nominal

Un Polimorfismo de
Nucleétido Simple es
una variacion en la
secuencia
de ADN que afecta a
una sola base
nucleotidica, cuando
es “no sinénimo”
resulta en la variacion
de aminoacidos en
los productos
proteicos de los

genes'®.

El cambio de la
base nucleotidica
GporAenla
posicion 1221 del
gen SLC22A1
origina el cambio
del aminoacido
Val por Met en la
posicién 408 en
la proteina
transportadora
OCT1.

1. Genotipo
homocigoto
silvestre o normal

(dos alelos G)

2. Genotipo
homocigoto
mutante

(dos alelos A)

3. Genotipo
heterocigoto
(dos alelos: Ay G)

La presencia de
bandas
caracteristicas
de los genotipos
GG, AAy AG
en gel de
agarosa
después de

electroforesis.

Frecuencias
absolutas y

relativas de los

genotipos (silvestre
GG, mutante AAy
heterocigoto AG) y

de los alelos (Ay

G)

Datos obtenidos a
partir del genotipaje

molecular.
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Variable Y:

Pacientes con
diabetes
mellitus tipo 2
en tratamiento
de primera

linea.

Cualitativa

Nominal

Pacientes
diagnosticados con
diabetes mellitus tipo
2 que reciben el
tratamiento de
primera linea para la

enfermedad.

Pacientes
peruanos con
diabetes mellitus
tipo 2 con
diagnostico
clinico e
hiperglicemia y
tratamiento
primario con

metformina.

1. Pacientes
peruanos con
DMT2 en
tratamiento de
primera linea,

metformina.

2. Personas sin
DMT2 ni
tratamiento
(muestras
poblacionales

peruanas).

-Hemoglobina
glucosilada
(A1C)

-Glucosa
plasmatica
preprandial
(GPP)

-Diagnostico

Clinico.

26.5%

>126mg/dL

Apreciacion

clinica

Estos datos de los
pacientes se van a
recolectar

de sus historias
clinicas y la
informacién de las
personas sin DMT2
de estudios

anteriores’®7®.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

-Hospital Nacional Dos de Mayo. Direccién: Parque "Historia de la Medicina
Peruana", S/N, Av. Miguel Grau 13, Cercado de Lima 15003.

-Laboratorio GENOBIDC de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Jr. Puno N°1002.

IV.2. Diseio de investigacion

-Segun el analisis y alcance de resultados

El estudio es no experimental porque no se modificaron las variables y es

comparativo porque se compararon las variables.
-Segun inicio del estudio en relacion a cronologia de los hechos

El estudio es retrospectivo ya que los eventos que generan los datos de las

variables ocurrieron antes del momento de estudio.
-Segun el periodo y secuencia

El estudio es transversal porque se midieron las variables en un momento

determinado.

IV.3 Poblacién de estudio y muestra

Poblacién de estudio: Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 del Servicio de
Endocrinologia del Hospital Nacional Dos de Mayo en tratamiento de primera

con metformina.

Muestra: 65 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 del Servicio de
Endocrinologia del Hospital Nacional Dos de Mayo que reciben la primera

linea de tratamiento-metformina.
Se realizé muestreo por conveniencia no probabilistico de 65 pacientes.
Criterios de inclusion de los pacientes:

-Pacientes mayores de 18 afos con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2.
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-Pacientes diabéticos peruanos en la primera linea de tratamiento-

metformina.
-Pacientes que firmen el consentimiento informado.
Criterios de exclusion de los pacientes:

-Pacientes con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 y otras condiciones

metabodlicas cronicas.

-Pacientes diabéticos que no se encuentren en la primera linea de

tratamiento (otro antidiabético diferente a metformina).

IV.4.Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de
informacion

IV.4.1 Muestras de epitelio bucal

De cada paciente diabéticos se tomaron muestras de epitelio bucal (técnica
de hisopado bucal). Los hisopos se colocaron en un tubo estéril con 1.25 ml
de buffer de lisis. Los tubos estériles cerrados y rotulados que contenian las
muestras se trasladaron al laboratorio GENOBIDC, en donde fueron

almacenados a 4°C hasta su uso.
IV.4.2 Datos de muestras poblacionales

Se realiz6 una busqueda bibliografica en las bases de datos PubMed y
SciELO, utilizando la siguiente estrategia de busqueda: “OCT1 gene AND
Peru”. Se encontré un articulo en SciELO, el cual fue utilizado para obtener
los datos de frecuencias alélicas y genotipicas Val408Met en el gen SL22A1

en muestras poblacionales de Lima y Puno™.

