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RESUMEN

Introduccion: La obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2) constituyen problemas de
salud publica que condicionan al desarrollo de otros padecimientos, y son causas
principales de mortalidad. En la actualidad, México se sitia dentro de los primeros
lugares de prevalencia de ambas enfermedades. El farmaco de primera eleccion
para el tratamiento de DT2 es la metformina, su principal mecanismo de accién es
la inhibicion de la gluconeogénesis y de la lipogénesis, mientras que su
farmacocinética es facilitada por transportadores de la superfamilia de acarreadores

de solutos.

Justificacion: A la fecha, se ha documentado la variabilidad interindividual en la
farmacocinética de la metformina en poblacion mexicana, sin embargo, el abordaje
farmacogenético ha sido escasamente descrito. Entender la contribucion de los
factores genéticos a la farmacocinética y respuesta a la metformina, permitira el

avance de la medicina de precision en DT2.

Objetivo: Identificar las variantes en genes involucrados en el transporte de la
metformina, que se encuentran asociadas a la farmacocinética y la respuesta al

tratamiento en pacientes mexicanos.

Material y métodos: La poblacion adulta const6 de 968 adultos mestizos
mexicanos no relacionados, que forman parte del repositorio gnomAD, en quienes
se identificaron las variantes de un solo nucleétido (SNVs) con al menos 1% de
frecuencia, en los genes OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), OCT3 (SLC22A3),
PMAT (SLC29A4), MATE1 (SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2). Se llevé a cabo un
estudio de asociacion a descontrol glucémico en aquellos individuos tratados con
metformina. La distribucion y frecuencia de las variantes asociadas se analizé en
452 individuos de etnias indigenas de México. Los perfiles farmacocinéticos se
evaluaron en 30 nifios y adolescentes diagnosticados con DT2 u obesidad tratados
con metformina. La respuesta al tratamiento se definio con base al control
glucémico, de acuerdo al porcentaje de hemoglobina glucosilada (%HbA1c).
Aunado a esto, se evaluaron los niveles séricos de lactato y se correlacionaron con

la farmacocinética de la metformina. EI ADN se extrajo de sangre periférica y se



genotipificd por la técnica de TagMan. La concentracion del farmaco se obtuvo a
partir de sangre obtenida de punciones dactilares en distintos tiempos. La extraccion
del farmaco se realiz6 por cromatografia liquida de ultra-alto desempefio y su
cuantificacion se llevd a cabo por espectrometria de masas. El analisis de
asociacion genética se realizé por modelo de regresion generalizado. La implicacion
de las variantes asociadas sobre la funcion de los transportadores se evaluo in silico
a través de las plataformas Variant Effect Predictor (VEP), Human Splicing Finder
(HSF) y los softwares CHARMM y NAMD.

Resultados: Se encontraron 37 variantes con al menos 1% de frecuencia en los
genes OCT1, OCT2, OCT3, PMAT, MATE1 y MATE2-K. EIl analisis de asociacion
mostro a las SNVs rs622591/C de OCT1 y rs117483482/A de MATE2-K
involucradas en el descontrol glucémico. Los portadores homocigotos (CC) de la
SNV intronica rs622591 mostraron una disminucién de la concentracion plasmética
de metformina en dos horas. Por su parte, de acuerdo al ensayo in silico en HSF, la
SNV rs117483482 se ubica en un sitio de “enhancer de splicing”. Finalmente, el
cambio no sinénimo L125F de MATEL result6 enriquecido en la poblacién mexicana
y se asocio al incremento en la concentraciéon maxima (Cmax), de forma aditiva. El
analisis de la funcion in silico mostr6 que esta variante altera las interacciones entre

aminodcidos vecinos y la permeabilidad del transportador.

Conclusiones: La representacion de poblaciones latinas en los estudios de
farmacogenomica de las enfermedades metabdlicas resulta fundamental para
comprender como los individuos con ancestria amerindia responden a terapias
farmacoldgicas como la metformina. Este hecho impacta directamente en la salud
publica dada la susceptibilidad que estas poblaciones tienen de desarrollar
enfermedades metabdlicas, y de las diversas aplicaciones terapéuticas que tiene el
farmaco. Asimismo, incluir a la farmacocinética como el vinculo entre la genémica y
la respuesta a la metformina, puede enriquecer a la medicina de precision al refinar
los algoritmos de tratamiento a través de los ajustes de dosis, el monitoreo de los
efectos adversos en individuos susceptibles o incluso la sustitucion por alternativas

terapéuticas mas efectivas.



ABSTRACT

Introduction. Obesity and type 2 diabetes (T2D) are public health problems that
predispose to other comorbidities and are main causes of mortality. Nowadays,
Mexico is among the first places of prevalence of both conditions. The first choice
drug for T2D treatment is metformin, its main mechanism of action is
gluconeogenesis and lipogenesis inhibition, while its pharmacokinetics (PK) is

facilitated by solute carrier superfamily transporters.

Background. To date, metformin PKs interindividual variability has been
documented in Mexican population, however, pharmacogenetics approach has been
scarcely described. To understand genetic factors contribution to PK and metformin

response allows precision medicine advance on T2D.

Objective. To identify variants in genes involved on metformin transport that are
associated to PK and metformin response in Mexican patients.

Material and methods. The adult population consisted on 968 non-related Mexican
mestizos, that also belong to gnomAD repository, in whom SNVs (Single Nucleotide
Variants) with a distribution of at least 1% in OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2),
OCT3 (SLC22A3), PMAT (SLC29A4), MATE1 (SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2)
genes, were selected. An association study was carried out in those individuals
under metformin treatment. Associated variants distribution was analyzed in an
indigenous sample of 452 individuals of the most representative Mexican
Amerindian groups. PK profiles were evaluated in 30 children and adolescents
diagnosed with T2D or obesity and treated with metformin. Metformin response was
defined by glycemic control, according to glycated hemoglobin (%HbAlc). In
addition, serum lactate levels were correlated with metformin PK. DNA was extracted
from peripheral blood and genotyped by TagMan assay. PK was performed from
blood sampling by dactylar puncture. Metformin determination was carried out by
ultra-high performance liquid chromatography and mass spectrometry. Genetic
association to PK and glycemic control was analyzed by regression model. Impact

of associated variants on transporter function was evaluated in silico by Variant



Effect Predictor (VEP) and Human Splicing Finder (HSF) platforms, as well as
CHARMM and NAMD softwares.

Results. A total of 37 SNVs with at least 1% of frequency were found on OCT1,
OCT2, OCT3, PMAT, MATE1 and MATE2-K genes. Association analysis showed
that rs622591/C of OCT1 and rs117483482/A of MATE2-K were involved on
uncontrolled T2D. Homozygous carriers (CC) of intronic SNV rs622591 showed a
diminished metformin plasmatic concentration at 2 hours of its administration. On
the other hand, according to an in silico assay in HSF, the rs117483482 SNV is
located at an exonic splicing enhancer region of MATE2-K. Finally, the non-
synonymous change L125F of MATEL, resulted enriched in Mexican population
while in the PK analysis, it was associated to metformin maximum concentration
(Cmax) increase in an additive manner. The functional analysis in silico showed that
this variant alters interactions between neighboring amino acids and transporter

permeability.

Conclusions. Latin populations inclusion in pharmacogenomics studies of
metabolic diseases, is essential to understand how individuals of Amerindian
ancestry respond to pharmacological therapies like metformin. This fact impacts
directly on public health given the susceptibility of these populations to develop
metabolic diseases, and also because of the several therapeutic applications that
has been reported for this drug. Furthermore, including PK as the link between
genomics and metformin response can enrich precision medicine by refining
treatment algorithms through dose adjustments, monitoring of adverse effects in
susceptible individuals or even replacement by more effective therapeutic

alternatives.



INTRODUCCION

La obesidad y la diabetes constituyen patologias de salud publica, cuya prevalencia
global continla en aumento, al igual que el riesgo de sus comorbilidades. Se estima
que el 80% de las personas con DT2 viven en paises de ingresos bajos a medios?.
En 2018, en México se alcanzaron maximos histéricos en la prevalencia de estas
enfermedades en poblacién adulta e infantil. De acuerdo con la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2018, tres cuartas partes de la poblacién mayor
de 20 afios y mas del 35% de la poblacion de entre 5 y 19 afios padece sobrepeso
u obesidad?. La ENSANUT del 2018 identific6 que el 10.3% de la poblacion
mexicana adulta ya contaba con un diagnostico de DT2, sin embargo, aun falta por
adicionar a este dato, aquellos que aun no han sido diagnosticados con esta
enfermedad. De acuerdo al reporte 2019 de la Federacion Internacional de
Diabetes, México se encuentra dentro de los primeros diez lugares de paises con

diabetes sin diagnosticar?.

Fisiopatologia de la obesidad v la diabetes

La obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal
que puede ser perjudicial para la salud*, debido a que condiciona al desarrollo de
otras enfermedades cronicas no transmisibles como la DT2. Por su parte, la
diabetes se caracteriza por la alteracion en la secrecién de la hormona insulina por
las células p-pancreéticas, la resistencia a esta hormona, o una combinacion de
ambos signos®. Ambas enfermedades son de etiologia multifactorial por lo que el
componente genético aunado a un ambiente obesogénico, condicionan a su
desarrollo. De hecho, generalmente la DT2 es precedida por un estado de
sobrepeso (indice de masa corporal, IMC > 25 Kg/m?), asi como de prediabetes
(HbAlc 5.7 a < 6.5%)°. La falta de actividad fisica también aumenta el estrés sobre
las células p-pancreaticas, llevando a una disminucion progresiva en la secrecion
de insulina. Asi, la resistencia a la insulina (RI) se establece en varios érganos
simultineamente, siendo de los mas afectados el higado y el musculo®. En
condiciones fisioldgicas la union de la insulina a su receptor activa a la tirosin cinasa

del receptor de insulina y a la familia de sustratos del receptor de insulina,



particularmente a IRS1 e IRS2 (por sus siglas en inglés Insulin Receptor Substrate)
(Fig. 1). A su vez, estas proteinas activan moléculas de sefalizacién intracelular
entre las que se encuentran la cinasa 3 de fosfatidilinositol (PI3K por sus siglas en
inglés Phosphatidylinositol 3 Kinase). La PI3K promueve la traslocacion del
transportador de glucosa GLUT4 (por sus siglas en inglés Glucose Transporter 4) a
la membrana, lo que resulta en la captacion de glucosa en el musculo esquelético.
En condiciones patoldgicas, particularmente obesidad y diabetes, la via PI3K ha
sido comunmente asociada a RI. Se ha descrito que el incremento en la fosforilacion
de serina en las proteinas IRS inhibe la fosforilacién de tirosina, esto promueve la
degradacion proteasomal de la proteina’, y se favorece la RI®. Las causas por las
que existe un incremento en la fosforilacion de serina incluyen acumulacion de
lipidos, disfunciéon mitocondrial e inflamacién®. De hecho, se ha documentado que
la acumulacion lipidica, especificamente de colesterol, también puede alterar la
translocacion de GLUT42. Esto debido a que el exceso de colesterol en la membrana
plasmatica causa disrupcion de los filamentos de actina, esenciales para la
translocacion de GLUT48. En condiciones fisiolégicas la via encargada de regular
este mecanismo es conocida como dependiente de AMPK (por sus siglas en inglés
AMP-Activated Protein Kinase). La enzima AMPK se encarga de inhibir la sintesis
de lipidos, por lo que es elemental para mantener la adecuada captacion de glucosa

y evitar el estado de RI.
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Por otra parte, a través del analisis de los factores genéticos que influyen en el
desarrollo de la patologia metabdlica, se ha logrado estimar que la heredabilidad
del sobrepeso y la obesidad varia entre el 30 y el 70%, muy similar a la reportada
para DT2, sin embargo, aunque las variantes genéticas incrementan el riesgo a
padecer estas patologias, estas soOlo explican entre el 10 y el 20% de su
etiologial>0. Asimismo, se ha demostrado que la ancestria también juega un papel
importante en la predisposicion a padecer diabetes y obesidad. De hecho, se ha
descrito que la ancestria amerindia y africana confiere una mayor predisposicion a
padecer este tipo de patologias, y su inclusion en los estudios de asociacion ha
permitido explicar la alta tasa de incidencia de estas enfermedades en poblaciones
latinas!13. Asi, estudios amplios del genoma (GWAS por sus siglas en inglés
Genome-Wide Association Study) han revelado variantes propias de la poblacién
de origen amerindio, fuertemente asociadas a diabetes. En un reporte del 2014, se
identificd un haplotipo en el gen SLC16A11 que codifica para el transportador de
monocarboxilatos MCT11, el cual tiene una frecuencia del 30% en mexicanos e
incrementa el riesgo a desarrollar DT2 en un 25% por cada copia del alelo de
riesgo'*. En ensayos funcionales se ha descrito que variantes de este haplotipo
disminuyen la expresion del transportador en higado, alterando el metabolismo de
acidos grasos y lipidos?®®. Adicionalmente, se logré la identificacién de una variante
propia de la poblacibn mexicana (rs483353044), no sinénima (E508K) que se
localiza en el gen HNF1A (del inglés Hepatic Nuclear Factor 1 alpha), previamente
descrito como responsable de diabetes juvenil de inicio en la madurez, MODY3 (por
sus siglas Maturity Onset Diabetes of the Young)*6. Notablemente, E508K se asocid
con DT2, presentando uno de los ORs mas elevados (5.48) descritos hasta la fecha
para una enfermedad metabdlica de origen multifactorial. AUn mas, el analisis del
exoma también ha puesto en evidencia variantes de proteccion para DT2, como la
SNV de pérdida de funcion rs149483638 en el gen del Factor de crecimiento tipo
Insulina 2, (IGF2 por sus siglas Insulin-like Grow Factor), la cual se asocio con una
reduccion del 20% para el riesgo de DT2'’. Los estudios in vitro mostraron que la
variante reduce la expresion de la isoforma 2 de IGF2 en higado y tejido adiposo,

revelando un nuevo blanco terapéutico para el tratamiento de diabetes. Cabe hacer



énfasis que todas estas variantes han resultado con una alta frecuencia en
poblacibn mexicana, pero son raras O Se encuentran ausentes en otras

poblaciones??.