Ademas, se ingreso a la pagina del Proyecto 1000 Genomas y se realizo la

busqueda de frecuencias alélicas y genotipicas del referido polimorfismo en

muestra de Lima ciudad (peruanos de Lima = PEL)®’.
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IV.4.2 Extraccion de ADN

Se aislo ADN de las muestras de epitelio bucal de los 65 pacientes

t68

diabéticos mediante la técnica de salting out™, modificado y adaptado a las

condiciones del laboratorio.
En detalle:

a) Al tubo que contenia el buffer de lisis y la muestra se le agregd 15uL de
Proteasa K (1mg/1ml) y se incub6 a 55°C toda la noche.

b) El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y se agregd 200uL de
solucion PPS, y se congel6 a -20°C por 10 minutos.

c) Se agreg6 1-5ml de isopropanol frio, se homogenizd, se congeld a -20°C
y se centrifugo.

d) El sobrenadante se descartd y se adicioné 1ml de etanol absoluto helado,
se centrifugdé a 10 000 rpm, se descarto el sobrenadante y se dejo secar
a temperatura ambiente por 10 minutos.

e) Luego se agrego 1ml de etanol 70% helado, se homogenizé y se congeld
a -20°C por 10 minutos, se centrifugd a 10 000 rpm y se descartd el
sobrenadante, el precipitado se dejo secar a temperatura ambiente.

f) Finalmente, se resuspendio el ADN en 50 yL de TE Low y se almacend

a 4°C hasta su uso.

IV.4.3 Deteccion del polimorfismo Val408Met

Se analiz6 el polimorfismo Val408Met (rs628031) ubicada en el exén 7 del
gen SLC22A1 mediante la técnica PCR-RFLP segun la metodologia de

Olivares et al’®.
IV.4.3.1 Amplificacion de ADN

La region del gen SLC22A1 que contiene el SNP Val408Met fue amplificada

mediante la técnica de Reacciéon en Cadena de Polimerasa (PCR).

Los primers  (cebadores) utilizados, fueron los  siguientes:
Forward (5-TTTCTTCAGTCTCTGACTCATGCC-3’) y reverse (5-
AAAAAACTTTGTAGACAAAGGTAGCACC-3’), con los cuales se obtuvo un
producto de amplificacién de 397 pb.
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La reaccion fue en un volumen de 12,5uL que contenia 8,95uL de H,O para
PCR; 0,75uL de Buffer Surf 10X (NH),SO4; 1,25uLde MgCl, 25mM; 0,25uL
de dNTPs 10uM; 0,1uL de PF 10uM; 0,1uL de PR 10uM; 1U de Taq Surf
Polimerasa y 1uL de ADN. Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un termociclador convencional marca Analytik Jena, modelo Biometra Tone

con las siguientes condiciones:

Tabla 2. Condiciones de la PCR

Pasos Temperatura Tiempo
Incubacion inicial 94°C 10 minutos
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos
x 31 ciclos{ Alineamiento 58°C 1,5 minutos
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 5 minutos

Fuente: Olivares, et al™.

Se comprobaron los amplificados obtenidos mediante la técnica de
electroforesis que se realizé en gel de agarosa al 1.5% tefiido con colorante
fluorescente Green. Se utilizé 3uL de ADN amplificado mezclado con 1uL de
buffer de carga 6X Orange LD, 4uL de marcador de peso molecular
O’GeneRuler 1kb (Fermentas) y se cubrié el gel con solucion buffer Tris
borato EDTA (TBE) 1X, el tiempo total fue de 30 minutos a 100 Voltios. Por

ultimo, se visualizo el gel en un transiluminador de luz UV.

IV.4.3.2 Restriccion con enzima Mscl

Los amplificados obtenidos fueron del tamafio esperado (397 pb), por tanto
se procedio a preparar 5uL de la solucion de restriccion que contenia 3,6l
de agua para PCR; 1uL de buffer Ry 0,4uL de la enzima de restriccién Mscl
Fast Digest y se agreg6 5uL del amplificado, siendo el volumen final 10 pL.

Luego se incubd a 37°C por 1 hora en la estufa.

Para verificar los genotipos obtenidos se realizé electroforesis y para ello se
preparo un gel de agarosa al 2,5% y se cargd los 10 pyL del volumen final de
la reaccion mezclado con 1uL de Buffer de carga 6x Orange LD, en otro

carril se cargd 4uL de marcador de peso molecular O'GeneRuler 1kb
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(Fermentas) y se cubrid el gel con solucion buffer Tris borato EDTA (TBE)
1X, el tiempo total fue de 40 minutos a 100 Voltios. Una vez transcurrido el

tiempo se visualizé el gel en un transiluminador de luz UV.

Si se encontraba presente el alelo A (Met), la enzima de restriccion Mscl
realizd un corte en el amplificado y se obtuvieron dos fragmentos uno de
210pb y el otro de 87pb. Mientras que si se encontraba presente el alelo G
(Val), la enzima no corté el amplificado y se evidencidé un solo fragmento de
397pb.

500 pb
397 pb
250pb 210pb
187 pb

PM 1 2 3 4 5 6

Fig. 6 Electroforesis de los genotipos del polimorfismo Val408Met. Gel de
agarosa tefiido con el colorante fluorescente Green con las bandas determinantes
de los genotipos Val4d08Met en el gen SLC22A1 (OCT1). Carriles 1, 5 y 6:
homocigotos normales GG o Val/Val (397pb); Carriles 2 y 4: heterocigotos GA o
Val/Met (397/210/187 pb). Carril 3: homocigoto mutante AA o Met/Met (210/187

pb). PM: Marcador peso molecular O'Gene Ruller 1kb; pb: pares de bases.

IV.5. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos descriptivos, comparativos y la prueba del equilibrio de
Hardy-Weinberg (equilibrio genético) se realizaron con los programas Epidat
3.1, IBM SPSS v22.0, Arlequin.
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V. RESULTADOS

V.1 Presentacion y analisis de los resultados

V.1.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Val408Met

La investigacion incluy6 a 65 pacientes con DMT2 en tratamiento de primera
linea — metformina. Las frecuencias genotipicas fueron las siguientes: 76.92%
para el genotipo GG, 18.46% para el genotipo GA y 4.62% para el genotipo AA.
Mientras que las frecuencias alélicas fueron las siguientes: 86.15% para el

alelo Gy 13.85% para el alelo A.

Tabla 3. Frecuencia de genotipos, alelos Val408Met en pacientes con DMT2 en
tratamiento de primera linea con metformina.

Genotipos n (%) Alelos n (%)
Muestra n
GG (Val/Val) | GA (Val/Met) | AA (Met/Met) G (val) A (Met)
Pacientes | 65 50 (76.92) 12 (18.46) 3(4.62) 112 (86.15) | 18 (13.85)

V.1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)

Las frecuencias genotipicas esperadas fueron calculadas segun la hipétesis del
equilibrio de Hardy-Weinberg en los pacientes peruanos con DMT2 en
tratamiento de primera linea — metformina, a partir de las frecuencias para el
genotipo homocigoto normal (GG), heterocigoto (GA) y homocigoto mutante
(AA). Se obtuvo un X* de 3.32 y un valor p=0.068 que indica que las
frecuencias genotipicas observadas se encuentran en Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Tabla 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg en pacientes con DMT2 en tratamiento de
primera linea con metformina.

Muestra X2 p Equilibrio H-W

Pacientes 3.32 0.068 Si
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V.1.3 Analisis de las frecuencias alélicas del polimorfismo Val408Met en
pacientes diabéticos en tratamiento de primera linea-metformina y
poblaciones peruanas

La frecuencia de los alelos del polimorfismo Val408Met en los diabéticos
peruanos en tratamiento de primera linea con metformina se compararon con la
frecuencias alélicas de otras subpoblaciones peruanas (individuos sanos) de

Lima y Puno (Uros, Taquile, Amantani).

La frecuencias alélicas de los pacientes diabéticos peruanos en tratamiento de
primera linea con metformina presenté diferencias significativas con la
frecuencias de las poblaciones de Puno-Uros (p= 0.047), Puno-Taquile

(p=0.004) y con los pobladores sanos en total de Puno (p=0.002).

Tabla 5. Comparacién de la frecuencia de los alelos Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1) en pacientes con DMT2 en tratamiento de primera linea con
metformina y poblaciones peruanas.

Muestras n L) VELGT Referencia
G (Val) A (Met) (entre alelos)
Pacientes 65 112 (86.15) 18 (13.85) - -
Lima ciudad 57 103 (90.4) 11 (9.6) 0.416 15
Pera-Lima (PEL) 85 153 (90.0) 17 (10.0) 0.397 67
Puno-Uros 20 39 (97.5) 1(2.5) 0.047 15
Puno-Taquile 24 48 (100.0) 0 (0.0) 0.004 15
Puno-Amantani 12 22 (91.7) 2 (8.3) 0.741 15
Lima total sanos® | 142 | 256 (90.14) 28 (9.86) 0.303 15y 67
Puno total sanos® | 56 109 (97.32) 3 (2.68) 0.002 15

2Segun el test exacto de Fisher o la prueba X? segtin corresponda.
® Lima total sanos (Lima ciudad y Pert Lima) .
¢ Puno total sanos (Uros, Taquile y Amantani).
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V.1.4 Anadlisis de las frecuencias genotipicas del polimorfismo Val408Met
en pacientes diabéticos en tratamiento de primera linea-metformina y
poblaciones peruanas

Las frecuencias de los genotipos del polimorfismo Val408Met en los pacientes
estudiados con DMT2 en tratamiento de primera linea con metformina se
compararon con las frecuencias en otras poblaciones peruanas (individuos
sanos) de Lima y Puno (Uros, Taquile y Amantani). Se evaluaron los modelos
de herencia: codominante (GG, GA, AA), dominante (GG y GA+AA) y recesivo
(AAy GG+GA).