Abordaje terapéutico de la obesidad y la DT2

El abordaje terapéutico de las enfermedades cronico degenerativas inicia con
intervenciones en el estilo de vida, tales como incremento en la actividad fisica y
ajustes dietarios. Sin embargo, cuando el estadio de la enfermedad es avanzado,
se requieren de abordajes robustos que pueden ir desde tratamiento farmacologico
hasta intervenciones quirdrgicas. Los principales grupos farmacol6gicos para el
tratamiento de la hiperglucemia son las biguanidas, las sulfonilureas, los agonistas
del Receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARYy por sus siglas en
inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma) y los inhibidores de la a-
glucosidasa®®. En la tabla 1 se resumen el mecanismo de accion y los ejemplos de

estos grupos.

Tabla 1. Principales grupos de farmacos para el tratamiento de diabetes.

Grupo farmacolégico Mecanismo Ejemplos
Reducen la produccion
hepética de glucosa a través Fenformina®
Biguanidas de la supresion de la Buformina®
gluconeogénesis y la Metformina

activacion de la glucdlisis.
Incrementan la secrecion de
insulina en el pancreas por
union al receptor de

Glibenclamida

Sulfonilureas : Glimepirida
sulfonilureas en el canal de Glibizida
potasio sensible a ATP de las b
células B.
Incrementan la sensibilidad -
de las células a la insulina Pioglitazona
Agonistas de PPARYy L . . ' Rosiglitazona
Disminuyen la sintesis de o
L It Ciglitazona
acidos grasos y su captacion.
Retrasan el proceso de
absorcion de los Acarbosa
Inhibidores de la a- carbohidratos en el tracto Migitol
glucosidasa gastrointestinal a través de g
Voglibosa

inhibicion competitiva de la
enzima glucosidasa.
»En desuso por incremento de riesgo a acidosis lactica.




ANTECEDENTES

En México se calcula que de las personas diagnosticadas con DT2, un 67.1 % utiliza
farmacos de administracion oral? y el 8.8 % lo hace en combinacién con insulina®®.
Actualmente diversas guias de tratamiento, asi como la regulacion mexicana,
establecen como farmaco de primera eleccién la monoterapia con metformina®°. La
metformina es un derivado de la galegina, extracto inicialmente obtenido de la planta
Gallega oficcinalis?t. Este farmaco pertenece al grupo de las biguanidas y es
utilizado desde hace méas de 60 afios para la DT2, debido a sus ventajas sobre otras
terapias farmacolégicas. Entre estas ventajas se encuentra que su presentacion
farmacéutica comercial es oral, de costo accesible y el riesgo de producir
hipoglucemia es bajo?>?3. Adicionalmente, la metformina reduce el riesgo de
desarrollar comorbilidades asociadas al sobrepeso y a la resistencia a la insulina.
La metformina también es utilizada en otras patologias como el sindrome de ovario
poliquistico®*2?%, se sabe que es segura y eficaz en diabetes gestacional®®>?¢ y se
utiliza para prevenir ciertos tipos de cancer?’~?°, La metformina se absorbe
principalmente a nivel de intestino delgado, su biodisponibilidad es de alrededor del
55 + 16 % y se estima que entre el 20-30 % del farmaco se excreta sin ser

absorbido?!.

Esta amplia gama de utilidades clinicas puede explicarse a través de los efectos
pleiotropicos derivados de sus mecanismos de accién. Los estudios in vitro sefialan
que la inhibicion por metformina del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial, aumenta la relacion adenina monofosfato - adenina trifosfato (AMP:
ATP)?8:30-32 (Fig. 2). En el higado, esto resulta en la activacion de la cinasa AMPK
qgue incide sobre diversas vias, como en la regulacion negativa de la
gluconeogénesis, accion directamente correlacionada con el efecto
antihiperglucemiante de la metformina3l. Mas recientemente, en modelos in vivo se
ha demostrado que la metformina inhibe una enzima mitocondrial llamada
glicerofosfato deshidrogenasa (mGPD). En condiciones fisiol6gicas, mGDP ayuda
a que la lanzadera de glicerofosfato ingrese equivalentes reducidos (NADH por sus
siglas en inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide) del citoplasma a la mitocondria

(Fig. 2). Como consecuencia de la inhibicion de mGDP por metformina, hay un
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aumento de NADH citosoélico que suprime la gluconeogénesis por alteracion del
estado redox, y por otro lado, favorece la produccion de lactato, evento intimamente

relacionado con el efecto adverso letal de la metformina, la acidosis lactica33:34.

/ . Metformir% o Metformina

circulacion | Oral ( ]
portal captacion ® Metformina
hepética membrana Octl ~100%
“r hepatocito g aclaramiento
Y gluconeogenesis J renal
- l@
A Lactato Complejo |
J Produccién mitocondrial
hepatica de
yi°
glucosa /
Mpp

nM\MP

4 Lactato
Fosforilacion de los
mGED factores de
1~NADH

transcripcion CBP y e

CRTC2 . V¥ gluconeogénesis

¥ Produccién |
3  hepatica de glucosa ¢

N Plruvato

Figura 2. Mecanismos de accién de la metformina. Modificada de TMedWeb3°

Acidosis Lactica

La acidosis lactica asociada a metformina (MALA por sus siglas en inglés Metformin
Associated Lactic Acidosis), es una condicion que se relaciona con el uso crénico
de metformina y que deriva en el desbalance de la produccion de lactato y
alteraciones en el pH sistémico®¢. En México, no se conoce la incidencia de MALA
ya que ésta ha sido principalmente documentada en reportes de casos?337:38, En
otras poblaciones, su incidencia se ha descrito en un rango de 1.5 - 530 casos por
100,000 individuos3®#!, aunque la media se calcula en 10 casos por 100,000
individuos/afio*?. Si bien la incidencia de MALA no es elevada, el riesgo de
mortalidad asociada llega a ser hasta del 50%%. A la fecha, alin es controversial si
el lactato y el pH son indicadores de mortalidad adecuados en MALA®. Diversos
autores indican que existen otros factores de riesgo como insuficiencia hepatica o

renal, asi como un estado de sepsis*.
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Farmacocinética de la metformina

La metformina es una base hidrofilica que a pH fisiologico requiere de difusion
facilitada por transportadores para el ingreso y egreso de sus tejidos blanco. Estos
transportadores son proteinas de membrana que pertenecen a la superfamilia de
acarreadores de solutos (SLCs). La metformina es sustrato de los transportadores
de cationes organicos 1, 2 y 3 (OCT por sus siglas en inglés Organic Cation
Transporters), del Transportador de monoaminas de membrana plasméatica (PMAT,
por sus siglas en inglés Plasma Monoamine Transporter), y de las proteinas de
eflujo de multifarmacos y toxinas 1y 2 (MATE por sus siglas en inglés Multidrug and
Toxin Extrusion)?14445, Algunos estudios, sefialan a otros miembros de la familia
SLC que podrian estar involucrados en su difusion, tal es el caso del Transportador
organico de cationes/carnitina 1, (OCTN1 por sus siglas en inglés Carnitine/organic
cation transporter)?, y el Transportador de tiamina 2 THTR-2, (por sus siglas en
inglés Thiamine Transporter)#’, sin embargo su participacion en la farmacocinética

de la metformina, ha sido escasamente reportada.

El proceso de absorcion de metformina en los enterocitos es mediado en mayor
proporcion por PMAT (SLC29A4) y en menor por OCT3 (SLC22A3), mientras que
su paso a circulacién portal es llevado a cabo por OCT1 (SLC22A1)2%4445 (Fig. 3).
A nivel hepatico, OCT1 (SLC22A1) también media la incorporacion de la metformina
a la circulacion sistémica. La principal via de eliminacion de metformina es a través
del rifidn, el farmaco ingresa a este érgano por medio del transportador OCT2
(SLC22A2), y los principales encargados de la excrecién urinaria son MATE1
(SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2). Cabe sefialar que la proteina MATEL también
se expresa en los conductos biliares, pero hasta el momento esta en discusion si
participa en el eflujo de la metformina en este sitio, aunque algunos autores asi lo

han referido?s.

12



Intestino
delgado

Sangre

H
Enterocito o_-

Hepatocito

Célula
tubular

Figura 3. Transportadores involucrados en la farmacocinética de la
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El proceso ADME (por sus siglas Administracion, Distribucion, Metabolismo y
Excrecidén) de la metformina también se ve influenciado por la participacion de
variables fisiolégicas. En un estudio de farmacocinética poblacional en individuos
mexicanos con diabetes, se identificd que los parametros de masa corporal magra
y aclaramiento de creatinina influyen significativamente en los perfiles
farmacocinéticos®®. Recientemente, un estudio llevado a cabo en poblacién china
evalud la contribucion de la edad, el peso corporal, el IMC, la tasa de filtracion
glomerular (eGFR por sus siglas en inglés Estimated Glomerular Filtration Rate), asi
como de cuatro variantes genéticas: rs622342 de OCT1 (SLC22A1), rs316019 de
OCT2 (SLC22A2), rs2289669 y rs2252281 de MATE1l (SLC47Al), sobre la
farmacocinética poblacional. Los resultados mostraron que la eGFR impacta
significativamente a la PK de la metformina®l. De esta forma la salud renal y, en
particular el proceso de eliminacion, juegan un rol determinante en el

comportamiento farmacocinético de la metformina.

Farmacogenética de la metformina

A la fecha, se ha buscado identificar si variantes en los genes que codifican para
estos transportadores participan en alteraciones de la PK de la metformina, en la
funcién de los transportadores y en la respuesta o los efectos adversos del farmaco.
En la tabla 2 se muestran las SNVs reproduciblemente asociadas a estos

parametros en distintas poblaciones.
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la respuesta de la metformina en diversas poblaciones

GEN : L Poblacion .
. Variante Asociacion a : Referencia
(Proteina) de estudio
rs12208357 EU, AS, BR, 656
(181C>T 6 R61C) CEU
rs34130495 PK, funcion del
5 transportador, respuesta
SLC22A1 (1201G>A 6 G4019) P P EU. CEU 52,54,55,57,58
(OCT1) rs34059508 ’
(1393G>A 6 G465R)
rs628031 Respuesta, efectos AS. EU so61
(1222A>G 6 M408V) adversos ’
rs622342 A>C Intronica Respuesta EU, AFR 62,63
SLC22A2 , PK, funcion del EU, AS,AA, 656470
(OCT2) rs316019 (808G>T 6 A270S) transportador CEU
rs2289669 (G>A Intrénica) Respuesta AS, EU 60,71-74
rs8065082 (Intrénica C>T) EU, T2
PK, funcion del AA, CEU
SLC47A1| 152252281 (T>C promotor) transportador, respuesta AS -
(MATE1) -
rs35395280
G>T; C497S .
(r577474263) Funcién del transportador AAA\SCI\I/:TIlEJ 6
(373 C>T 6 L125F)
SLCA47A2 .
-l rs g- > , :
(MATE2-| rs12943590 (g-130G>A) F””C'°”£:S";L‘lnsst2°”ad°r' AA, CEU 77
K)

Tabla 2. Variantes de un solo nucledétido (SNVs) asociadas a alteraciones de la PK, la funcién del transportador o
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En un meta-analisis publicado en 2017 se analizaron 8 SNVs en los genes OCT1
(SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), OCTN1 (SLC22A4), MATE1 (SLC47A1) y MATE2-
K (SLC47A2) previamente asociadas a la respuesta a metformina en poblaciones
europeas, sin embargo, ninguna de las variantes mostré asociacion significativa.
Entre las causales que se discuten para explicar este resultado se encuentran el
tamafo de muestra, el posible tratamiento concomitante para otros padecimientos
y, posiblemente, que los estudios considerados incluyen individuos con diversas
ancestrias’®. Una de las SNVs estudiadas fue rs12208357 (R61C) en OCT1
(SLC22A1), que se documentd asociada a falta de respuesta a la metformina en
los individuos con presencia de cisteina en la posicién 61 de la proteina OCT1
(SLC22A1)%.