Las frecuencia genotipicas de los pacientes diabéticos presentaron diferencias
significativas con la frecuencias de las poblaciones de Puno-Taquile en el
modelo codominante (p=0.035) y dominante (p=0.008), y con los pobladores
sanos en total de Puno en el modelo codominante (p=0.019) y dominante
(p=0.009). Bajo el modelo recesivo, no se presentaron diferencias significativas
de las frecuencias genotipicas de los pacientes diabéticos respecto a las

demas poblaciones.
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Tabla 6. Comparacioén de la frecuencia de los genotipos Val408Met en el gen SLC22A1 en pacientes con DMT2 en tratamiento de
primera linea con metformina y poblaciones peruanas.

Modelos

Muestras n Codominante n (%) Valor Dominante n (%) Valor Recesivo n (%) Valor

GG GA AA P GG GA+AA | P’ AA GG+GA | P’

Pacientes 65 | 50(76.92) | 12 (18.46) | 3(4.62) - 50 (76.92) | 15 (23.08) - 3(4.62) | 62(95.38) -
Lima ciudad 57 | 46(80.7) | 11(19.3) 0(0.0) | 0.259 | 46 (80.7) 11 (19.3) | 0.774 | 0(0.0) | 57(100.0) | 0.247
Peru-Lima (PEL) | 85 | 69(81.2) |15 (17.6) 1(1.2) | 0.420 | 69 (81.2) 16 (18.8) | 0.909 | 1(1.2) | 84 (98.8) 0.316
Puno-Uros 20 | 19(95.0) 1(5.0) 0(0.0) | 0.187 9 (95.0) 1(5.0) 0.102 | 0(0.0) | 20(100.0) | 1.00
Puno-Taquile 24 | 24(100.0) | 0(0.0) 0(0.0) | 0.035 | 24(100.0) | 0(0.0) 0.008 | 0(0.0) | 24(100.0) | 0.56
Puno-Amantani | 12 | 10 (83.3) 2 (16.7) 0(0.0) | 0.731 0 (83.3) 2(16.7) | 1.00 | 0(0.0) | 12(100.0) | 1.00
Lima total sanos® | 142 | 115(80.99) | 26 (18.31) | 1(0.7) | 0.163 | 115(80.99) | 27 (19.01) | 0.625 | 1(0.7) | 141 (99.3) 0.092
Puno total sanos® | 56 | 53(94.64) | 3(5.36) 0(0.0) | 0.019 | 53(94.64) | 3(5.36) | 0.009 | 0(0.0) | 56(100.0) | 0.247

® Lima total sanos (Lima ciudad y Peru Lima.
°Puno total sanos (Uros, Taquile y Amantani).
4 Segun la prueba X2 o el test exacto de Fisher segun corresponda.
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VI. DISCUSION

En varias poblaciones del mundo se han reportado numerosos polimorfismos
en el gen SLC22A1, los cuales conducen a diferencias en la funcién del
transportador OCT1 disminuyendo Ila efectividad y modificando Ia
farmacocinética de metformina, ademas, se ha encontrado que pueden tener
relacion con la aparicidon de efectos secundarios gastrointestinales en los
pacientes con DMT2 en tratamiento con metformina®™. Sin embargo, en Peru
anteriormente solo se ha investigado la distribucion del polimorfismo Val408Met
del gen SLC22A1 en muestras de Lima y Puno'®, es decir, en individuos sanos
y no en pacientes con DMT2 en tratamiento con metformina, en consecuencia,
tampoco se conoce el efecto que el polimorfismo Val408Met pueda tener en los
pacientes diabéticos peruanos en tratamiento con el antidiabético de primera

linea.

El presente trabajo de investigacion es el primero en estudiar el polimorfismo
Val408Met del gen SLC22A1 en diabéticos de Peru. La muestra fue de 65
pacientes en tratamiento de primera linea con metformina y se determinaron
las frecuencias genotipicas, que fueron las siguientes: GG=76.92%,
GA=18.46%, AA=4.62%. Ademas, al calcular el Equilibrio de Hardy-Weinberg
el valor de p fue 0.068 lo que indica que las frecuencias genotipicas de los
pacientes diabéticos peruanos en tratamiento con metformina se encuentran en
equilibrio, es decir, no ha actuado la seleccién natural, migracion, mutaciones,
entre otros factores, por lo que las frecuencias genotipicas se mantienen
constantes de una generacién a otra®®. Lo mismo sucede con las frecuencias
genotipicas de las muestras de Lima y Puno (Uros, Taquile, Amantani), que
segun un estudio previo siguen una distribucién consistente con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0.05)"°.

También se determinaron las frecuencias alélicas en los pacientes diabéticos
en tratamiento con metformina, fueron las siguientes: G=86.15% y A=13.85%,
siendo el alelo A el alelo de menor frecuencia y G el alelo de mayor frecuencia.
Las frecuencia de los alelos de los pacientes diabéticos fueron similares a las
frecuencias alélicas poblacionales de Lima ciudad (G=90.4% y A=9.6%), Peru-
Lima (G=90% y A=10%) y también con las de Puno-Amantani (G=91.7% y

A=8.3%) reportadas anteriormente’®. Pero las frecuencias alélicas de los
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pacientes diabéticos presentaron diferencias significativas con las frecuencias
alélicas de las poblaciones de Puno-Uros (G=97.5% y A=2.5%) con un valor p
de 0.047 y Puno-Taquile (G=100.0% y A= 0.0%) con un valor p de 0.004,
siendo mayor la frecuencia del alelo A en los diabéticos en tratamiento de
primera linea a diferencia de los individuos sanos de Uros y Taquile. Esto
podria indicar que los pacientes diabéticos responderian de forma distinta al
tratamiento con metformina a los pobladores de Puno-Taquile (p=0.004) si
llegasen a desarrollar la DMT2 y que los pacientes diabéticos también
responderian de forma distinta a los pobladores de Puno-Uros, pero como el
valor de p=0.047 es muy cercano a 0.05, se recomendaria ampliar la muestra

de Uros para obtener resultados mas confiables.

Cuando se compararon las frecuencias alélicas de los pacientes diabéticos y
de los pobladores sanos en total de Puno se encontraron diferencias
significativas, lo que indica que los pacientes responderian de forma distinta al
tratamiento con metformina a los pobladores de Puno. Mientras que las
frecuencias alélicas de los pacientes con las de los pobladores sanos en total
de Lima no presentaron diferencias significativas, es decir, las frecuencias de
los alelos del polimorfismo Val408Met son similares en personas sanas de

Lima y los pacientes diabéticos.

Ademas, se compard la frecuencias de los genotipos de los pacientes
diabéticos peruanos en tratamiento de primera linea-metformina con la de las
poblaciones de Lima y Puno utilizando los modelos de herencia codominante,

dominante y recesivo’®’""2,

En el modelo codominante se compararon las frecuencias genotipicas de los
tres genotipos (homocigoto normal, heterocigoto y homocigoto mutante) de los
pacientes diabéticos con las de poblaciones de Lima y Puno. Se encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas de los pacientes
diabéticos y de la poblacion de Puno-Taquile (p=0.035), se pudo observar que
tanto los pacientes como la poblacion de Taquile presentaron genotipos
homocigotos normales (76.92% y 100% respectivamente), siendo mayor la
frecuencia en los individuos sanos de Taquile que en los pacientes diabéticos.
Pero en el caso de Puno-Taquile no se reportaron genotipos heterocigotos ni

homocigotos mutantes, siendo la frecuencia de ambos 0.0%. Por el contrario,
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los pacientes diabéticos en tratamiento con metformina si presentaron
genotipos heterocigotos y homocigotos mutantes (18.46% y 4.62%

respectivamente).

Segun el modelo codominante, cada genotipo (GG, GA, AA) brindaria un riesgo
diferente de que los pacientes diabéticos presenten menor respuesta a
metformina y/o de que presenten efectos secundarios gastrointestinales7°’71'72.
Se presume que el riesgo que brinda cada uno de los genotipos seria similar en
los pacientes diabéticos peruanos con las muestras de Lima ciudad, Peru-Lima
(PEL, proyecto 100 genomas), Puno-Uros y Puno-Amantani, mientras que con
los pobladores de Puno-Taquile habria variaciones en el riesgo que brinda
cada genotipo, en el supuesto caso de que los pobladores llegaran a
desarrollar DMT2 en el futuro y reciban tratamiento con metformina. Los
pacientes diabéticos presentaron los tres genotipos (homocigoto normal,
homocigoto mutante y heterocigoto), lo que puede indicar que cada genotipo
brindaria un riesgo distinto de no responder al tratamiento o presentar efectos
secundarios gastrointestinales, mientras que en la poblacién de Taquile no
hubo presencia de ambos genotipos, es decir, los pobladores de Taquile
presentan el genotipo homocigoto normal y si llegan a desarrollar DMT2

responderian al tratamiento con metformina y/o no presentarian efectos

secundarios gastrointestinales.

Utilizando el modelo codominante también se compard las frecuencias
genotipicas de los pacientes diabéticos y de los pobladores sanos en total de
Puno y se encontraron diferencias significativas lo que indica que el riesgo que
brinda cada uno de los genotipos seria diferente en los pacientes diabéticos y
en los pobladores de Puno si llegasen a desarrollar DMT2. Mientras que las
frecuencias genotipicas de los pacientes con las de los pobladores sanos en
total de Lima no presentaron diferencias significativas, es decir, el riesgo que
brinda cada uno de los genotipos seria similar en los pacientes y en las

personas sanas de Lima si llegan a desarrollar diabetes mellitus tipo 2.

En el modelo dominante se comparé la frecuencia del genotipo homocigoto
dominante (GG) con la sumatoria de las frecuencias de los genotipos
heterocigotos y homocigotos mutantes (GA + AA) entre pacientes diabéticos y

las poblaciones de Lima y Puno. Se encontraron diferencias significativas entre
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las frecuencias genotipicas de los pacientes diabéticos y la poblacion de Puno-
Taquile (p=0.008), se pudo observar que los pacientes diabéticos presentaron
23.08% de frecuencia GA+AA siendo mayor a comparaciéon de la poblacién de

Taquile con 0.0%.