Tzvetkov y cols. en 2009 buscaron la correlacion de esta variante con parametros
farmacocinéticos de eliminacibn renal de metformina en hombres sanos
caucasicos®?. Se encontré que R61C, en combinacién con otras variantes del gen,
incrementa el aclaramiento renal. Un andlisis in silico donde se model6 la
conformacion tridimensional de la proteina, reveld que el efecto de R61C, ubicada
en el dominio topoldgico extracelular, es la disminucién de la afinidad de OCT1
(SLC22A1) al sustrato®>.

Otras variantes no sindnimas que han sido analizadas en OCT1 (SLC22A1) son
rs34130495 y rs34059508, sin embargo, su efecto en la PK de la metformina tiene
una reproducibilidad menor®>-7°, probablemente por su escasa frecuencia. Por otra
parte, la SNV intronica rs622342 A>C de OCT1 (SLC22A1) fue explorada en
diversas poblaciones. En un estudio que incluyé 102 individuos de los Paises Bajos,
mostré que el alelo C de esta variante disminuye 0.28% el valor de hemoglobina
glucosilada®?. Diez afios después, en un estudio en el que clasificaron a 127
egipcios adultos diabéticos como respondedores (HbA1c<7%) o no respondedores
(HbAlc=7%), se documentd que los homocigotos para la SNV ancestral (AA) de
esta misma variante, fueron 2.7 veces mas responsivos al tratamiento combinado
con metformina y glimepirida®3. En el 2020, dos estudios, uno en poblacién china y

otro en poblacion libanesa, buscaron la asociacién de rs622342 a PK y respuesta a
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metformina, respectivamente. El estudio de la PK en poblacion asiatica no mostré
asociacion significativa de la variante con el aclaramiento renal de la metformina®?.
Sin embargo, cuando se analizd la interaccion de esta SNV con otras dos variantes:
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en poblacion libanesa, se observo una disminucion de los
niveles de HbAlc en pacientes diabéticos en tratamiento combinado de metformina

y sulfonilurea, tanto a los 3 como a los 6 meses de tratamiento®.

Por otro lado, en el gen OCT2 (SLC22A2) la SNV rs316019 ha sido de las variantes
mas estudiadas. Los principales hallazgos correlacionan a esta variante con
alteracion de la eliminacién del farmaco® y como posiblemente dafiina en
predicciones in silico®>7°, sin embargo, aln existen resultados controversiales sobre

su participacion en la respuesta a la metformina5,54.79.80

Otro de los transportadores comunmente abordados para su estudio
farmacogenético es MATEL1 (SLC47Al). La variante intronica rs2289669 ha sido
ampliamente asociada a reduccion de los niveles de HbAlc en pacientes tratados
con metformina’-74. Controversialmente, esta variante en haplotipo con rs8065082
se ha asociado a una pobre respuesta al farmaco®. Por otro lado, rs2252281, una
SNV ubicada en regiéon promotora del gen, se ha correlacionado con una menor
area bajo la curva de glucosa (ABC), en individuos adultos sanos tratados con

metformina’®.

Farmacogenética de la metformina en poblacion latina

A la fecha la relacion entre las variantes en genes SLC y la PK de la metformina ha
sido escasamente estudiada en poblacion latina. En 2009 y 2011 se analizaron los
genes MATE1 (SLC47A1)"® y MATE2-K (SLC47A2)"" de 272 individuos, de los
cuales 68 fueron mexico-americanos. Interesantemente, una de seis variantes no
sindnimas (L125F) identificadas en el gen MATEL, se encontré presente en el 5.1%
de los mexico-americanos y casi ausente en otras poblaciones. Un andlisis in vitro
mostré que la variante L125F reduce el transporte de la metformina’®.
Posteriormente, un estudio realizado en un modelo de raton knockout para MATEL,
reveld6 acumulacion plasmatica de metformina y de lactato®!. En dicho estudio se

sugirio que tal comportamiento podria ser reproducible en homocigotos humanos
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con la variante L125F, y con otras variantes de MATE1 (G64D) y de MATE2-K
(G211V). Para comprobar esta hipotesis, los mismos autores midieron niveles de
metformina en plasma durante 9 horas en 48 individuos japoneses, sin embargo, la
ausencia de homocigotos limitd comprobar si la presencia de los SNVs de riesgo
incrementaban la concentracion plasmatica de metformina y de lactato en

humanos?.

Para el caso de MATE2-K (SLC47A2), ademas de la region codificante, se analizé
la region promotora del gen’’. De un total de 23 variantes, cuatro resultaron ser no
sinbnimas, cuatro se encontraron en la regién basal del promotor y seis fueron de
caracter intronico. De éstas, Unicamente cuatro se encontraron con una frecuencia
de mas del 1% en los 68 mexico-americanos analizados: g.—130G>A (rs12943590),
rs9900497, rs35263947 y rs12942065. De hecho, el andlisis de asociacion a
respuesta a metformina Unicamente fue llevado a cabo en poblacién caucasica y
afroamericana, por ser las poblaciones en quienes las variantes se encontraban
mayormente representadas. El analisis arroj6é que la variante g.—130G>A en region
promotora, se asocia de forma recesiva a una menor respuesta del farmaco. Por
otro lado, se llevé a cabo la modelacién de la estructura de MATE2-K (SLC47A2)
para evaluar el efecto de las variantes no sindnimas, el cual mostré que la variante
P162L, localizada en la hélice transmembranal cuatro (TM4), altera la estructura de
MATE2-K (SLC47A2) y su interaccién con el ligando””.

En el 2014, Yang P. y colaboradores analizaron variantes previamente reportadas
como asociadas a respuesta de metformina en 103 pacientes diabéticos residentes
de Argentina®. El estudio consisti6 en la identificacion de las variantes R61C
(rs12208357), P341L (rs2282143), M420del (rs35191146), G401S (rs34130495) y
G465R (rs34059508) del gen OCT1 (SLC22A1l1). Los parametros bioquimicos
evaluados fueron glucemia, niveles sanguineos de HbAlc, funcién hepatica y renal,
asi como el perfil lipidico. Los pacientes portadores de los alelos M420del y G465R
presentaron niveles significativamente mas elevados de HbAlc (p=0.0273 y
p=0,0018, respectivamente), por lo que se consideraron no respondedores al

tratamiento con metformina.
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Uno de los analisis mas extensos, en cuanto a numero de genes y variantes
analizadas, realizado en poblacion latinoamericana, fue el llevado a cabo por
Santoro A. y colaboradores en el 2018 %6, En este estudio se evalué la asociacién
de variantes previamente reportadas en la literatura con la PK de metformina en
individuos sanos mestizos de Brasil. La metodologia utilizada fue la de fenotipo
discordante extremo?®, en la que se comparan grupos con fenotipos opuestos de
acuerdo a una misma variable. Asi, construyeron un histograma de ABCo-4sh para
comparar a los individuos de las percentilas 20 de los extremos. En total se
analizaron 106 individuos en quienes se genotiparon 11 variantes en los genes
OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), MATE1l, MATE2-K (SLC47A2) y SP1. A
diferencia de lo previamente reportado en europeos, el analisis de asociacion
ajustado por ancestria y superficie de area corporal mostré6 que, en poblacién
brasilefia, la variante R61C (rs12208357) se asocia significativamente con menor
ABCash. Esto recalca la importancia en realizar estudios en poblaciones con distintas

ancestrias.

En el 2019, un estudio longitudinal analizé la correlacion de cinco variantes en los
genes SLC22A1, SLC22A2 y SLC47A1, y cambios en los niveles de glucosa y
%HbA1c en pacientes mexicanos con diabetes en monoterapia con metformina2:.
Los genotipos CC y AA de las variantes rs622342 y rs628031, respectivamente, del
gen OCTL1 (SLC22A1), se asociaron al incremento del porcentaje de hemoglobina
glucosilada a los 12 meses de seguimiento, por lo que estarian implicadas en el

descontrol glucémico.

Posteriormente, en el 2020 Menjivar M. y colaboradores analizaron 7 variantes
previamente reportadas, de los genes OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), MATE1
(SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2) en 256 individuos mexicanos con diabetes
tratados con metformina®. El parametro evaluado en este estudio fue control
glucémico (%HbAlc < 7). Interesantemente, 65.3% de la poblacion analizada se
encontré en descontrol glucémico, a pesar de estar bajo tratamiento con metformina
en monoterapia, combinada con alguna sulfonilurea o bien tratada con gliburida

(glibenclamida). El analisis de asociacion fue ajustado por IMC, sexo, edad, edad
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de diagnostico de DT2 y tratamiento farmacolégico. La delecion rs72552763 OCT1
(SLC22A1) se asoci6 a control glucémico, mientras que el genotipo heterocigoto de
la SNV rs622342 del mismo gen, se asoci0 a menores niveles plasmaticos de

glucosa y %HbAlc.

Recientemente, se llevo a cabo un analisis de asociacion genética a cambios en el
porcentaje de hemoglobina glucosilada en 100 pacientes diabéticos mexicanos
tratados con metformina®. En este estudio se utilizaron dos enfoques: GWAS y gen
candidato. Para el andlisis de gen candidato se analizaron un total de 86 genes que
han sido reportados en la literatura como asociados a PK o farmacodinamia, asi
como a respuesta a metformina. En lo que concierne a los transportadores SLC, la
variante rs2453580 del gen MATE1l (SLC47Al), mostré asociacion con la
disminucién de %HbAlc. De hecho, ésta y otras variantes se ingresaron a un
modelo de prediccién de HbAlc, encontrando a rs2453580 dentro de las que tienen

mayor impacto sobre el modelo®®.

A pesar de los esfuerzos realizados en la materia, las poblaciones latinas en los
estudios de gendémica y farmacogendémica, aun se encuentran subrepresentadas.
Esto limita identificar variantes exclusivas o0 mayormente distribuidas, en
poblaciones con ancestria amerindia, y por tanto evaluar su efecto en la respuesta
a farmacos de uso comun como la metformina. Lo anterior cobra mayor relevancia
dado que las poblaciones latinas son susceptibles de desarrollar enfermedades
metabdlicas, para las cuales la metformina es parte esencial del tratamiento. De ahi,
la importancia de realizar estudios de farmacogendmica en cohortes representativas
de pacientes con diabetes tratados con metformina, asi como considerar la
farmacocinética como pieza clave para para la comprension integral de la relacién

genotipo - fenotipo.

JUSTIFICACION

La obesidad y la diabetes son problemas de salud publica que afectan a la poblacion
mexicana infantil y adulta. Desde hace tiempo, México se encuentra entre los
primeros lugares de estas enfermedades a nivel global, y a la fecha su incidencia

continla en aumento. Las estrategias de abordaje de estas enfermedades
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metabdlicas incluyen cambios en el estiio de vida, asi como tratamiento
farmacoldgico. El farmaco de primera eleccion para DT2 es la metformina, sin
embargo, a la fecha se desconoce el nivel de éxito del tratamiento en pacientes
mexicanos. Por otro lado, en la practica clinica y en estudios de farmacocinética se
ha evidenciado la variabilidad en la respuesta a este farmaco en nuestra poblacion.
Es por esto que, evaluar la participacion de los factores genéticos que influyen sobre
la respuesta a la metformina en pacientes mexicanos ha cobrado mayor relevancia
en los ultimos afios, sin embargo, aun se requiere mayor evidencia. La
farmacogenética es una herramienta que conlleva al avance de la medicina de
precision. La incorporacion de esta herramienta permite identificar marcadores
genéticos que mejoren los algoritmos de tratamiento, asi como su respuesta,

disminuyendo o evitando los efectos adversos.

OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes en genes que codifican para transportadores de la metformina,
asociadas con la farmacocinética y la respuesta al tratamiento en pacientes

mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Conocer la frecuencia de las variantes en los genes OCT1 (SLC22A1),
OCT2 (SLC22A2), OCT3 (SLC22A3), PMAT (SLC29A4), MATE1l
(SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2), en individuos mexicanos.

. Determinar si la presencia de las variantes se asocia con la
farmacocinética de la metformina y la respuesta al tratamiento.

. Determinar si las variantes afectan la estructura y el funcionamiento de la
proteina in silico y si éstas se asocian con la respuesta al farmaco.

. Caracterizar las variantes implicadas en fenotipos extremos relacionados

con la farmacocinética y respuesta a la metformina.
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METODOLOGIA

Estrategia general

A partir de la poblacion de SIGMA DMS1 conformada por 968 adultos mestizos
mexicanos previamente reclutados, de quienes se cuenta con exoma, seroteca e
historia clinica, se identificaron las SNVs con al menos 1% de frecuencia en los
genes OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), OCT3 (SLC22A3), PMAT (SLC29A4),
MATEL1 (SLC47Al1) y MATE2-K (SLC47A2). De acuerdo con su frecuencia, su
asociacion a descontrol glucémico y su posible efecto funcional, se genotiparon
SNVs dirigidamente en una poblacion independiente de 452 individuos indigenas
adultos, con el objetivo de conocer su distribucién en poblacién nativa. Para conocer
si existe asociacion de las variantes seleccionadas con la PK de la metformina, se
genotipd una poblacion pediatrica, a la cual se le realizé una cinética de 24 h de las
concentraciones plasmaticas del farmaco y de 4 h para medir lactatemia. Las SNVs
asociadas a la alteracion de la PK se ingresaron a ensayos in silico con el objetivo
de conocer la implicacion en el fenotipo y a aguellas no sinénimas, se les realizé un

ensayo de dinamica molecular (Fig.4).