Segun el modelo dominante, una sola copia del alelo A seria necesaria para
cambiar el riesgo de que los pacientes diabéticos presenten menor respuesta a
metformina y/o presenten efectos secundarios gastrointestinales, y el ser
portador de dos copias lo modificaria en igual magnitud, es decir, que los
portadores del genotipo GA como los del AA tienen el mismo riesgo’®’""2, Es
por ello que la frecuencia de la combinacidn de los genotipos GA+AA ha sido
comparada con la frecuencia del genotipo GG. Se presume que el riesgo que
brinda el genotipo AA y AG seria similar en los pacientes diabéticos peruanos
con las muestras de Lima, Puno-Uros y Puno-Amantani, mientras que con los
pobladores de Puno-Taquile habria variaciones en el riesgo que brindan estos
genotipos, en el supuesto caso de que los pobladores llegaran a desarrollar

DMT2 en el futuro y reciban tratamiento con metformina.

Debido a que los pobladores de Puno-Taquile presentan una frecuencia de
0.0% de los genotipos GA+AA, es decir los pobladores no presentan una copia
del alelo A y tampoco tienen dos copias del alelo A, solo presentan el genotipo
GG lo que indicaria que responderian al tratamiento con metformina si llegaran
a padecer DMT2 y/o no presentarian efectos secundarios gastrointestinales.
Mientras que en los pacientes diabéticos en tratamiento con metformina del
presente estudio que presentan una o 2 copias del alelo A, se modificaria el
riesgo de que no respondan al tratamiento con metformina y/o de que

presenten efectos secundarios.

Utilizando el modelo dominante también se comparé las frecuencias
genotipicas de los pacientes diabéticos y de los pobladores sanos en total de
Puno y se encontraron diferencias significativas, lo que indica que el riesgo que
brinda los genotipos AA y AG seria diferente en los pacientes diabéticos y en
los pobladores de Puno si llegasen a desarrollar DMT2. Mientras que las
frecuencias genotipicas de los pacientes con las de los pobladores sanos en

total de Lima no presentaron diferencias significativas, es decir, el riesgo que
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brinda los genotipos AA y AG seria similar en los pacientes y en las personas

sanas de Lima si llegan a desarrollar DMT2.

En el modelo recesivo se compard la frecuencia del genotipo homocigoto
recesivo (AA) con la sumatoria de las frecuencias de los genotipos
heterocigotos y homocigotos dominantes (GA + GG) entre pacientes diabéticos

707172 No se encontraron diferencias

y las poblaciones de Lima y Puno
significativas entre las frecuencias genotipicas de los pacientes diabéticos con
las de Lima y Puno. Segun el modelo recesivo, los pacientes necesitarian
presentar dos copias del alelo A, es decir el genotipo AA, para modificar el
riesgo de que presenten menor respuesta al farmaco metformina y/o presenten
efectos gastrointestinales, mientras que los pacientes que presentan genotipos
GG y GA tienen el mismo riesgo. Se presume que el riesgo que brinda el
genotipo AA de presentar una baja respuesta a metformina y/o presentar
efectos secundarios ga seria similar en los pacientes diabéticos peruanos con
las poblaciones de Lima, en el supuesto caso de que los individuos sanos de
Peru- Lima llegaran a desarrollar DMT2 en el futuro y reciban tratamiento con

metformina.

En las muestras de Puno (Uros, Taquile, Amantani) y Lima ciudad no se
presentaron genotipos AA (0.0%) por lo que la frecuencia de los genotipos
GG+AG fue de 100%. Mientras que los pacientes diabéticos (4.62%) y la
poblacion de Peru-Lima (1.2%) si presentaron genotipos AA, pero la frecuencia
fue baja a diferencia de las frecuencias de GA+GG que fueron 95.38% vy

98.8%, respectivamente para los pacientes y la poblacion de Peru-Lima.

Para complementar las investigaciones en el polimorfismo Val408Met en el gen
SLC22A1 en diabéticos peruanos en tratamiento de primera linea-metformina,
se necesitan realizar mas estudios con pacientes que responden al tratamiento
con metformina y con aquellos que no responden, ademas, con los que
presenten efectos secundarios gastrointestinales, para determinar si una copia
del alelo A, dos copias del alelo A o si cada genotipo (GG, GG, GA) modifica el

riesgo.
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En la presente investigacion a diferencia de otros estudios realizados, no se
diferencié entre pacientes diabéticos peruanos que si respondieron al
tratamiento con metformina y pacientes que no respondieron, por lo que aun no
se conoce la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo Val408Met de los
pacientes que no responden al tratamiento de primera linea-metformina y
tampoco se conoce si es significativamente diferente a las frecuencias alélicas
y genotipicas de los pacientes con buena respuesta, y si en caso lo fuera,

podria indicar una posible diferencia.

Es importante mencionar que en un estudio previo se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas Val408Met en el gen
SLC22A1 entre las poblaciones de Lima-ciudad y Puno-Taquile. Si bien en el
presente estudio los pacientes diabéticos se atendieron en el Hospital Nacional
Dos de Mayo, ciudad de Lima, no se conoce su ancestralidad, pero
probablemente presenten un componente amerindio alrededor del 70% para la
ciudad de Lima”, y en los resultados obtenidos las frecuencias alélicas y/o
genotipicas de los pacientes diabéticos presentan diferencias significativas con

Puno-Taquile y/o Puno-Uros, por lo que concuerda con el estudio previo'®.

Se plantea que las diferencias significativas en la frecuencia de los alelos y/o
genotipos poblacionales entre Lima y Puno concuerdan con la ancestria de
ambas subpoblaciones peruanas. La poblacion de Lima presenta un mayor
nivel de mestizaje (componentes caucasico, africano y/o asiatico) en
comparaciéon con la poblacion de Puno, con un componente nativo americano
mayor al 90%"°. Las diferencias en frecuencias alélicas y/o genotipicas entre
pacientes diabéticos de Lima y de Puno-Taquile, podrian configurar una
respuesta diferencial al tratamiento con metformina, pero deben realizarse mas

estudios para corroborar lo planteado.

Las frecuencias alélicas Val408Met en el gen SLC22A en los diabéticos en
tratamiento de primera linea-metformina fueron significativamente diferentes
(p<0.05) a las frecuencias de muestras poblacionales de Alemania, Corea,
Holanda, Colombia, Puerto Rico, africanos-estadounidenses y caucasicos-
estadounidenses®®’?. Mientras que las frecuencias alélicas de los pacientes

diabéticos peruanos en tratamiento de primera linea-metformina fueron
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similares a las de muestras poblacionales de México, India, Japdn y asiaticos-

estadounidenses*®"?,

El polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1 (OCT1) ha sido asociado a la
aparicion de efectos secundarios gastrointestinales en poblacion letona vy
debido a que OCT1 se expresa en los enterocitos se ha propuesto que las
variantes en el gen SLC22A1 que lo codifica pueden afectar la absorcion
intestinal de metformina lo que induce los efectos secundarios
gastrointestinales y ademas se ha propuesto como mecanismo de intolerancia
a la metformina el aumento local de las concentraciones de metformina en el
intestino’. También se propone que el SNP Val408Met tiende a disminuir la
expresion del ARNm de OCT1 en los enterocitos, o que conduce a una
disminucién de la absorcidon de metformina intestinal y esto genera su
acumulacion™. Aunque la fisiopatologia de la intolerancia gastrointestinal
inducida por metformina no esta definida, se ha propuesto que la acumulacion
de metformina en el intestino puede estimular la secrecidén intestinal de
serotonina y la malabsorcion de sales biliares'™ . La insercion de 8 pares de
bases (rs36056065) en el gen SLC22A1 (OCT1) también ha sido asociada
significativamente con la aparicion de efectos secundarios gastrointestinales en
poblacion letona, pero no se encontré asociacion con la delecion M420del ni
con el polimorfismo 181C>T (rs122083571)'". Mientras que en otras
poblaciones la delecién M420del y el polimorfismo 181C>T (rs122083571) si
han sido asociadas con la aparicibn de efectos secundarios
gastrointestinales™. Lo que demuestra los diferentes efectos que tienen las

variaciones genéticas del gen SLC22A1 en distintas poblaciones.

Se ha propuesto que las variantes del gen SLC22A1 (OCT1) disminuyen la
absorcion hepatica de metformina lo que conduciria a una menor respuesta a la
metformina, sin embargo, en un estudio in vitro, el polimorfismo Val40Met
mostré una absorcién normal de metformina’. Lo que concordaria con las
investigaciones realizadas sobre el polimorfismo Val408Met en poblacion irani,
caucasica y japonesa, las cuales demostraron que no habia asociacion entre

este polimorfismo y la respuesta a la metformina®®'°

. Sin embargo, en
pacientes diabéticos mexicanos en tratamiento con metformina, se encontrd

que el genotipo AA del polimorfismo Val408Met estuvo relacionado con un
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incremento en los niveles de A1C, es decir disminuyd la respuesta de los
pacientes diabéticos a metformina’. Lo contrario sucedi® en pacientes
diabéticos chinos Han en tratamiento con metformina que presentaron el
genotipo AA del polimorfismo Val408Met mostraron una reduccidn
significativamente mayor en A1C, en comparacion con los que presentaron los
otros genotipos®. Lo que indica que si bien los genotipos y alelos del
polimorfismo Val408Met no se han asociado con la respuesta a metformina en
algunas poblaciones, en otras poblaciones se han asociado con efectos

positivos y negativos sobre la respuesta a la metformina™.