Tipo de estudio

El estudio es de caracter analitico, porque se evalia como variable independiente
la presencia de SNVs y su posible relacion causal con variables dependientes, tales
como el descontrol glucémico, las concentraciones plasmaticas de metformina y la
lactatemia. La asociacion a descontrol glucémico en adultos fue de caracter
observacional, transversal y retrospectiva, y el estudio de los parametros
farmacocinéticos y de lactatemia fue de tipo clinico, controlado, prospectivo y

longitudinal.

Lugar de estudio

La extraccion de DNA y el andlisis gendmico, se realiz6 en el laboratorio de
Inmunogenomica y Enfermedades Metabdlicas del Instituto Nacional de Medicina
Genomica, SS, (INMEGEN).

22
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Figura 4. Diagrama de la estrategia general del proyecto.
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Los nifios y adolescentes fueron captados en el Servicio de Endocrinologia del
Instituto Nacional de Pediatria, SS, (INP), donde se realiz6 la farmacocinética, las
historias clinicas y los estudios bioquimicos de la poblacién pediétrica.

Poblacién de estudio

Adultos: Individuos mexicanos mestizos (MEZ) y amerindios (AM) no relacionados,
de poblacién voluntaria de distintas entidades del pais, enrolados en la cohorte
SIGMA DMS1% y en la cohorte MAIS®, respectivamente, de los que se contaba

previamente con exoma (MEZ), historias clinicas y seroteca.

Nifilos y adolescentes: Pacientes mexicanos de entre 5y 17 afios, con diagndstico
de sobrepeso, obesidad, DT2 o sindrome metabdlico captados en el INP, tratados
con metformina o candidatos a tomarla y que firmaron la carta de consentimiento o

asentimiento informado.

Tamaio de la muestra

El tipo de muestreo fue a conveniencia dadas las siguientes consideraciones. En la
poblacién MEZ integrada por 968 individuos, Unicamente 199 pacientes con DT2
referenciaron la toma de metformina. Aunado a esto, la prevalencia de DT2 en
poblaciéon pediatrica, si bien ha incrementado®®, aln es baja y se encuentra
subdiagnosticada. Lo anterior limita la posibilidad de hacer un calculo basado en

individuos tratados con metformina en control/descontrol glucémico.

Variables de estudio

Las variables dependientes analizadas en este proyecto fueron:

e Control glucémico: La Norma Oficial Mexicana NOM, NOM-015-SSA2-2010,
para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus?°, en el
numeral 3.10 establece que un caso en control se define como el paciente
bajo tratamiento en el Sistema Nacional de Salud, que presenta de manera
regular, niveles de glucemia plasmética en ayuno de entre 70 y 130 mg/dL o
de hemoglobina glucosilada (HbA1c) por debajo de 7%.

o Determinaciones de lactato. El inserto del dispositivo utilizado para evaluar

lactato, Accutrend Plus metering device (Roche Products, Roche Diagnostics
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Division, United Kingdom), establece un intervalo de referencia de lactato en
plasma de entre 4.5 —19.8 mg/dL o (0.5 y 2 mmol/L).

e Concentracibn maxima de metformina plasmatica: En la literatura se reporta
que con la administracion de 500 mg de metformina cada 12 horas por dia o
1 g dosis Unica en un dia, se alcanza una Cmax de metformina de 3.25

ng/mL%°, equivalente a 3250 pg/L.

Consideraciones éticas

Este estudio se llevd a cabo con estricta adherencia a los principios éticos
enunciados en la Declaracion de Helsinki y las directrices de CONSORT,
http://www.consortstatement.org/consort-2010. Todos los participantes
proporcionaron un consentimiento informado por escrito. En el caso de los nifios,
los padres proporcionaron consentimiento por escrito y los nifios un asentimiento.
Los comités locales de ética e investigacion de las instituciones participantes
aprobaron este estudio que lleva a cabo el siguiente nUmero de registro, por el
Comité de Investigacion (17Cl09003109), Comité de Etica (Conbioetica-09-CEl-
025-20161215) y Comité de Bioseguridad (17CB09003143), el nimero de registro
internacional es IRBO0O008064.

Criterios de inclusién

Pacientes con prescripcion de metformina en monoterapia o0 combinada o pacientes
candidatos a recibirla que firmaron un consentimiento informado u otorgaron su

asentimiento.

Criterios de exclusiéon

Pacientes con antecedentes de toxicomanias, alteraciones hepaticas o renales
graves, cancer, ovario poliquistico, VDRL, hepatitis o VIH positivos, embarazo
confirmado, lactancia, o cuya condicion clinica esté causada por algun sindrome
genético, 0 secundaria a tratamiento farmacoldgico. También se excluyeron

individuos transfundidos en los ultimos tres meses.
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Criterios de eliminacion

Pacientes cuyas muestras fueron insuficientes o de calidad inadecuada para
caracterizar la farmacocinética o los genes candidato; asi como aquellos que

decidieron abandonar voluntariamente el estudio en cualquier etapa.

Abordaje de gen candidato

La seleccion de los genes que codifican para los transportadores de metformina se
llevd a cabo por medio de revision de la literatura*>4°. Se evaluaron criterios como
numero de referencias de estudios publicados, érganos blanco de la metformina®' y
datos de expresion génica de repositorios®?94. Los genes seleccionados se
analizaron en el exoma de la poblacion MEZ, correspondientes a la cohorte SIGMA
DMSL1. Las variantes candidatas derivadas de este analisis se validaron en una
muestra al azar de la cohorte MEZ y se analizaron dirigidamente en las cohortes

MAIS y en la pediatrica.

Extraccion de ADN, genotipificacidon y secuenciacion

El ADN se obtuvo de sangre periférica de los pacientes por medio del kit de
extraccion de QIAGEN®, y se genotipificé por la técnica de TagMan, de acuerdo a
las especificaciones de los proveedores. La secuenciacion del exoma se realiz6 por
tecnologia de nueva generacion en equipo NextSeq 500, y la validacién se llevé a

cabo por secuenciacién Sanger.

Cuantificacién de metformina

La concentracion del farmaco se obtuvo en la cohorte PED a partir de sangre
obtenida de punciones dactilares depositadas en papel filtro, previo a la toma oral
de 500 mg de metforminayalas 1.502,3 04, 8, 12y 24 horas. Los participantes
tomaron un refrigerio entre la segunda y la tercera hora de haber iniciado el estudio
en ayuno, o antes en caso necesario. Los individuos que no completaron al menos
tres determinaciones de metformina, fueron considerados solo para la
genotipificacion. La extraccion del farmaco se realiz6 a partir de metodologia

previamente estandarizada® por precipitacion directa con acetonitrilo y metanol a
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través de cromatografia liquida de ultra-alto desempefio y su cuantificacion se llevo

a cabo por espectrometria de masas.

Determinaciones de lactato

Las mediciones de lactato en adultos se realizaron en 96 muestras de plasma
crioconservado, seleccionadas al azar de la cohorte MEZ. Estas comprendieron
individuos sin tratamiento antihiperglucemiante, pacientes con DT2 en monoterapia
con metformina y pacientes con DT2 en tratamiento combinado. Los niveles de
lactato en PED se obtuvieron de la puncion dactilar, a las 0 y 2 h después de la
administracion de metformina, utilizando el dispositivo Accutrend Plus (Roche
Products, Roche Diagnostics Division, Reino Unido). Debido a que los niveles de
lactato pueden cambiar si se interrumpe el ayuno, los pacientes que requirieron
alimentacion antes de la segunda determinacién de lactato se consideraron solo

para los perfiles de genotipificacion o de PK.

Ensayos de funcionalidad in silico

Los ensayos de funcionalidad in silico fueron realizados en las plataformas Variant
Effect Predictor (VEP)®, Human Splicing Finder (HSP)?’, I-TASSER®, asi como los
softwares Visual Molecular Dynamics®®, CHARMM1% NAMD¥! VEGA zZz102.103 y
CARMA.

Ensayo de dindmica molecular

Para este estudio se utilizaron los residuos 29 al 470 de la secuencia de uniprot
(Q96FL8), esto en virtud de que, de acuerdo a estudios experimentales de la
estructura de MATEL, las primeras 12 hélices transmembranales constituyen el
nucleo funcionall®. La secuencia propuesta fue utilizada para realizar el modelo de
la estructura 3D mediante el Servidor I-TASSER. Después se modeld la estructura
de la proteina mutada (Leul25Phe) con el software VMD v.1.9 y el resultado de la
prediccion de I-TASSER. A partir de las dos estructuras nativa y mutada se llevaron
a cabo dos simulaciones de Dinamica Molecular (DM) con representacion explicita
de los atomos para proteinas, la membrana de bicapa lipidica (POPC), el agua y los

iones. Para la simulacion del campo de fuerza se utilizé CHARMM v.40, mientras
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que, para las condiciones de limite periddicas, se consideraron el método de Malla
de particulas de Ewald (del inglés: particle mesh Ewald method) y un punto de corte
de 14 Amstrongs cronometrado a 2 fentosegundos (fs), el software utilizado fue
NAMD v.3.13. ElI ensamble NPT (numero molecular, temperatura y presion
constantes) se mantuvo con el termostato Langevin (300 Kelvins) y un barostato de
piston Langevin (1 atmésfera). Para cada modelo, el sistema se sometié a
minimizaciones de energia de los diferentes componentes, este procedimiento fue
seguido de un proceso de estabilizaciéon durante 5 ns y la simulacién continua
durante 100 ns sin restricciones. Se utilizaron curvas de energia potencial para
determinar la configuracién en el analisis de interacciones en forma de T. Las
visualizaciones y los andlisis se hicieron utilizando programas de dinamica
molecular visual (VMD, por sus siglas Visual Molecular Dynamics)!% y herramientas
de modelaje molecular Vega ZZ v.3.21%%2, CARMA v.1.7 y R Studio. La desviacion
estandar de la distribucion del agua en la DM se utilizd como una estimacion

aproximada del tamafio del transportador dentro de la bicapa lipidica.

Analisis estadistico

Se realizo estadistica descriptiva de los datos antropométricos y los parametros
bioquimicos en las poblaciones de estudio, utilizando como parametros estadisticos
la media y la desviacién estandar. Las diferencias entre grupos se determinaron con
la prueba no paramétrica de Wilcoxon, por medio del programa R Studio. El
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se confirmd con un valor P> 0.05. El andlisis
de asociacion a descontrol glucémico se realizé con andlisis de regresién logistica,
mientras que para el estudio de asociacion a PK y lactatemia se llevé a cabo
regresion lineal. Los andlisis se ajustaron por las covariables de confusién: sexo,
edad, afios de diagndstico, tratamiento combinado y ancestria, en adultos; asi
como: sexo, edad y diagndstico de sobrepeso, en nifios. El intervalo de confianza
fue del 95%. El programa utilizado para las asociaciones fue PLINK v.1.07. La PK
se determind desde un enfoque poblacional, mediante el modelo no lineal de efectos

mixtos.
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RESULTADOS

La poblacion fue conformada de 1420 adultos, 968 individuos MEZ pertenecientes
a la cohorte SIGMA DMS18’ e incluidos en la base de datos gnomAD%, y 452
amerindios mexicanos (AM) pertenecientes a la cohorte MAIS®® (del inglés
Metabolic Analysis in an Indigenous Sample). La cohorte MAIS incluy6 a individuos
pertenecientes a las etnias mas representativas de las regiones norte centro, sury
sureste de Meéxico (Tarahumara, Otomi, N&huatl, Zapoteca y Maya). Las
caracteristicas de las cohortes se muestran en la tabla 3. Ademas, en una cohorte
de 30 nifios y adolescentes con diagnéstico de obesidad o DT2 pertenecientes a la
cohorte PED’, se evaluaron de efectos adversos y la farmacocinética. Las

caracteristicas generales de los pacientes PED se muestran en la tabla 3.

Para el analisis de asociacidon a descontrol glucémico se consideraron a los
individuos de la poblacion MEZ que estuvieran en tratamiento con metformina en
monoterapia 0 combinada (n=199). Las caracteristicas de estos individuos
estratificados por descontrol glucémico se describen en la tabla 4. EI descontrol
glucémico se defini6 como variable dicotbmica, de acuerdo al porcentaje de
hemoglobina glucosilada (%HbALc). El punto de corte para individuos diabéticos en
control glucémico fue HbAlc < 7%. De manera relevante, el 71.9% de los individuos
tratados con metformina en la poblacion MEZ se encontraron en descontrol
glucémico (%HbA1c=7), siendo mayor en las mujeres (75%). Asimismo, entre
individuos en control y descontrol glucémico se mostraron diferencias significativas
entre los afos de diagnéstico, IMC, circunferencia de cintura y colesterol total
(p<.0.05).
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Tabla 3. Caracteristicas generales de las poblaciones MEZ, AM y PED

MEZ n=968

AM n=452

PED n=30

Mujeres (%)

Hombres (%)

681 (70.4%)
287 (29.6%)

327 (72.3%)
125 (27.7%)

11 (36.7%)
19 (63.3%)

Edad (afios) 54+9.8 50 £ 16 13+£2.6
IMC (Kg/m?) 285+5 28.3+4.8 28.1+45
Glucosa (mg/dL) 1252 +61.4 106 +51.3 126.1 +69.4
HbAlc (%) 82+26 8.7+26 6.5+25
TAS (mmHg) 128.9 +21.8 128.2+22.1

TAD (mmHg) 76.1+11.3 748+11.9

Colesterol (mg/dL) 201.1 £43.8 178.1 £ 36.8

HDL (mg/dL) 42.4+12 39.8+12.2

Triacilglicéridos (mg/dL) 203.7 £129.3 198.5+120.8

IMC: indice de masa corporal, HbAlc: Hemoglobina glucosilada, TAS: Tension

arterial sistolica, TAD: Tension arterial diastélica. HDL: High density lipoprotein.
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Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion MEZ tratada con metformina

estratificada por control /descontrol glucémico

HbAlc<7% HbA1c>7% p
Mujeres %(n) 25 (34) 75 (102)
>0.05
Hombres %(n) 35 (22) 65 (41)
Edad (afios) 58 £13.3 58 £10.5 =0.05
Afos de
. o 6.8+6.3 9.7+75 0.006
diagndstico
IMC (Kg/m?) 309+73 28.3+5.3 0.009
TAS (mmHg) 134.7 + 25.6 131.4 +19.3 >0.05
TAD (mmHg) 76 +9.5 76.6 £ 10.6 >0.05
Glucemia (mg/dL) 105.6 £ 23.3 160.2 + 62.9 1.32 x101t
HbAlc (%) 6.3 +0.45 9.8+2.2 2.20 x10°16
Triglicéridos
189.9 £+ 97 214.3+128.8 >0.05
(mg/dL)
Colesterol (mg/dL) 178.7 + 33.9 196.5+42.4 0.006
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
HDL (mg/dL) >0.05
329+83 402+78 36+9.2 421+99
_ 0.04
Cintura (cm) 98.6+9.2 1029+17.9 983+95 96.6+12.2 _
(mujeres)

Los valores de los parametros estan dados en media * desviacién estandar. Los

valores de p fueron analizados por la prueba de Wilcoxon.
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Analisis de asociacion a descontrol glucémico

Las variantes encontradas en MEZ se ingresaron a un analisis de asociacion a
descontrol glucémico ajustando por las covariables sexo, edad, afios de
diagndstico, tratamiento combinado y ancestria. Las SNVs rs622591 y rs117483482

resultaron significativamente asociadas.

La SNV rs622591 en OCT1 (SLC22A1), es un cambio de citosina por timina ubicado
en elintron 11 del gen. El alelo C, reportado como ancestral y el de mayor frecuencia
a nivel global, resulté asociado a riesgo de descontrol glucémico (HbA1c = 7%,
OR=1.838, IC[1.084 - 3.116], p=0.0238). Esta variante se encontro en el 47% de la
poblacién MEZ. El analisis en las plataformas PLINK v.1.07, VEP y HSP no sugirié
un mecanismo de participacion de rs622591 sobre el desequilibrio de ligamiento, la
funcion del transportador o la alteracién del corte y el empalme. Por otro lado, la
SNV intrénica rs117483482 de MATE2-K (SLC47A2), que representa un cambio de
una G por una A, se asocio con riesgo de descontrol glucémico en la poblacion MEZ
(OR= 4.087, 1C[1.216-13.73], p= 0.0228). Esta SNV se encuentra con una
distribuciéon a nivel mundial de 2.8%, mientras que, en la poblacion de MEZ, se
encontré con una frecuencia 2.5 veces mayor (7.1%), s6lo por debajo de la
poblacion asiatica del Proyecto 1000 Genomas (9.9%). El analisis de funcién in
silico en la plataforma HSP reveldé que el alelo rs117483482/A, asociado con
descontrol glucémico en pacientes tratados con metformina, se ubica en un motivo
de “Enhancer de Splicing Exénico” (ESE por sus siglas en inglés) en el intron 1 del
gen (Fig. 5).

Seleccién de variantes con alta frecuencia en la poblacibn mexicana

El andlisis del exoma de los genes OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), OCT3
(SLC22A3), PMAT (SLC29A4), MATE1 (SLC47A1) y MATE2-K (SLC47A2) en 968

individuos MEZ, permitio la identificacion de un total de 37 variantes de un solo
nucledtido con al menos 1% de frecuencia (Tabla 5). La comparacion de la
distribucion de las 37 SNVs con las del proyecto 1000 genomas derivd en la
identificacion de dos variantes frecuentes en la poblacion mexicana que son raras

o nulas en otras poblaciones. Las SNVs que cumplieron estos criterios fueron dos:
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una no sindnima y una sinbnima, ambas en MATEL (rs77474263 C>T y rs16960203
C>T) con una frecuencia del 16 y 12%, respectivamente. De éstas, rs77474263 C>T
en MATE1 cobré especial relevancia, ya que ademas de que representa un cambio
no sinénimo del aminoacido leucina por fenilalanina en la posicion 125 (L125F) de
la proteina MATE1, tiene una distribucion a nivel global practicamente nula (tabla
5).
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Figura 5. Analisis realizado en la plataforma Human Splicing Finder.

La variante rs117483482 G>A del gen MATE2-K (SLC47A2) se ubica en una
region de Enhancer de Splicing Exénico (ESE Motif).
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Tabla 5. SNVs con MAF 2 1% en los transportadores de metformina.

MAF MAF
GEN D Alelo (MEZ) | (1000 genomas)
rs622591 T 0.47 0.35
rs1867351 C 0.41 0.28
rs4646272 G 0.40 0.20
rs2297374 T 0.17 0.39
rs683369 G 0.05 0.12
(SLOCCZEM) rs7762846 T 0.05 0.09
rs45584532 T 0.05 0.09
rs9457843 T 0.04 0.09
rs41267797 A 0.03 0.07
rs36107168 T 0.03 0.06
rs12208357 T 0.01 0.02
rs624249 A 0.12 0.26
OCT2 rs316003 C 0.07 0.31
(SLC22A2) rs2774230 G 0.07 0.27
rs316019 A 0.04 0.14
rs2292334 G 0.41 0.31
0CT3 rs668871 T 0.34 0.43
rs555754 A 0.34 0.43
(SLC22A3)
rs2457574 A 0.14 0.47
var_6_160857775| T 0.02
rs12777 G 0.02 0.04
rs272879 C 0.29 0.33
OCTN1 rs272893 T 0.29 0.32
(SLC22A4) rs1050152 T 0.14 0.24
rs11568506 A 0.03 0.02
rs2304081 A 0.02 0.07
rs59119551 T 0.34 0.30
rs6950111 C 0.18 0.29
rs34551990 G 0.14 0.18
(SI_PCI\:/IZAS;;4) rs6946155 G 0.14 0.17
rs181930968 T 0.04 0.01
rs11761173 T 0.02 0.02
rs149588788 T 0.02 0.02
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Tabla 5 (continuacion). SNVs con MAF 2 1% en los transportadores de

metformina.
MAF MAF
GEN D Alelo (MEZ) | (1000 genomas)
rs2247436 A 0.23 0.21
MATE1 rs77474263* T 0.16 0.01
(SLC47A1) rs2247437 C 0.16 0.18
rs16960203* T 0.12 0.02
rs4925042 G 0.47 0.57
rs4924792 T 0.38 0.36
MATE2-K rs35263947 T 0.37 0.29
(SLC47A2) rs12942065 C 0.19 0.2
rs117483482* A 0.07 0.03
rs34169093 T 0.01 0.06
THTR2 rs73997321 A 0.01 0.04
(SLC19A3) | var_2_228560839 | G 0.02

*SNVs con frecuencia de mas del doble en la poblacion de estudio que en la de

referencia.



Anélisis de distribucién de frecuencia en poblacién amerindia.

Las SNVs asociadas a descontrol glucémico rs622591 y rs117483482, junto con
L125F de MATEL, se genotiparon dirigidamente en 452 muestras de las etnias mas
representativas del pais (Tarahumara, Otomi, Nahuatl, Zapoteca y Maya),
pertenecientes a la cohorte MAIS. El andlisis de estas variantes en indigenas reveld
que rs622591/C OCT1 (SLC22A1), tiene una frecuencia similar entre las
poblaciones AM y MEZ (46.1 vs 47%) y rs117483482/A MATE2-K (SLC47A2)
presenta una frecuencia ligeramente mayor en AM que en MEZ (9.9 vs 7%). Por su
parte, L125F de MATEL (SLC47A1) mostro una frecuencia 2.25 veces mayor en AM
que en MEZ (27 vs 12%) vy, sin contar a las poblaciones latinas del Proyecto 1000
Genomas, esta variante es practicamente nula en el resto del mundo. Finalmente,
estratificando por etnia, el grupo maya presentd la mayor distribucion de L125F
reportada hasta la fecha (34%) (Fig. 6). Notablemente, por primera vez en el mundo
se reportan homocigotos para el alelo T de L125F MATE, los cuales se encontraron
tanto en la poblaciéon MEZ como en la poblacion AM (3.3 y 8.9%, respectivamente).

Andlisis de asociacion a farmacocinética

Las tres variantes de interés, rs622591 de OCT1 (SLC22A1), rs77474263 de
MATE1 (L125F) y rs117483482 de MATE2-K (SLC47A2), se ingresaron a un
analisis de asociacién a concentraciones plasmaticas de metformina en 2 y 4 horas,
en la poblacion pediatrica. Se ajustaron por las covariables de confusion: sexo, edad
y diagnaostico de sobrepeso. La forma homocigota CC de la SNV intronica rs622591
de OCT1 (SLC22A1) se asocié con la reduccion de los niveles plasmaticos de
metformina a las 2 horas de la administracion del farmaco (=-274.1 ng/mL, IC|-
485.1 a -63.19], p= 0.027) (Fig. 7). Por su parte, la variante L125F se asoci6 a
incremento de los niveles plasmaticos del farmaco en ese mismo intervalo de tiempo
(B= 373.3 ng/mL, IC[45.4 a 701.2], p=0.045) (Fig. 8). El analisis de la PK en una
paciente homocigota para esta variante, revelo un efecto aditivo de la SNV L125F
sobre la concentracion maxima (Cmax) del farmaco en plasma. Por otro lado, la
SNV rs117483482 de MATEZ2-K (SLC47A2) no mostr6 asociacion a la alteracion de

los niveles plasmaticos del farmaco en estado heterocigoto (Fig. 9). Cabe aclarar
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gue en la cohorte pediatrica no se encontraron individuos homocigotos para el alelo

menor de esta variante.

EUR (0%)

EAS (0%) TAR (11.9%)

070 (32.5%) /.
.\ LAT (13.9%)
AFR (0%) NAH (32,9%)/ ‘
ZAP (21.3%)
MAY (34%)

Figura 6. Distribucién mundial de la variante L125F MATEL (rs77474263C> T).
Los pasteles color azul y naranja muestran las frecuencias de la SNV
encontradas en poblaciones mestiza (MEZ), Tarahumara (TAR), Otomi (OTO),
Zapoteca (ZAP), Nahuatl (NAH) y Maya (MAY). Los graficos en escala de
grises muestran las frecuencias alélicas en Europa (EUR), en poblaciones
africanas (AFR), de Asia oriental (EAS) y de América Latina (LAT), extraidas
de la base de datos gnomAD. Los porcentajes entre paréntesis representan
el alelo de menor frecuencia del SNV.
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Figura 7. Curva de metformina plasmatica en 24 horas en poblacién
pediatrica, de acuerdo al genotipo rs622591 C>T de OCT1 (SLC22A1).
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Figura 8. Curva de metformina plasmatica en 24 horas en poblacién
pediatrica, de acuerdo al genotipo rs77474263 C>T MATE1 (L125F).
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Figura 9. Curva de metformina plasmatica en 24 horas en poblacion
pediatrica, de acuerdo al genotipo rs117483482 G>A MATE2-K (SLC47A2).
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Analisis de asociacion a hiperlactatemia

En la poblacion MEZ se midieron los niveles de lactato en plasma crioconservado
en una submuestra de 96 individuos. Este grupo se conformé por 49 individuos no
diabéticos sin tratamiento farmacoldgico y 40 individuos diabéticos en monoterapia
con metformina. El resto (n=7), no fueron considerados para el analisis debido a que
se encontraban en terapia combinada. Los resultados mostraron una mayor
concentracion media de lactato (29.1 + 11.71 mg/dL) en los pacientes tratados,
comparado con los individuos sin tratamiento (16.3 + 10.2 mg/dL), (p<0.05). El
analisis de regresion lineal revel6 que ninguna de las variantes estudiadas se asocié

significativamente a hiperlactatemia (p > 0.05).

Adicionalmente, se midieron los niveles de lactatemia en la poblacién PED, antes y
dos horas después de la toma oral de metformina. El analisis de asociacion mostrd
una tendencia en la asociacion de las SNVs rs622591 C>T de OCT1 (SLC22A1) y
rs77474263 C>T (L125F) de MATEL1 con el incremento de lactato a las dos horas
de la administracion de metformina (p=0.07). Interesantemente, la Unica paciente
homocigota para la variante L125F MATEL, mostré los niveles de lactato mas
elevados (75.6 mg/dL) a las 2 horas de administrados los 500 mg de metformina
(Fig.10), en concordancia con el incremento de los niveles plasmaticos del farmaco

observados en la PK por un efecto aditivo de esta variante.

Anédlisis de dindmica molecular

Dado el efecto de la variante no sinénima L125F sobre el incremento de metformina
y lactato en suero, se llevd a cabo un ensayo de dinamica molecular con el objetivo
de identificar el impacto de la SNV sobre la funcién del transportador. La sustitucion
del aminoé&cido de caracter alifatico leucina por uno de caracter arbmatico como la
fenilalanina, resulté en un cambio en la interaccion entre aminoacidos cercanos a la
posicién 125, la cual se ubica en la hélice transmembranal 3 (TM3). La interaccién
gue se forma entre la sustitucién Phel25 y otros aminoacidos con anillos arématicos
como Trp256, que se ubica en la hélice transmembranal 7 (TM7), se conoce como
tipo T (del inglés T-shape) (Fig. 11). Como puede observarse, las alteraciones en

las interacciones transmembranales conllevan a reacomodos conformacionales en
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la regidon del canal de MATEL. De hecho, la simulacion de permeacion de aguas
mostré que L125F reduce el radio del canal de 3.9 a 2.1 nm, (Fig 12).
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Lactato (mg/dL)
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Genotipo rs77474263 (L125F)
[ 64 04
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Figura 10. Lactatemia en pacientes pediatricos antes y después de latoma
oral de metformina de acuerdo al genotipo rs77474263 C>T.
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Figura 11. Representacién de la interacciéon con el residuo 125 (rojo) y los
aminoé&cidos vecinos Trp256 (azul) y Leu260 (amarillo) en la regién
transmembranal de MATEL. a) Interacciones con el aminoéacido nativo Leu

125. b) Interaccion tipo T formada entre aminoacidos de caracter aromatico.

Figura 12. Caracterizacion in silico de la permeacion de aguas del

transportador MATEL con a) el aminoacido nativo Leul25y b) la variante
Phel25. Ambos representados en color amarillo. Las hélices azul claro
constituyen laregién transmembranal de MATEL. Las moléculas de agua se

encuentran representadas en azul oscuro.
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Identificacion de fenotipos extremos

Los individuos con fenotipos extremos se definieron como aquellos que en la PK
superaron por mas de dos desviaciones estandar la media poblacional en uno o
mas puntos de la curva de concentracion de metformina plasmatica (Fig. 13). En la
cohorte pediatrica estas caracteristicas fueron identificadas en dos hermanos, una
nifia de 15 afios y un nifio de 11 afios diagnosticados con DT2 desde los 4 y 8 afios
de edad, respectivamente. De acuerdo a nuestro algoritmo metodologico se
procedi6 a analizarlos de forma independiente. En los antecedentes familiares
obtenidos de la historia clinica se documentd que contaban con padres
aparentemente sanos, abuelos paternos con hipertension arterial sistémica, y el
abuelo materno con diabetes tipo 2. La nifia presentd macrosomia fetal y la madre
refirid diabetes gestacional en el embarazo del nifio. A la edad de 9 afios, la nifia
presentd proteinuria leve e hiperfiltracion glomerular, por lo que se diagnosticé con
dafio renal y tratamiento con enalapril. Al momento de la toma de muestra el nifio
contaba con salud renal sin compromiso. Las caracteristicas de ambos se muestran
en la tabla 6. Los picos de concentracion maxima de estos pacientes superaron los
2000 ng/mL después de 2 h de la administracion oral de 500mg de metformina en
el nifio (curva azul), y después de 12 h en la nifia (curva rosa). De acuerdo a la
estrategia general a estos pacientes se busco identificarles variantes en los exones
de los transportadores de metformina que se correlacionaran con su fenotipo. Se
identificaron un total de 19 variantes en los genes OCT1 (SLC22A1), OCT2
(SLC22A2), OCT3 (SLC22A3), PMAT (SLC29A4), MATE1 (SLC47A1) y MATE2-K
(SLC47A2), las cuales a su vez se ingresaron a la plataforma VEP. Los algoritmos
Polyphen y SIFT de esta plataforma mostraron que las 19 variantes son de caracter
benigno. A estos pacientes, a su vez, se les genotiparon los tres SNVs candidatos,
rs622591C>T de OCT1 (SLC22A1), rs77474263 de SLC47A1 (L125F, MATE1L). y
rs117483482G>A de MATE2-K (SLC47A2). De estas variantes, uUnicamente
difirieron entre si, en el genotipo de rs622591, para el que la nifia presenta una copia
del alelo C, considerado como de riesgo a descontrol glucémico. No obstante, tanto
la nifia como su hermano mostraron datos indicativos de control glucémico al

momento de la toma de muestra. En la secuenciacion completa del exoma en esta
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nifia, se encontré una variante no sinénima (P59S) con genotipo heterocigoto,
localizada en el exén 2 del gen GCK Fig. 14, la cual ha sido previamente reportada
como responsable de Diabetes tipo MODY1%8-110 | a busqueda dirigida de esta SNV
por secuenciacion Sanger en su hermano, revel6 la presencia de la misma variante

patogénica Fig. 15.
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Figura 13. Distribucién de la concentracion plasméatica de metformina en 24
h de la poblacion pediatrica. Las curvas representan a los pacientes con

fenotipo extremo.
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Tabla 6. Caracteristicas de pacientes con fenotipo farmacocinético extremo.

Sexo F M
Edad 15 11
Glucosa (mg/dL) 116 142
%HbAlc 6.7 6.1

Antecedentes familiares

Padres aparentemente sanos.
Abuelos paternos HAS.
Abuelo materno DM2.

Madre con
Antecedentes perinatales Macrosomia fetal diabetes
gestacional
Edad de diagnéstico (anos) 4.5 8
Tiempo de diagnéstico* (afios) 13 5
Alos 9 afos
proteinuria leve e
hiperfiltracion Aparentemente
Salud renal glomerular.
~ sano
Dafio renal
Enalapril como
protector
rs622591 OCT1 (SLC22A1) CT TT
rs77474263 SLC47A1
(L125F MATE1) ce cc
rs117483482 MATE2-K (SLC47A2) GG GG

Caracteristicas al momento de la toma de muestra para

metformina

cuantificacion de
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Figura 14. Identificacion por secuenciacion de Exoma de variante P59S en el
gen GCK asociada a fenotipo MODY en paciente femenina.
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Figura 15. Identificacion por secuenciacion Sanger de variante P59S en el
gen GCK asociada a fenotipo MODY en paciente masculino.
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DISCUSION

México cursa con un serio problema de salud publica en materia de enfermedades
metabdlicas. Desde hace méas de 20 afios la prevalencia de sobrepeso y obesidad
en nuestro pais ha incrementado en poblacion adulta, y en la Gltima década también
en poblacion infantil*®1l, Este padecimiento tiene un componente inflamatorio que
condiciona al desarrollo de otras comorbilidades como la DT2 y el cancer, pero
ademas incrementa la susceptibilidad a enfermedades infecciosas!!>114,
Paralelamente, la DT2 también ha registrado un incremento de la prevalencia en
adultos y en niflos en nuestro pais®®!!l y se espera que, dado el ambiente
diabetogénico en el que se encuentra la poblacion mexicana, esta tendencia a la
alza contintie!®. Aun mas, diversos estudios sefialan a la ancestria amerindia como
un factor de riesgo para el desarrollo de padecimientos metabolicos'?13,
Recientemente, en las ediciones 2018 y 2020 de la ENSANUT, se integr6 el dato
de prevalencia de control glucémico en poblacién diagnosticada con DT2 en México.
Los resultados muestran que, en estos afos, el 42% y el 39% respectivamente, de
los individuos diagnosticados, se registraron en control su enfermedad. La
importancia del control glucémico en la DT2 radica en la prevencion o el retraso de
complicaciones asociadas, tales como enfermedad cardiaca, enfermedad
cerebrovascular, retinopatia diabética, enfermedad renal crénica y neuropatia®?®.
Aunado a esto, la emergencia por coronavirus COVID-19 (por sus siglas en inglés
Coronavirus Disease 2019) volvié a resaltar la susceptibilidad de los pacientes que
cursan con diabetes en descontrol glucémico y obesidad, a contraer infecciones
como SARS-CoV-2117, A partir del afio 2020, con el inicio de esta pandemia en
México, se ha estimado que de los fallecimientos ocasionados por este virus, el
36.7% padecian diabetes y el 20.7% obesidad*8.

Los pacientes con obesidad o diabetes tienen en comun la posibilidad de cursar con
RI, estado metabdlico en el cual los signos y sintomas pueden ser reversibles a
través de ajustes en el estilo de vida y la terapia farmacoldgica. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes mellitus, el tratamiento farmacoldgico de primera eleccion es

la metformina??, la cual también ha mostrado efectividad terapéutica en la reduccién
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parcial de peso''®!?0 y en la mejora de la RI?*?°, En la préactica clinica se ha
observado variabilidad interindividual en la respuesta a este farmaco, sin embargo,
el conocimiento de los factores que contribuyen a la falla terapéutica de la
metformina es escaso?>'?, principalmente en poblacién latina. En estudios de
farmacocinética llevados a cabo en poblacién mexicana adulta se ha documentado
el efecto de la PK sobre sobre la variabilidad interindividual®®®. En el presente
trabajo analizamos la correlacién genotipo - farmacocinética — respuesta, con el fin
de elucidar los factores genéticos implicados en la variabilidad interindividual en la

respuesta a la metformina en poblacién mexicana.

En esta tesis se incluyeron 968 pacientes mestizos, de los cuales 509 fueron
diagnosticados con DT2 y de estos 199 se encontraban bajo tratamiento con
metformina. Notablemente, uno de los resultados mas alarmantes fue la proporcién
de individuos encontrados en descontrol glucémico (71.9%), en quienes los niveles
séricos de colesterol total, también se hallaron significativamente mas elevados.
Esto ultimo correlaciona con el hecho de que la metformina también incide sobre los
valores de colesterol total en adultos mayores con diabetes!?°. Estos hallazgos son
un reflejo de la complejidad en el manejo de la DT2 a la cual se enfrenta el sistema
de salud de nuestro pais.

La identificacion de variantes en el exoma realizada en este estudio, mostré 37
SNVs en los genes SLC transportadores de metformina, con al menos 1 % de
frecuencia. El analisis de asociacion genética reveld la implicacion de tres SNVs con
la alteracion de la PK de la metformina o el descontrol glucémico. De hecho, algunas
de estas SNVs raramente han sido abordadas o incluso, no se ha documentado su
correlaciébn con la respuesta, con la farmacocinética o con la funcién del
transportador de metformina. Tal es el caso de las dos variantes intronicas,
rs622591 C>T localizada en OCT1 (SLC22A1) y rs117483482 G>A en MATE2-K
(SLC47A2). El alelo C de la SNV rs622591 mostro asociacion con el riesgo a
descontrol glucémico, lo cual pudiera ser explicado a través del estudio de
farmacocinética. En éste se documentd que en pacientes con el genotipo

homocigoto CC, los niveles plasmaticos de metformina son significativamente mas
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bajos que en los heterocigotos CT y que en los homocigotos TT, sugiriendo un
efecto recesivo del alelo C. El transportador OCT1 (SLC22A1) media el ingreso de
la metformina del intestino a la circulacién portal, y de la vena porta al higado, donde
la metformina ejerce su mecanismo de accion. Nuestros hallazgos podrian ser el
reflejo de la reduccion en la absorcion de la metformina a través del intestino, por la
presencia del genotipo C en estado homocigoto. Asi, el genotipo CC conllevaria a
la disminucion de la cantidad de metformina que inhibe la gluconeogénesis a nivel
hepatico. Esto cobra mayor relevancia por el hecho de que la metformina ejerce su
mecanismo de accion de forma dosis dependiente. De tal forma que es posible que
a concentraciones sub-farmacoldgicas, si bien exista inhibicion de complejo | del
transporte de electrones, ésta no alcance a mantenerse por el tiempo necesario
para activar a la AMPK, y por tanto para inhibir la gluconeogénesis'?2. Esto también
podria explicar la asociacion de esta variante con muerte cardiovascular reportada

previamente en pacientes tratados con metformina®?3.

Con respecto a la SNV rs117483482 G>A de MATE2-K (SLC47A2), asociada a
descontrol glucémico, los ensayos in silico mostraron que esta variante se localiza
en una region de Enhancer de Splicing Exénico. Estas son secuencias cortas que
se asocian a la unién del complejo proteico encargado de iniciar el proceso de corte
y empalme®?*. De acuerdo al andlisis realizado en Human Splicing Finder ¥, esta
variante ocasiona un cambio en la secuencia de reconocimiento del complejo de
corte y empalme que podria asociarse con la disminucién en la respuesta a la
metformina y resultar en el descontrol glucémico. Sin embargo, puesto que MATE2-
K (SLC47A2) se expresa principalmente en rifion, serian necesarios estudios in vitro
0 in vivo, que complementen la informacién sobre el efecto de rs117483482 a nivel
sistémico. Interesantemente, esta SNV se encontro difrerencialmente distribuida en
la poblacion indigena siendo el grupo étnico otomi el de frecuencia mas alta (9.7%)
y el zapoteca el de frecuencia mas baja (4.9 %). Aunado a esto, hasta donde
sabemos este seria el primer reporte donde se describe a la variante rs117483482

asociada a la respuesta de la metformina.
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El analisis de frecuencias alélicas en los transportadores de metformina SLCs, puso
de manifiesto que las variantes con mayor distribucion en poblacion mexicana han
sido raramente estudiadas a nivel global, reflejo de la subrepresentacion de los
estudios gendmicos en poblaciones de origen Amerindio. Por el contrario, variantes
profundamente estudiadas en otras poblaciones como rs12208357 de OCT1
(SLC22A1), tienen una baja frecuencia en nuestra cohorte. El mejor ejemplo de este
contraste es la variante L125F en MATEL, la cual a pesar de tener un efecto
funcional descrito’®, fue poco estudiada debido a su baja distribucién mundial
(0.1%)1%, En nuestro estudio demostramos que la frecuencia de esta SNV en
poblacion abierta es decenas de veces mayor a la global. Aunado a esto, en este
trabajo se reporta por primera vez, la existencia de portadores homocigotos (TT)
para la variante de riesgo. En virtud de su distribucidbn en nuestra poblacion,
nuestros resultados mostraron que la variante podria ser de origen amerindio. En
este sentido, es importante resaltar que, segun la base de datos del Proyecto 1000
Genomas, la distribucién de la SNV tiene su mayor frecuencia en los mexicanos de

los Angeles (13.9 %), seguida por los peruanos (8%) y los colombianos (5%).

Por otra parte, a la fecha aun existe controversia sobre si la metformina contribuye
0 no a la acidosis lactica, sin embargo, en la extensa mayoria de los estudios que
lo discuten, no se ha considerado a la genética como factor de susceptibilidad. En
esta tesis, el andlisis de asociacion al riesgo de hiperlactatemia, mostré que existe
diferencia significativa entre los individuos que toman metformina y los que no.
Adicionalmente, el estudio de farmacocinética sugiere que la acumulacion de
metformina plasmatica es reflejo de la disminucion en la eliminacién del farmaco en
individuos con la variante L125F de MATE1 (SLC47A1l). Esto apoya la hipétesis
previamente sugerida por Toyama K., y cols., y Chen Y., y cols.., con base en
estudios en ratones knock out y lineas celulares’®. Hasta donde sabemos el
presente trabajo representa el primer reporte donde se incluyen individuos
homocigotos para rs77474263 de MATE1 y se demuestra el efecto de la metfomina
sobre la concentracién de lactato de acuerdo al genotipo de la SNV%7. Con el fin de
profundizar en el impacto de esta variante sobre la proteina, nosotros llevamos a

cabo un andlisis de dinamica molecular in silico, el cual demostré que la variante
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promueve la acumulacion plasmatica de metformina, a través de la disminucion de
la permeabilidad del canal. EI aminoacido nativo leucina, interactia con
aminoacidos vecinos como 256 Trp o 260 Leu, ambos ubicados en la hélice
transmembranal TM-7, un componente clave para la estructura de la cavidad*?®. Los
ensayos realizados sugieren que la sustitucion del aminoacido aromaético
fenilalanina modifica estas interacciones, alterando la conformacion del
transportador y reduciendo el radio de la cavidad interna. Esto se corrobor6 con la
caracterizacion de la permeacion de agua, que mostrd una disminucion en el radio
de distribucion del solvente. Nuestros hallazgos sugieren que el mecanismo por el
cual la variante L125F afecta la permeabilidad de MATEL es alterando la interaccién
entre TM-3 y TM-7. Sin embargo, estudios funcionales y evaluaciones de

metformina en orina ayudarian a confirmar esta hipotesis.

El analisis de fenotipos extremos mostré que las alteraciones en la PK de la
metformina ademas, pueden deberse al dafio renal establecido por el inicio
temprano de la diabetes y sus complicaciones. No obstante, este analisis mostro la
importancia de contar con el exoma de pacientes de fenotipo extremo, pues permitié
la identificacion de la variante P59S del gen GCK, asociada a fenotipo MODY 2, en
pacientes previamente diagnosticados con DT2. Hasta donde sabemos, esta SNV
Unicamente ha sido descrita en poblacion italianal®®1%° y japonesall®. En esta tesis
presentamos los resultados de dos hermanos de fenotipo extremo que
representarian el primer reporte de caso de diabetes MODY tipo 2 descrito en

poblacién mexicana.

Dentro de las consideraciones para mejorar nuestro estudio estarian analizar otras
variables de confusion que también modifican la respuesta, como lo son la dieta y
la actividad fisica, asi como incrementar el tamafio de las cohortes. Lo anterior cobra
mayor importancia dado que la metformina ademas de ser usada para el control de
obesidad y diabetes tipo 2, es utilizada para mejorar la resistencia a la insulina en
ovario poliquistico y como coadyuvante en la reduccion de la proliferacion celular,
en algunos tipos de canceres. Entonces, a mayor numero de implicaciones médicas,

estarian en riesgo de acidosis lactica, un nimero mas grande de personas.
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CONCLUSIONES

Existe una asociacién entre la variacion genética y la respuesta a farmacos. Asi, la
representacion de poblaciones latinas en los estudios de farmacogendmica de las
enfermedades metabdlicas resulta fundamental para comprender cémo los
individuos con ancestria amerindia responden a terapias farmacoldgicas como la
metformina. Este hecho impacta directamente en la salud publica dada la alta
susceptibilidad que estas poblaciones tienen para desarrollar enfermedades
metabdlicas, y de las diversas aplicaciones terapéuticas que tiene el farmaco. En
este trabajo, se identifican variantes en genes de las familias SLC que se
encuentran asociadas con descontrol glucémico o con alteracion de la
farmacocinética en la poblacion mexicana. Una de estas variantes, la L125F, mostro
un impacto importante en la eliminacion del farmaco que conduce a la presencia de
hiperlactatemia en los pacientes. Notablemente, su frecuencia es mayor en
poblacibn mexicana que en otras poblaciones, y alin mas en poblacion de origen

maya, lo que sugiere que esta SNV es de origen amerindio.

Asi, incluir a la farmacocinética como el vinculo entre la genémica y la respuesta a
la metformina, puede enriquecer a la medicina de precision al refinar los algoritmos
de tratamiento a través de los ajustes de dosis, del monitoreo de los efectos
adversos en individuos susceptibles o incluso la sustitucion por alternativas
terapéuticas mas efectivas. La presente tesis sienta las bases para la creacién de
un catalogo de variantes implicadas en la farmacogenética de los medicamentos y
para la implementacion de los algoritmos de utilidad en la medicina de precisién en

poblacién mexicana tratada con metformina.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Genetic factors that affect variability in metformin response have been poorly studied in the Latin American

Metformin population, despite its being the initial drug therapy for type 2 diabetes, one of the most prevalent diseases in

Pharmacogenetics that region. Metformin pharmacokinetics is carried out by members of the membrane transporters superfamily

I;/;JPETEI (SLCs), being the multidrug and toxin extrusion protein 1 (MATE1), one of the most studied. Some genetic

Adverse effect variants in MATE1 have been associated with reduced in vitro metformin transport. They include rs77474263 p.

Lactate [L125F], a variant present at a frequency of 13.8% in Latin Americans, but rare worldwide (less than 1%). Using
exome sequence data and TagMan genotyping, we revealed that the Mexican population has the highest fre-
quency of this variant: 16% in Mestizos and 27% in Amerindians, suggesting a possible Amerindian origin. To
elucidate the metformin pharmacogenetics, a children cohort was genotyped, allowing us to describe, for the first
time, a MATE1 rs77474263 TT homozygous individual. An additive effect of the L125F variant was observed on
blood metformin accumulation, revealing the highest metformin and lactate serum levels in the TT homozygote,
and intermediate metformin values in the heterozygotes. Moreover, a molecular dynamics analysis suggested
that the genetic variant effect on metformin efflux could be due to a decreased protein permeability. We conclude
that pharmacogenetics could be useful in enhancing metformin pharmacovigilance in populations having a high
frequency of the risk genotype, especially considering that these populations also have a higher susceptibility to
the diseases for which metformin is the first-choice drug.

1. Introduction Inter-individual variability in metformin response has been described

[4,5], and patients can be classified as responders or non-responders
Metformin is an antihyperglycemic drug used by nearly 150 million according to their decrease in glycosylated hemoglobin (HbAlc) [6].

people each year [1]. It is the first-choice treatment for type 2 diabetes In addressing this difference, diverse pharmacogenetic studies have
(T2D) [2], but is also used to treat obesity, insulin resistance, and focused on the solute carrier superfamily (SLC) members that are
polycystic ovary syndrome as well as for cancer prevention [3]. involved in metformin transport and drug response [7-11]. Most of
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these studies have been carried out in Asian and Caucasian populations
[6,8,12-16], with just a few including Latin Americans [17-20]. The
pioneering study by Chen et al in 2009 identified variants in the
SLC47A1 gene, which encodes multidrug and toxin extrusion 1 (MATE1)
protein, in ethnically diverse individuals [17]. Interestingly, a
non-synonymous variant (MATE1 rs77474263C>T), a leucine to
phenylalanine change at amino acid residue 125 p.[L125F], was present
in 5.1% of Mexican Americans and almost absent in the other pop-
ulations. This finding is supported by the Genome Aggregation Database
(gnomAD) [21] and 1000 Genomes Project browser [22], which report
allele frequencies for this variant of 13.8% and 6.3%, respectively.
L125F reduces MATE] transporter function in vitro [17], and in knockout
matel”” mice both metformin and plasma lactate concentrations are
significantly increased with respect to those in the heterozygous and
wild-type mice [23,24]. Notably, the risk conferred by the effect of
L125F on metformin pharmacokinetics in humans is still unclear [23].
Despite the relevance of metformin in metabolic diseases, pharmaco-
genetic studies of the L125F have been scarce. Based on these prior re-
sults, we investigated the distribution of the MATE1 L125F variant in
Mexican Amerindian and Mestizo groups. To gain more insight into the
effect of this single nucleotide variant (SNV), we determined its impact
on metformin pharmacokinetics (PK) and lactatemia levels. We also
performed molecular dynamics analysis and a water permeability in
silico characterization of the native and L125F variant structures of
MATEL.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The discovery population consisted of 1420 non-related adults,
including 968 Mestizos (MEZ) belonging to the SIGMA DMS1 [25]
cohort and included in the gnomAD database [21], and 452 Mexican
Amerindians (MA) belonging to the Metabolic Analysis in an Indigenous
Sample (MAIS) cohort [26]. The most representative indigenous groups,
such as Tarahumara, Nahuatl, Otomi, Zapoteca, and Maya, were
considered because of their population density. Thirty children and
adolescents (PED) diagnosed with obesity or T2D, who were candidates
for or receiving treatment with metformin, were recruited by the
Endocrinology Service from National Institute for Pediatrics (INP),
Mexican Ministry of Health, to evaluate the genotypic effects on lactate
and metformin plasma concentrations. The medical record of patients
showed no evidence of liver or kidney disease.

This study was carried out with strict adherence to the ethical
principles enunciated in the Declaration of Helsinki and to the CON-
SORT guidelines, http://www.consort-statement.org/consort-2010. All
participants provided informed written consent. In the case of children,
the parents provided written consent and the children assented. Local
ethics and research committees from participant Institutions approved
this study bringing following register numbers Research Committee
(17C109003109), Ethics Committee (CONBIOETICA-09-CEI-
025-20161215) and Biosafety Committee (17CB09003143), the inter-
national registration number is IRBO0008064.

2.2. Genotyping

The stored MA and MEZ DNA and new PED DNA samples were all
obtained from whole peripheral blood, using a Gentra Puregene Blood
Kit (QIAgen Inc., Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The SNV rs77474263, SLC47A1 c.[373 C>T], MATEL p.
[L125F] was genotyped by allelic discrimination by use of a TagMan
SNP genotyping assay on a QuantStudio 3 Real-Time PCR System AB
(Thermo Fisher Scientific) in the MA and PED populations. In the MEZ
population, the SNV genotype was obtained from exome data previously
sequenced and deposited at the gnomAD project [25].
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2.3. Pharmacokinetic profiles

Fasting PED individuals were administered a single 500-mg dose of
commercial metformin (GLUCOPHAGE, Merck, Darmstadt, Germany).
Dried blood-spot samples were obtained from dactylar puncture on
Whatman 903 filter paper discs, at 0, 1.5 or 2, 3 or 4, 8, 12, and 24 h.
Participants had lunch 2-3 h after study onset, or before if necessary.
Individuals who did not complete at least three blood determinations
were considered only for genotyping. Metformin concentration was
determined by use of a previously standardized method [27] using
ultra-high performance liquid chromatography (Acquity; Waters, Mil-
ford, Massachusetts) and mass spectrometry. Extraction was made by
direct precipitation with acetonitrile (PubChem CID 6342) and meth-
anol (PubChem CID 887). Mobile phase characteristics were as follows:
5 mM ammonium acetate (PubChem CID 517165) and acetonitrile
(80:20; v/v), 0.25 mL/min, with isocratic elution. Pharmacokinetics
were determined using WinNonlin Pro v3.1 software. A calibration
curve was constructed using stock metformin solution (PubChem CID
14219) (1 mg/mL) at different dilutions (20, 40, 60, 80, 100, and 200
ng/mL) and quality-control points (30, 70, and 150 ng/mL). The
external standard was ranitidine (1 mg/mL).

2.4. Lactate determinations

PED lactate levels were obtained from peripheral blood from the
same dactylar puncture, at 0 and 2 h after oral intake of a single 500-mg
dose of metformin, using an Accutrend Plus metering device (Roche
Products, Roche Diagnostics Division, United Kingdom). Because lactate
levels may change if fasting is disrupted, patients who needed feeding
before the second lactate determination were considered only for gen-
otyping or PK profiles.

2.5. Molecular dynamics

MATE]1 protein sequence was obtained from the Universal Protein
Resource (Uniprot; identifier Q96FL8). Residues from 29 to 470 were
considered for diverse analyses and modeling, based on prior studies of
the structure finding that the first 12 transmembrane helices constitute
the transporter’s functional core [28]. The sequence was used to model
the 3D structure through the I-TASSER server[29] which, along with the
molecular visualization program VMD v.1.9 [30], allowed us to predict
the structure of the variant protein p.[L125F]. Next, molecular dynamics
simulations of the native and variant proteins with explicit representa-
tion of the atoms of proteins, the phospholipid bilayer membrane, water,
and ions, were carried out. For force-field simulation, the Chemistry at
HARvard Macromolecular Mechanics program (CHARMM v.40) [31]
was used, and periodic limit conditions, the particle-mesh Ewald
method, a time step of 2 ps, and a cutoff of (1.4 nm), were established
using NAMD software [32] v.3.13. Atmospheric pressure and tempera-
ture were maintained at standard conditions (Langevin thermostat: 300
K, and Langevin piston barostat: 1 atm). For each model the system was
submitted to energy minimizations and protein backbone constriction,
followed by balancing during 5 ns, and 100 ns without any constraints.
Potential energy curves were used to determine settings in the T shape
analysis [33,34]. The visualizations and analyses were made using Vi-
sual Molecular Dynamics (VMD) programs, a molecular modeling tool-
kit VEGA ZZ v.3.2[35], CARMA v.1.7, and R Studio 3.5.

2.6. Statistical analysis

Association between genetic variants and lactatemia or metformin
concentrations was evaluated through multiple regression analysis with
95% confidence intervals. Sex, age, overweight, and T2D diagnosis were
considered as covariates. The software used for this analysis was PLINK
v.1.07 [36]. Metformin plasma concentrations were represented as
medians and determined using WinNonlin Pro 3.1 software. The
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standard deviation of water distribution was used as a rough estimate for
transporter size within the lipid bilayer in molecular dynamics analysis.

3. Results

When we measured the allele frequency of the L125F variant in the
968 MEZ individuals belonging to the SIGMA DMS1 cohort and included
in the gnomAD database [21], we observed that it was the highest fre-
quency (16%) reported worldwide. Interestingly, genotyping analysis of
452 MA individuals showed an even higher frequency (27%) than that of
the MEZ group. In particular, the Mayan group showed a variant allele
frequency of 34% (Fig. 1). Notably, 3.3% and 8.9% of MEZ and MAs,
respectively, displayed a homozygous variant genotype.

Due to this high frequency and the existing knowledge about the
impact of L125F on metformin transport in vitro [17], we evaluated the
effect of the SNV on metformin PK. For this, we genotyped 30 PED pa-
tients younger than 18 years old who were candidates for metformin
treatment for T2D or obesity. Among them, 16 (53.3%) were CC ho-
mozygotes, 13 (43.3%) were CT heterozygotes, and 1 (3.3%) was a TT
homozygote. Anthropometric and biochemical characteristics of the
pediatric patients are summarized in Table 1.

A standard dose of oral metformin (500 mg) was administered to
PED on fasting, and drug curves were obtained within 0, 1.5 or 2, 3 or 4,
8, 12, and 24 h after intake, while lactate measurements were obtained
in 13 patients, at 0 and 2 h.

Two hours after oral metformin administration, the TT homozygous
child showed the highest lactate serum levels (75.6 mg/dL), compared
with the CT heterozygous (16.6 + 5.4 mg/dL) and CC homozygous
(18 + 3.5 mg/dL) children (P-valuey, = 0.07, Fig. 2).

Interestingly, the TT homozygous girl’s serum lactate reached a
maximum concentration (Cpax, 1456.2 ng/mL). CT heterozygous chil-
dren showed an intermediate Cpax (1169.9 + 211.4 ng/mL), between
those of the TT girl and CC homozygous (772.4 + 439.9 ng/mL)

Biomedicine & Pharmacotherapy 142 (2021) 112009

Table 1
Demographic and clinical data of Mexican Pediatric (PED) patients.

PED Clinical data Reference values [37]
Female n (%) 11 (36.7) -
Male n (%) 19 (63.3)
Overweight n 20 -
T2D n 10 -

Insulin: 2 (6.6) -
Antihypertensive: 1

Patients with concomitant
drugs n (%)

(3.3)
Antidepressant: 1 (3.3)
Age (years =+ s.d.) 13 +£29 -
Body Mass Index BMI (Kg/m?  27.6 + 4.8 BMI for age 5th - 85th
+s.d) 50th — 95th percentile  percentile
Glucose (mg/dL+ s.d) 119.8 +£ 69.6 <126
Glycated hemoglobin HbAlc 6.8 £2.5 <6.5
(% +5s.d.)
Serum creatinine (mg/dL +s.  0.56 + 0.17 0.31-1.08 (male)”
d.) 0.31-0.84 (female)”

@ Reference creatinine intervals according to age group: 5 to <12 years:
0.31-0.61; 12 to <15 years: 0.45-0.81; 15 to <19 years (male): 0.62-1.08; 15 to
< 19 years (female): 0.49-0.84.

children, suggesting an additive effect of the L125F variant on blood
metformin accumulation (P-valueyp, = 0.04, Fig. 3, Supplemental
Fig. 1).

In order to elucidate the impact of the phenylalanine residue on
variant MATE1 function, we performed a molecular dynamics simula-
tion comparing it with the wild-type protein. Replacement of the
aliphatic leucine residue by the aromatic phenylalanine residue resulted
in a T-shaped interaction with Trp256 and Leu260 neighboring amino
acids (average distance 0.55 nm and an energy of 2 kcal/mol; Fig. 4).

To further understand the possible influence of MATE1 L125F on
metformin accumulation, we carried out a water permeability charac-
terization in silico. There was an evident decrease in water distribution

OTO (32.5%)

ZAP (21.3%)

MAY (34%)

. NAH (32.9%) .

Fig. 1. Worldwide distribution of the MATE1 L125F variant (rs77474263C>T). The blue and orange pie charts show the SNV frequencies found in Mexican Mestizo
(MEZ), Tarahumara (TAR), Otomi (OTO), Zapoteca (ZAP), Nahuatl (NAH), and Maya (MAY) samples. The gray-scale charts show the allele frequencies in European
(EUR), African (AFR), East Asian (EAS), and Latin American (LA) populations, taken from the gnomAD database. Percentages in brackets represent the minor allele

frequencies of the SNV.
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Fig. 2. Paired lactatemia comparison according to MATE1 rs77474263C>T
genotypes. Two hours after metformin administration there is an increase in
lactatemia in the TT homozygous pediatric patient compared with the CC and
CT groups.

radius (from 3.9 to 2.1 nm), suggesting that the transmembrane central
cavity transporter structure and the efflux function could be altered
(Fig. 5).

4. Discussion

Obesity and T2D are serious public health problems worldwide, and
Amerindian ancestry has been described as a risk factor for these dis-
eases [53]. In fact, Mexico is one of the countries with the highest
prevalences [38-40]. According to clinical guidelines, metformin is the
first-choice drug for T2D treatment, but is also used for weight control
and many other important pathologies [41-46]. However, the metfor-
min treatment failure rate in T2D patients is estimated to be nearly 30%
in adults [4] and more than 50% in children and adolescents [47].
Additionally, non-adherence to metformin treatment could be a result of
adverse effects, being gastrointestinal intolerance the most common
(25%) [48], and lactic acidosis the most lethal [49]. To date, a high
variability in metformin PK profiles has been described in several pop-
ulations, including Mexican adults [27]. The mounting evidence of
inter-individual variability in metformin response has encouraged
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attempts to understand the genetic contribution to its absorption, dis-
tribution, and elimination. Thus, diverse pharmacogenetic studies have
focused on SNVs in metformin transporters encoded by SLC family
members. OCT1, OCT2, and MATE1 have been the genes most related to
alterations in pharmacokinetic parameters, transporter function, and
response to metformin [8,12-15]. A limitation of metformin pharma-
cogenetic studies has been that they have included mostly Asian and
Caucasian individuals, from whom Latin American populations differ
widely in genetic background. An example of this is the L125F variant of
MATE]1, on which Toyama et. al. based on their observations in knockout
mice, suggesting that human TT homozygotes could suffer from met-
formin accumulation and lactic acidosis [24]. However they were not
able to document their hypothesis because no TT homozygotes had been
described in any population.

Herein, we have presented the first pharmacogenetic analysis of a
MATE1 TT homozygous carrier. We have shown that Mexican Mestizo
people display the highest frequency of the T allele worldwide (16%),
and that the frequency is still higher in indigenous (27%) Mexican
populations, suggesting that this variant could be of Amerindian origin.
Moreover, our analyses reveal great diversity in the frequency distri-
butions of this variant, not only between MEZs and MAs, but also among
the different studied MA groups. Additionally, we also showed evidence
that MATEI TT homozygotes are at higher risk of lactic acidosis than are
heterozygotes or ancestral homozygotes. The TT genotype was found in
a newly diagnosed overweight 11-year-old girl without concomitant
treatments, who showed the highest metformin and lactic acid serum
levels compared with CT heterozygous and CC homozygous children.
Notably, the heterozygous group had an intermediate metformin Cpax
value between those of the TT girl and the wild-type homozygous group,
suggesting an additive effect of the L125F variant allele on blood met-
formin accumulation. The role of metformin in lactic acidosis develop-
ment is still debated, but its pharmacogenetic association with
hyperlactatemia has been poorly addressed. Some studies supporting
this approach are a genome-wide association study that showed asso-
ciation of an SNV in the PPPIR3B/LOC157273 locus with lactate levels
in European Americans [50], and a study in Chinese diabetic individuals
that resulted in the association of the TT genotype of SLC22A2 c.
[808 G>T] with increased lactatemia [51].

To gain more insight, we performed a molecular dynamic in silico
analysis, which supported our findings showing that MATE1 L125F

MATE1_L125F
—_— CC
= CT

—_TT

Fig. 3. Plasma metformin according to MATEI rs77474263C>T genotype. There is an increase in metformin concentration in patients carrying one or two copies of
the T allele. The shaded areas represent the standard deviations of the CC and CT values.
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Fig. 4. Representation of the interactions among the amino acid residues at positions 125 (red), 256 (blue), and 260 (yellow) in the MATE1 transmembrane region.
a) Native interactions between Leul25, Trp256, and Leu260. b) T-shaped interaction between variant Phel25, Trp 256, and Leu260.

Fig. 5. In silico water distribution characterization of MATE1 with a) native leucine and b) variant phenylalanine at position 125. Both the native and variant amino
acid residues are represented in yellow. Light-blue helices constitute the MATE1 transmembrane region. Water molecules are represented in darker blue, passing

through the MATE1 transmembrane region.

substitution promotes plasma metformin accumulation, probably by a
reduction of the transporter function. The native amino acid, leucine,
has an aliphatic structure at position 125 in the transmembrane helix 3
(TM-3) of MATE], that interacts with neighboring amino acids such as
256Trp or 260Leu, both located in TM-7, a key component for the
substrate pocket structure [52]. These results suggest that the substitu-
tion of the aromatic amino acid phenylalanine modifies these in-
teractions, altering the transporter conformation and reducing the
internal cavity radius. This was corroborated with the water permeation
modeling, which showed a decrease in water distribution radius. Our
findings suggest that the mechanism by which the variant L125F affects
the permeability of MATEL, is by altering the interaction between TM-3
and TM-7. However, more functional studies, urine metformin evalua-
tions, and a bigger sample would help to confirm this hypothesis.

5. Conclusions

In the last years new metformin uses have been explored. So, it is
expected that the proportion of people with suboptimal drug clearance
will be higher in populations having the risk genotype, such as those of
Amerindian origin, in which it has been documented that susceptibility
to diseases such as T2D and obesity is one of the highest worldwide.
Thus, our study supports the recommendations to perform genetic an-
alyses before metformin administration to consider dosage adjustment,

along with adequately monitoring of lactatemia, or alternative treat-
ments, in homozygous or heterozygous individuals for risk alleles like
L125F MATEL.
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