Es necesario realizar mas estudios para comprobar si existe asociacién entre el
polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1 (OCT1) con la variacién de la
farmacocinética, respuesta a metformina y efectos secundarios
gastrointestinales en los pacientes diabéticos, por lo que existe la posibilidad de
que este polimorfismo pueda ser una variante farmacogenética util en la toma

de decisiones terapéuticas para los pacientes peruanos con DMT2.
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VII. CONCLUSIONES

. Las frecuencias genotipicas del polimorfismo Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1) de los pacientes estudiados DMT2 en tratamiento de
primera linea - metformina fueron 76.92 % para el genotipo homocigoto
silvestre (GG), 18.46 % para el genotipo heterocigoto (GA) y 4.62 % para

el genotipo homocigoto mutante (AA).

. Las frecuencias alélicas del polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1
(OCT1) de los pacientes estudiados con DMT2 en tratamiento de primera
linea - metformina fueron de 86.15% para el alelo G y 13.85% para el alelo
A.

. La comparacion de los pacientes con DMT2 en tratamiento de primera
linea - metformina con las muestras de Lima-ciudad, Lima-PEL (proyecto
1000 genomas), Puno-Uros, Puno-Taquile y Puno-Amantani, muestran
diferencias significativas con genotipos de Puno-Taquile (modelo
codominante, p=0.035; modelo dominante, p=0.008) y con los alelos de
Puno-Uros (p=0.047) y Puno-Taquile (p=0.004).
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VIll. RECOMENDACIONES

1.

Continuar la investigacion con el fin de determinar las frecuencias alélicas
y genotipicas del polimorfismo Val408Met en el gen SLC22A1 (OCT1) con
un mayor numero de muestras de pacientes diabéticos y de diferentes
regiones del Peru, clasificandolos en pacientes que respondieron y que no

respondieron al tratamiento.

. Estudiar la distribucién de otros polimorfismos en el gen SLC22A1 (OCT1)

que han sido asociados con la baja respuesta de los pacientes diabéticos
al tratamiento con metformina y a la aparicion de efectos secundarios
gastrointestinales en otras poblaciones del mundo. Todo ello con el fin de
determinar si existe una asociacion del polimorfismo Val408Met en el gen
SLC22A1 (OCT1).

Investigar otros polimorfismos en otros genes en pacientes peruanos con
diabetes mellitus tipo 2 en la primera linea de tratamiento, con una menor
respuesta de los pacientes al farmaco metformina y con la aparicién de

efectos secundarios gastrointestinales durante el tratamiento.
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IX. ANEXOS

IX.1 Anexo. Consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica
en Investigacion Médica del Hospital Nacional Dos de Mayo

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ALMACENAMIENTO DE
MUESTRAS DE HISOPADO BUCAL, PARA LA REALIZACION DE LA
TESIS DE INVESTIGACION TITULADA: "FRECUENCIA DEL
POLIMORFISMO MET420DEL EN EL GEN SLC22A1 Y SU IMPLICANCIA EN
EL TRATAMIENTO CON METFORMINA EN PACIENTES DIABETICOS DEL
HOSPITAL NACIONAL DOS DE MAYO ENTRE ENERO Y MARZO DEL

2019"
Usted es un pacients partenacienie al servicio de Endocrinclogia ded Mospital
Nacional Dos de Mayo, &l cual cumple con los o de inclusion descritos

en el presente estudio.

Se desea realizar otros estudios mas compietos con una amplia gama de
genes para determinar 1 relacién entre variaciones en estos con la respuesta a
far (Fam Q ica) en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2, con la
finalidad de fener una mejor comprension su influencia en el tratamiento de la
enfermedad y permitir la optimizacién del mismo, por lo que la muestra donada
serd almacenada en &l banco de muestras de ADN del laboratorio GENOBIDC
de la Facultad de Far ia y Bioquimica de la Uni idad Nacional Mayor de
San Marcos durante un ano, para los fines antes mencionados.,

Su participacion es confidencial, las muestras pasan a ser codificadas luego de
ser colectadas. Sus datos personales, asl como la muestra donada, tendrén un

codigo y no su nombre,

La donacién de su muestra no implica compensacion econdmica sobre los
posibles resultados derivados de esta i gacién, asl como ud tampoco
realizara ning(n pago por e procedimiento

DECLARACION

Yo, ,
identificado con DNI No. deciarc que he sido informado(a)

por el investigador acerca de mi participacién en el estudio, he tenido la
oportunidad de hacer las preguntas necesarias, estoy satisfecho (a) con las
explicaciones recibidas y doy voluntariamente m¥ consantimiento para:

1. Que mi muestra sea guardada en el banco de muestras de ADN del
laboratorio GENOBIDC de la Facultsd de Far la y Blog de ks
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, para ser utilizado en otros
estudios genéticos relacionados a susceptibilidad a enfermedades y a la

respuesta a fér (Farmacog mica) del tratamiento de I
Diabetes Mellitus Tipo 2.

st ]
No []

Firma:

Investigador que toma o Consentimiento
DNI

Firma:




