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1.0 INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de padecimientos caracterizados por la
presencia de glucosa elevada en sangre, pero también condiciona alteraciones en el
metabolismo de los lipidos y de las proteinas por lo tanto es una enfermedad
metabdlica degenerativa. Es una enfermedad grave y progresiva que afecta a un

gran namero de personas a nivel mundial (Cornejo Herrera, 2011).

En la actualidad los tratamientos no han sido suficientes para controlar esta
enfermedad metabdlica. Investigaciones recientes han desarrollado nuevos

farmacos con diferentes mecanismos de accion a los ya conocidos.

Entre 1980 y 1990 se logra identifica el transportador SGLT2, y se comienzan a
realizar estudios para inhibir dicho transportador como parte del tratamiento de la
DM tipo Il (Pérez Lopez et al., 2010).

1.1 PATOLOGIA: DIABETES MELLITUS TIPO II

La DM es una de las enfermedades cronicas y degenerativas que ha estado
presente en la historia de la humanidad. En las ultimas décadas el numero de
diabéticos se ha incrementado en el mundo, principalmente el de diabéticos tipo II,
como consecuencia de la obesidad y de la inactividad fisica.

La DM es una enfermedad determinada genéticamente, en la que el sujeto que la
padece tiene alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas,
junto con una relativa o absoluta deficiencia en la secrecion de insulina y con grado
variable de resistencia a esta. Cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se
caracteriza por hiperglucemia en ayunas y, en la mayoria de pacientes con larga
evolucion de la enfermedad, por complicaciones microangiopaticas, en especial
renales, oculares y neuropatia, asi como macroangiopatias con afecciones de arteria

coronarias y enfermedad vascular periférica (Hernandez, 2011).



1.2 CLASIFICACION

Actualmente existen dos clasificaciones principales: la de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la propuesta por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA).
Segun el comité de expertos de la ADA, los diferentes tipos de diabetes se clasifican
en cuatro grupos:

a. DM tipo |

b. DM tipo Il

c. Otros tipos de DM

d

Diabetes Gestacional

DM tipo I: Anteriormente era llamada insulinodependiente. Caracteristicamente se da
en nifios o jovenes.

Se da un déficit absoluto de insulina dado por la destruccion de las células betas del
pancreas, por procesos autoinmunitarios o idiopaticos (de causa desconocida).

En los primeros afios de la enfermedad suelen quedar reservas pancreéticas que
permiten una secrecion minima de insulina, y posteriormente existe un déficit
absoluto de la secrecion de la misma. Cerca del 40% de las personas con diabetes
tipo | presentan neuropatias severas e insuficiencia renal antes de los 50 afios de
edad.

DM tipo Il: anteriormente era llamada DM no insulinodependiente. Se presenta a
menudo en adultos. Se caracteriza por un déficit relativo en la produccién de insulina
y un déficit en la utilizaciéon periférica de glucosa por los tejidos (resistencia a la
insulina).

Alguna de las personas que padecen esta patologia controlan la concentracion
sanguinea de glucosa realizando una dieta adecuada y haciendo ejercicio, otras
deberan tomar farmacos que estimulen la produccién de insulina, y asi disminuir la
resistencia a la misma y la salida de glucosa del higado o farmacos que reduzcan la
velocidad de absorcion de los hidratos de carbono en el tracto gastrointestinal.

Otros tipos de DM:

e Tipo 3A: es un defecto genético en la célula beta.



e Tipo 3B: resistencia a la insulina determinada genéticamente (Resistencia a la
insulina tipo A, Leprechaunismo, Sindrome de Rabson-Mendenhall y
Sindrome de lipodistrofia).

¢ Tipo 3C: enfermedades del pancreas exdcrino: pancreatitis, pancreatectomia,
neoplasias, fibrosis quistica, hemocromatosis,
pancreatectomiafibrocelucalculosa, mutaciones en la carboxi éster lipasa).

e Tipo 3D: es causada por efectos hormonales.

e Tipo 3E: causada por compuestos quimicos o farmacos

Inducida por drogas o quimicos
Por Acido nicotinico
Por glucocorticoides

ASIRNERNERN

Por hormonas Tiroideas
v Por agonistas beta adrenérgicos.

e Endocrinopatias, Sindrome de Cushing, acromegalia, glucagonama,
hipertiroidismo, feocromocitoma, somatostatinoma,aldosteronoma.

¢ Infecciones: rubéola congénita, citomegalovirus.

e Oftros Sindromes genéticos en ocasiones relacionados con diabetes:
sindrome de Down, de Klinefelter, de Turner, de Wolfram, de Laurence Moon-
Briedl, Prader-Willi, ataxia de Friedreich, corea de Huntington, porfiria.

Diabetes gestacional: también es llamada diabetes del embarazo; aparece durante
la gestacion en un porcentaje de 1 a 14% de las pacientes, y casi siempre debuta en
las semanas 24 a 28 del embarazo; ocasionalmente persiste después del parto y es
asociada a un incremento de trastornos en la madre (hipertension arterial,
infecciones vaginales, o en vias urinarias, parto prematuro o cesarea) y dafio grave
en el bebeé.

El embarazo constituye un esfuerzo metabdlico en el cuerpo de la madre ya que el
bebé utiliza sus 6rganos para obtener alimentos (energia), oxigeno y eliminar sus
desechos. Por esta razén la mujer embarazada tiene mayor posibilidad de presentar
una deficiencia de insulina.

Existen grados variables de resistencia a la insulina, trastornos de la secrecion de

insulina y aumento de la produccion de glucosa.



Si la elevacién de glucosa se presenta desde los inicios del embarazo, existen
posibilidades de que se presenten malformaciones en el feto, como malformaciones
cardiovasculares, renales, del sistema nervioso o del sistema musculo-esquelético,
asi como muerte fetal o0 macrosomia (crecimiento exagerado del feto debido a que
esta expuesto a mayor cantidad de glucosa que lo habitual, lo que por lo general lo
lesiona al momento de pasar por el canal de parto) (Vudoyra Garcia, 2011).

1.3 TRATAMIENTO DE LA DIABETES

Objetivo del tratamiento: Los objetivos del tratamiento para la diabetes son aliviar los

sintomas relacionados con la hiperglucemia (fatiga, poliuria, etc.) y prevenir o reducir
las complicaciones agudas y cronicas de la diabetes. El logro de los objetivos
requiere un tratamiento multidisciplinario (médicos, enfermeras educadoras, personal
de farmacia) con experiencia en farmacologia, nutricién y educacion del paciente. En
el plan terapéutico es fundamental que el paciente participe en forma activa en la
atencion de su diabetes.

Se valora el control glucémico al utilizar mecanismos para medicién a corto plazo
(medicidn de la glucosa en sangre por el propio paciente) y mediciones a largo plazo
(HbAlc, fructosamina).

Utilizando las mediciones de glucosa en sangre capilar, el paciente valora su
glucemia en forma regular (en ayuno, antes de consumir alimentos, en el periodo

posprandial) y reporta las cifras al equipo para el control de la diabetes.

Tratamiento no farmacolégico: hace referencia a una nutricion saludable y ejercicio

fisico. Ademas es de gran importancia la participacion de educadores certificados y
de personal sanitario (enfermera, nutricionista o0 personal de farmacia)
especializados en educacion de pacientes. En términos de régimen alimentario, la
ADA utiliza el término tratamiento médico nutricional para describir el régimen
alimentario que coordina el consumo de calorias y otros aspectos de la diabetes

como farmacos y ejercicios. En diabetes tipo 1 es de gran importancia equilibrar el
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consumo de calorias con la dosis de insulina. En la DM tipo Il, la dieta se dirige a
perder peso, disminuir la presion arterial y el riesgo de ateroesclerosis. El ejercicio
proporciona multiples beneficios para pacientes con diabetes, pero la dosificacion
del tratamiento hipoglucemiante puede requerir ajustes para evitar la hiperglucemia
relacionada con el ejercicio.

Ademas de las modificaciones en el estilo de vida, los principales métodos no
farmacoldgicos incluyen descenso de la progresion del metabolismo normal de la
glucosa con cirugia bariatrica.

Varios procedimientos, lo que incluye la colocacion de bandas gastricas, derivacion
gastrica y derivacién biliopancreatica mejoran la tolerancia a la glucosa y previene o

corrigen la diabetes tipo Il.

Tratamiento farmacoldgico con insulina:

La insulina es la base para el tratamiento de casi todos los individuos con DM tipo | y
muchos de los individuos con DM tipo II; puede administrarse por via intravenosa,
intramuscular o subcutanea. El tratamiento a largo plazo depende principalmente de
inyecciones subcutaneas. La administracion subcutanea de insulina difiere de la
secrecion fisiolégica de la hormona en dos formas principales:

% La cinética de absorcion no produce el incremento rapido y disminucién de la
insulina enddgena en respuesta a la administracién de glucosa después de la
administracion oral o intravenosa.

% La insulina inyectada se administra a la circulacion periférica en lugar de
liberarse hacia la circulacibn portal. Asi, la proporciobn de insulina
portal/periférica no es fisiolégica y esto puede alterar la influencia de la
insulina en el metabolismo hepatico.

No obstante, la insulina suministrada a la circulacion periférica puede causar

glucemia normal o casi normal.



Secretagogos de insulina e hipoglucemiantes orales

Diversas sulfonilureas de primera generacion (clorpropamida, tolazamida,
tolbutamida) y sulfonilureas de segunda generacion (glimepirida, glipizida,
gliblenclamida) meglitinidas (repaglinida,nateglinida), agonistas de GLP-1
(exenatida) e inhibidores de dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) (saxagliptina,
sitagliptina, vildagliptina) se utilizan como secretagogos para estimular la liberacion
de insulina.

Dentro de los hipoglucemiantes orales podemos mencionar a las biguanidas

(Metformina) y las tiazolidinedionas.

1. Sulfonilureas:

Mecanismo de accion: la sulfonilurea estimula la liberacion de insulina al unirse a un
sitio especifico en el complejo de conductos K ATP en las células betas (receptor de
sulfonilureas, SUR) e inhiben su actividad. La inhibicion del conducto K ATP causa
despolarizacién de la membrana celular y una serie de eventos que conducen a la
secrecion de insulina. Este grupo de farmaco se utiliza en pacientes con DM tipo Il.
Absorcion, distribucion y eliminaciéon: todas se absorben de manera eficaz en el tubo
digestivo. Sin embargo, los alimentos y la hiperglucemia pueden reducir la absorcion.
Las sulfonilureas se unen en plasma principalmente a proteinas en especial a la
albumina. Presentan una semivida corta (3 a 5 h), los efectos hipoglucemiantes son
evidentes por 12 a 24 h y a menudo pueden administrarse una vez al dia. El higado
metaboliza todas las sulfonilureas y los metabolitos se eliminan en la orina.
Efectos secundarios e interacciones medicamentosas que pueden causar:

» Hipoglucemia que podria llegar al coma.

» Nauseas, vomitos, ictericiacolestasica, agranulocitosis, anemia aplasica y

hemolitica.
» Reacciones de hipersensibilidad generalizada y reacciones dermatoldgicas.
» El etanol puede incrementar la accion de la sulfonilurea y causar

hipoglucemia.



» El efecto hipoglucemiante se potencia con alguno de los siguientes farmacos:
andrégenos, anticoagulantes, antimicéticos azolicos, cloranfenicol, fluconazol,
gemfibrozilo, sales de magnesio, metildopa, inhibidores de Ila
monoaminooxidasa (MAOI), probenecid, sulfonamidas, antidepresivos
triciclicos y acidificadores urinarios.

» Otros farmacos pueden disminuir el efecto de las sulfonilureas: antagonistas
de los conductos de calcio, bloqueadores beta, colestiramina, estrogenos,
acido nicotinico, fenotiazinas, rifampicina, simpaticomiméticos, diuréticos

tiazidicos y alcalinizantes urinarios.

2. Meglitinidas:

Mecanismo de accion: al igual que las sulfonilureas estimulan la secrecién de
insulina al cerrar los conductos de K ATP en las células betas del pancreas. Este
grupo es utilizado en pacientes con DM tipo |II.

v" Repaglinida: se absorbe con rapidez en el tubo digestivo y alcanza sus
concentraciones maximas en una hora. La semivida es casi de una hora. Se
metaboliza principalmente en el higado a derivados inactivos.

Debe utilizarse con precaucion en individuos con insuficiencia hepatica. Una
pequefia proporcion del farmaco (cerca del 10%) es metabolizada en el rifidén, por lo
qgue la dosificacién en pacientes con insuficiencia renal debe llevarse a cabo con
gran precaucion. El efecto secundario principal es la hipoglucemia. Ciertos farmacos
pueden potenciar su accion (bloqueadores beta, cloranfenicol, cumarinicos, MAOI,
farmacos antiinflamatorios no esteroideos, probenecid, salicilatos y sulfonamidas),
otros pueden alterar su metabolismo (itraconazol, trimetoprim, ciclosporina,

simvastatina, claritromicina).

v" Nateglinida: favorece una secrecibn mas rapida pero menos sostenida de
insulina que otros antidiabéticos orales disponibles. Se metaboliza
principalmente a nivel hepatico. Algunos farmacos reducen el efecto
hipoglucemiante de la nateglinida  (corticosteroides, rifamicinas,

simpaticomiméticos, diuréticos tiazidicos, productos tiroideos), potencian su



efecto el alcohol, antiinflamatorios no esteroideos, MAOI, y bloqueadores

betas no selectivos.

3. Agonistas LGP 1:Exenatida

Mecanismo de accién: la activacion del receptor LGP 1.Estos receptores se
expresan en células beta, células en el sistema nervioso central y periférico, corazon
y vasos sanguineos, rifion, pulmoén y mucosa gastrointestinal.
Absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y dosificacién: se administra en
inyeccion subcutédnea dos veces al dia, por lo comun antes de los alimentos; se
absorbe con rapidez, alcanza concentraciones maximas en casi 2 h, sufre poco
metabolismo en la circulacion y tiene un volumen de distribucion de casi 30 L. La
eliminacion del farmaco ocurre principalmente por filtracion glomerular, con
protedlisis y reabsorcién tubular minimas.
Efectos secundarios e interacciones farmacoldgicas:

» Nauseas y vomitos en forma dependiente de la dosis.

> Estrefimiento.

4. Inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4):

Mecanismo de accion: DPP-4 es una serina proteasa que tiene distribucion amplia
en todo el cuerpo y se expresa como ectoenzima en las células endoteliales, en la
superficie de los linfocitos T y en forma circulante. Desdobla los aminoacidos del
extremo amino terminal de péptidos con prolina o alanina en la segunda posicion.

Absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion: se absorben de manera eficaz en
el intestino delgado. Circulan principalmente en su forma no unida a proteinas y se

excretan en su mayor parte sin cambios en la orina. No se unen a la albumina ni



afectan el sistema de citocromo oxidasa hepatica. Se excretan por via renal y deben
utilizarse dosis mas bajas en pacientes con reduccién de la funcion renal.
Efectos secundarios e interacciones farmacolégicas: No existen efectos secundarios

consistentes destacados.

5. Hipoglucemiantes orales: dentro de este grupo de farmacos se encuentran las

biaguanidas (metformina) y las tiazolidinedionas (rosiglitazona, pioglitazona).

v' Metformina: el mecanismo de accién es incrementar la actividad de la
proteina con quinasa dependiente de AMP (AMP K). La AMP K es activada
por fosforilacion cuando se reducen las reservas de energia celular (es decir,
se reducen las concentraciones de ATP y de fosfocreatina). La proteina
guinasa dependiente de AMP activada estimula la oxidacion de acidos grasos,
la captacion de glucosa y el metabolismo no oxidativo y reduce la lipogénesis
y la gluconeogénesis. El resultado neto de esas acciones es el incremento en
el almacenamiento de glucogeno en musculo estriado, menores tazas de
produccion de glucosa hepética y aumento de la sensibilidad a la insulina con

reduccion en la glucemia.

Se ha demostrado que la metformina inhibe la respiracion celular por acciones
especificas en el complejo | mitocondrial. La metformina tiene pocos efectos sobre
las concentraciones de glucosa en estados de normoglucemia y no afecta la
liberacion de insulina o de otras hormonas de los islotes y rara vez causa
hipoglucemia. Sin embargo, incluso en personas con hiperglucemia leve, la
metformina reduce las concentraciones de glucosa al disminuir la produccion
hepatica de glucosa e incrementar la captacién periférica de la misma.

La metformina se absorbe principalmente en el intestino delgado, no se une a
proteinas plasmaticas y se excreta sin cambios en la orina. Tiene una semivida en

circulacion de casi dos horas.



Los efectos secundarios mas comunes son gastrointestinales como nauseas,
indigestion, dolor abdominal colico, distencion, diarrea o alguna combinacion de
estos sintomas.

Los farmacos cationicos (cimetidina, furosemida y nifedipina) que se eliminan por
secrecion tubular renal tienen el potencial de interactuar con metformina por

competicion del sistema del transporte tubular renal comunes.

v Tiazolidinedionas: son ligandos del receptor activador de la proliferacién del
peroxisoma gamma (PPAR gamma), un grupo de receptores hormonales
nucleares que participan en la regulacién de los genes relacionados con el
metabolismo de la glucosa y de los lipidos.

Ambos farmacos se absorben en 2 a 3 h y la biodisponibilidad no parece
afectarse con los alimentos. Se metabolizan en el higado y pueden
administrarse a pacientes con insuficiencia renal, pero no deben utilizarse en
individuos con hepatopatia activa o elevaciones significativas de las
transaminasas séricas hepaticas.
Los efectos adversos mas comunes son el incremento de peso y el edema. El
incremento de la incidencia de insuficiencia cardiaca congestiva es de gran

preocupacion entre los efectos secundarios de estos farmacos.

Otros farmacos hipoglucemiantes:

6. Inhibidores de la alfa glucosidasa (acarbosa, miglitol)
Mecanismo de accion: reducen la absorcion intestinal del almidén, dextrinas y
disacaridos al inhibir la accion de la alfa glucosidasa en el borde intestinal en cepillo.
La inhibicion de esta enzima hace mas lenta la absorcion de carbohidratos en el tubo
digestivo y evita el incremento subito de las concentraciones plasmaticas
posprandiales de glucosa. Dichos farmacos también incrementan la liberacion de la
hormona glucoreguladora GLP-1 hacia la circulacion, lo que puede contribuir a sus

efectos hipoglucemiantes.
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Absorcion, distribucién, metabolismo, y excrecion: la acarbosa se absorbe poco y las
pequefias cantidades del farmaco que alcanzan la circulacion sistémica se elimina a
través del rifion. La absorcion del miglitol es saturable; 50 a 100% de cualquier dosis

tomada alcanza la circulacion, este se elimina casi por completo por via renal.

Efectos secundarios e interacciones farmacoldgicas:

> Mala absorcidn, flatulencia, diarrea y distencion abdominal.

> Hipersensibilidad cutanea (poco comun).

> Estan contraindicados en pacientes con insuficiencia renal en etapa 4.
> La acarbosa puede disminuir la absorcién de digoxina.

> El miglitol disminuye la absorcion de propanolol y ranitidina.

7. Pramlintida

Mecanismo de accion: el péptido amiloide de los islotes (amilina) es un péptido de 37
aminoéacidos producidos en las células betas del pancreas y se secreta junto con la
insulina. Se ha desarrollado una forma sintética de amilina con varias modificaciones
de aminoacidos para mejorar la biodisponibilidad, denominada pramlintida como
farmaco para el tratamiento para la DM tipo | y 1.

Al parecer media sus acciones a través de la unién especifica a los receptores de
amilina en regiones especificas del rombencéfalo. La activacion del receptor de
amilina causa reduccion en la liberacion de glucagon, retraso del vaciamiento
gastrico y saciedad.

Absorcion, distribuciéon, metabolismo, excrecion: se administra como inyeccion
subcutanea antes de los alimentos; no se une ampliamente a las proteinas
plasmaticas y tiene una semivida de 50 min. El metabolismo y eliminacion es
principalmente a través del rifidn.

Efectos secundarios e interacciones medicamentosas:
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» Nauseas e hipoglucemia.

» Contraindicada en pacientes con gastroparecia 0 con trastornos de la
motilidad.

» Puede retrasar el vaciamiento gastrico.

» Puede alterarse la farmacocinética de medicamentos que requieran la

absorcion rapida en el tubo digestivo.

8. Resinas fijadoras de acidos biliares

Mecanismo de accién: las resinas fijadores de acidos biliares reducen las
concentraciones plasmaticas de glucosa en individuos diabéticos.

El Unico fijador de acidos biliares aprobado especificamente para el tratamiento de la
DM tipo Il es el colesevelam.

Absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion: El colesevelam se encuentra
disponible como polvo para solucion oral y en forma de comprimidos; por lo comun
se utilizan tres comprimidos dos veces al dia antes del almuerzo y de la cena o bien
seis comprimidos antes de la comida principal del paciente. El farmaco se absorbe
en el tubo digestivo en cantidades minimas de forma que su distribucién se limita al
tubo digestivo.

Efectos secundarios e interacciones medicamentosas:

> Gastrointestinales (estrefiimiento, dispepsia, dolor abdominal, nduseas que
afectan hasta 10% de pacientes que reciben el tratamiento).

> Incremento de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos en personas
con tendencia a la hipertrigliceridemia.

> Puede interferir en la absorcibon de farmacos como warfarina,
difenilhidantoinato, verapamilo, glibenclamida, levotiroxina y etinilestradiol, estos
medicamentos deben administrarse 4h antes del colesevelam.

> Puede interferir en la administracion de vitaminas liposolubles.
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9. Farmacos basados en GLP-1:

Las incretinas son hormonas gastrointestinales que se liberan después de los
alimentos y estimulan la secrecion de insulina. Las dos incretinas mejor conocidas
son GLP-1y GIP.

Aunque estos péptidos comparten muchas similitudes, difieren porque GIP no es
eficaz para estimular la liberacién de insulina y para reducir la glucemia en personas
con DM tipo Il, en tanto que GLP-1 si es eficaz.

Cuando se administra por via intravenosa a personas diabéticas en cantidades
suprafisiolégicas, el GLP-1 estimula la secrecidén de insulina, inhibe la liberacién de
guagon, retrasa el vaciamiento gastrico, reduce el consumo de alimentos y normaliza

la secrecion de insulina posprandial y en ayuno.

10. Agonistas de los receptores GLP-1.:

Existen dos agonistas de receptores de GLP-1: exenatina y liraglutida.

El mecanismo de accion de ambas es la activacion del receptor de GLP-1. Los
receptores de GLP-1 se expresan en las células beta, células en el sistema nervioso
central y periférico, corazobn y vaso sanguineo, rifidbn, pulmén y mucosa
gastrointestinal. La unidn de agonistas del receptor GLP-1 activa la via de cAMP-
PKA y varios factores de intercambio de nucleétidos de guanina. La activacion del
receptor GLP-1 también inicia las sefiales a través de PKA y de PI3K y altera la
actividad de varios conductos ionicos. En las células beta, el resultado final de estas
acciones es el incremento en la biosintesis de insulina y la exocitosis en una forma
dependiente de la glucosa.

Absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion: la exenatida se administra en
inyeccion subcutdnea dos veces al dia por lo comun antes de los alimentos; se
absorbe con rapidez, alcanza concentraciones maximas en casi 2 h, sufre poco
metabolismo en la circulacion y tiene un volumen de distribucion de casi 30 L. La
eliminacion del farmaco ocurre principalmente por filtracion glomerular, con

protedlisis y reabsorcion tubular minimas.
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La liraglutida se administra en inyeccion subcutanea una vez al dia. Alcanza sus
concentraciones maximas en 8 a 12 h y la semivida de eliminacion es de 12 a 14 h.
Existe poca excrecion renal o intestinal y la eliminacién depende principalmente de la
via metabdlica de las proteinas plasmaticas.

Efectos secundarios e interacciones farmacoldgicas:

> Nauseas, vomitos

> Retrasan el vaciamiento gastrico

> Alteran la farmacocinética de farmacos como: anticonceptivos orales y

antibiéticos (Powers y D’Alessio, 2012).

1. 4 NUEVOS TRATAMIENTOS PARA LA DIABETES

En este capitulo se desarrolla un nuevo farmaco para el tratamiento de la DM tipo I
inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa tipo Il (SGLT2).

El rindn se ha considerado principalmente un érgano de eliminacion y un regulador
de la sal y del equilibrio i6nico. Actualmente es reconocido como un actor importante
en el ambito de la regulacion del metabolismo de la glucosa. Durante el ayuno el
55% de la glucosa proviene de la gluconeogénesis. Solo dos 6rganos intervienen en
este proceso metabolico: el higado y el riidn. Este Gltimo es responsable del 20% de
la produccion total de glucosa y del 40% de la glucosa producida por la
gluconeogénesis. En el rifidn el cotransportador principal de la reabsorcién tubular

de glucosa es el SGLT 2.
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1.5 EL RINON Y LA REGULACION DE LA GLUCOSA: filtracion y

reabsorcion de la glucosa en el rifidn.

Los glomérulos de un adulto sano filtran 180 gramos de glucosa cada dia
aproximadamente. En circunstancias normales, casi toda la glucosa se reabsorbe y
menos del 1% se excreta en la orina. La reabsorcién de glucosa a partir de los
tubulos es un proceso de multiples pasos con participacion de varios mecanismos de
transporte. Una vez filtrada la glucosa en el tubulo, debera ser transportada fuera del
mismo, a través de las células epiteliales tubulares, y después, a través de la
membrana basolateral, hacia el capilar peritubular. En condiciones 6éptimas, cuando
la carga de glucosa tubular es de aproximadamente 120 miligramos/minutos o
menos, no se pierde la glucosa en orina. Sin embargo cuando la carga de glucosa
excede aproximadamente los 220miligramos/minutos (el denominado umbral de
glucosa), la glucosa comienza a aparecer en la orina.

El valor de la glucosa en sangre necesaria para proporcionar dicha carga tubular no
es un valor establecido en los seres humanos, sino que es un rango.

Un estudio de evaluacién de este proceso informo que la concentracion de glucosa
en sangre necesaria para superar el umbral de la glucosa tubular oscila entre 130 y
300 miligramos/decilitros.

Ademas, el estudio encontr6 una relaciéon entre la edad y un aumento en los niveles
del umbral.

El 90% de la glucosa filtrada se reabsorbe por la alta capacidad del cotransportador
SGLT 2 en el segmento contorneado del tubulo proximal, y el 10% restante de la
glucosa filtrada se reabsorbe por el transportador SGLT 1 en el segmento recto del
tubulo proximal descendente. El resultado muestra que no aparece glucosa en la
orina. Clinicamente la causa mas frecuente de glucosuria es la diabetes. Por lo tanto
los pacientes no excretan glucosa en la orina hasta que su concentracion de glucosa
en sangre es superior a 180 miligramos/decilitros, o que no ocurre normalmente en

los individuos sin diabetes.
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1.6 FUNCION DEL COTRANSPORTADOR SGLT2

El primer paso en la reabsorcion de la glucosa de la orina implica el transporte de
glucosa desde los tubulos a los capilares peritubulares a través de las células
epiteliales tubulares.

Esto se logra con la familia de cotransportadores sodio-glucosa (SGLT). Los SGLT
incluyen una gran variedad de proteinas de membrana que actian en el transporte
de glucosa, aminoacidos, vitaminas, iones y osmolitos a través de la membrana del
borde en cepillo de los tubulos renales proximales, asi como el epitelio intestinal.
SGLT 1 es un transportador de baja capacidad y alta afinidad. Se encuentra
principalmente en el tracto gastrointestinal, pero también se puede encontrar en el
segmento S3 del tubulo proximal renal. Aunque SGLT1es el transportador clave de
la absorcidon de glucosa en el tracto gastrointestinal, su impacto en el riién es menos
importante; representa alrededor del 10% de la reabsorcién de la glucosa.

Esto ha sido de algun interés farmacoldgico porgue el bloqueo de este transportador,
tedricamente, atenlia la absorcion gastrointestinal de glucosa y podria ofrecer un
método para inducir la pérdida de peso o reducir la hiperglucemia postprandial.

Por el contrario, SGLT 2 es un cotransportador de gran capacidad y de baja afinidad,
y se encuentra principalmente en el rifion. Las mutaciones de pérdida de la funcién
en SGLT2 causan glucosuria.

Aungue se han identificado otros miembros de esta familia (SGLT3, SGLT4, SGLT5
y SGLT6, el de mayor prevalencia e importancia funcional en el rifion es SGLT2.
Este cotransportador se encuentra en una densidad relativamente alta en el
segmento S1 (el segmento inicial) del tabulo proximal. SGLT2 transporta glucosa
aprovechando el gradiente de energia de la reabsorcion de sodio en el filtrado
tubular. Este proceso recibe el nombre de transporte activo secundario y es

impulsado por el gradiente electroquimico de sodio en el filtrado tubular.
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1.7 INHIBIDORES DEL COTRANSPORTADOR SGLT2 PARA EL
TRATAMIENTO DE LA DM TIPO I

ﬁ

Figura 1. Mecanismo de inhibicién del cotransportador SGLT2 en el
tabulo proximal.

En 1835, quimicos franceses aislaron una sustancia, la florizina, de las raices de los
manzanos. Aunque se crey0 que la florizina era un compuesto para tratar la fiebre,
las enfermedades infecciosas y la malaria, no fue hasta 50 afios después de su
descubrimiento que se encontrd que altas dosis de florizina causaban glucosuria.
Durante varias décadas, la florizina fue utilizada para la valoracion de la fisiologia
renal. Fue en 1970 cuando se descubrié que la glucosuria inducida por la florizina se
debia a que inhibia un sistema activo de transporte responsable de la reabsorcion
tubular de glucosa. Entre 1980 y 1990 se identifica al cotransportador SGLT2, y se
comienza a perfilar la inhibicién de este cotransportador como tratamiento de la DM
tipo II. Por tanto, la florizina ha sido el primer inhibidor conocido de SGLT2.

Sin embargo, la florizina no pudo utilizarse como tratamiento de la DM tipo Il por
varias razones. En primer lugar, porque la absorcion intestinal es muy pobre, y en
segundo, porgue no es un inhibidor selectivo de SGLT2, ya que también es capaz de
inhibir SGLT1, causando en la mayoria de los casos diarrea osmotica (Pérez Lopez
et al., 2010).
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La inhibicion de SGLT2 puede reducir los niveles de glucosa plasmatica al reducir el
transporte maximo de la glucosa, lo que se traduce en aumento de la excrecion
urinaria de glucosa.

En humanos, los inhibidores del SGLT2 inhiben entre el 30 y el 50% de la
reabsorcion renal de glucosa (Rodriguez Ramirez et al., 2014).

Actualmente se han desarrollado farmacos analogos de florizina que son selectivos
para SGLT2 y con una mejor absorcion intestinal. Algunos farmacos de este grupo
son dapaglifiozina y canagliflozina, que actualmente se encuentran en ensayo
clinicos de fase lll.

De los inhibidores SGLT2, el mas desarrollado es el dapagliflozina.

o FARMACOCINETICA

La dapagliflozina se absorbe rapidamente después de la administracion oral en
pacientes con DM tipo II, en un tiempo promedio de 1 h (0,5 — 4,0 h). Un estudio de
fase | en voluntarios sanos sugiri6 que la absorcion es mas lenta cuando se
administra junto con comidas, aunque esta diferencia fue minima. La vida media de
dapagliflozina es aproximadamente de 16 horas. La glucosuria es dosis-
dependiente.

Este farmaco al inhibir a SGLT2 de forma selectiva y reversible, ocasiona la
eliminacién de aproximadamente 70 gramos de glucosa por orina al dia.

El aclaramiento renal de la dapagliflozina es minimo (3-6 mililitros/minutos) y su
excrecion renal es baja (menos del 2.5% en orina de 24 horas). Estudios in vitro han
sugerido que dapagliflozina se metaboliza por inactivacion metabdlica por la via de
la enzima glucunoriltransferasa.

Dapagliflozina ha demostrado tener un efecto hipoglucemiante a dosis de 2,5; 5; 10;
20; y 50 miligramos diarios en ensayos clinicos de fase Il. La mayoria de los ensayos
clinicos de fase Il que estan en curso evaluan los efectos de dosis diarias de 2,5; 5
y 10 miligramos.

Los inhibidores de SGLT2 son un grupo novedoso de farmacos que parecen aportar

varias ventajas en el tratamiento de la DM tipo II:
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1- Peso: los inhibidores de SGLT2 promueven la pérdida de peso al incrementar
la glucosuria (1gramo de glucosa equivale a 4 kilo calorias), lo que disminuye los
niveles plasmaticos de glucosa y estimula la lipdlisis.

2- Corrige mecanismos alterados en la DM tipo Il. En los pacientes diabéticos se
ha demostrado que existe un aumento en la reabsorcion tubular de glucosa.

3- Efectos adversos: la hipoglucemia habitualmente es una barrera a la hora de
plantear estrategias de control glucémico 6ptimo. Como la inhibiciéon de SGLT2 es
completamente independiente de la secrecion de insulina, no hay aumento del
riesgo de hipoglucemia.

4- Tratamiento de la hiperglucemia: el mecanismo Unico de los inhibidores de
SGLT2 hace que probablemente sean un complemento de otras terapias
hipoglucemiantes.

Las mayores preocupaciones sobre la inhibicion de SGLT2 son el riesgo de
infecciones del tracto urinario, la deplecién del volumen intravascular secundario a la
diuresis osmética, el desequilibrio hidroeléctrico, la nefrotoxicidad debido a la
acumulacion de productos finales de la glucosilacion avanzada, la nicturia y las
interacciones farmacoldgica.

Se requieren estudios a largo plazo que respondan a estas consideraciones, aunque
con la evidencia obtenida hasta este momento existen datos suficientes para
considerar a los inhibidores de SGLT2 como farmacos seguros.

Los inhibidores de SGLT2 podrian no ser efectivos en pacientes con insuficiencia
renal debido a la reduccién de la tasa de filtracion glomerular, aunque actualmente
esta en investigacion (Zakerska et al., 2012).

Ademas es importante destacar que los efectos adversos varian de leves a
moderados; sin embarga es necesario realizar ensayos clinicos aleatorios que
tengan un seguimiento a largo plazo para identificar la seguridad de los inhibidores
de SGLT2 y establecer la verdadera utilidad de estos farmacos en el tratamiento de
los pacientes diabéticos.

Como nombramos anteriormente la dapaglifiozina es metabolizada por la enzima
glucuroniltransferasa. El gen que codifica esta enzima es el UGT1A9. Hay pacientes
gue presentan un polimorfismo en dicho gen que afecta la efectividad y eficacia del
farmaco, ocasionando que éste no sea metabolizado correctamente. Esta situacion

probablemente produce un aumento en la toxicidad, ya que al permanecer mas
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tiempo en circulacibn sanguinea, genera mayores efectos adversos y posibles
interacciones con otros farmacos. El polimorfismos mas conocido de este gen es el
UGT1A9*3 (rs72551330) en donde el cambio de un nucledtido (Timina por Citosina)
produce una modificacion en el codon 33 del aminoacido Metionina por Treonina
(Kasichayanula et al., 2012).
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2.0 OBJETIVOS

2.1 GENERALES:

o Busqueda e identificacion de variantes genéticas que afectan a la efectividad
de los iISGLT2.

2.2 ESPECIFICOS:

o Identificar la presencia de polimorfismos en genes asociados con la

farmacodinamia y/o la farmacocinética de los iISGLT2.

o Realizar una puesta a punto en una técnica para la identificacion del
polimorfismo rs72551330 en el gen UGT1A9.
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3.0 HIPOTESIS

La presencia del polimorfismo UGT1A9*3 en el gen UGT1A9 puede ser puesto en

evidencia a través de la técnica de PCR-RFLP.
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4.0 MATERIALES Y METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio de tipo descriptivo y de caracter observacional, prospectivo

y transversal.

4.2 PACIENTES CONTROLES

En este estudio se incluy6 un total de 11 individuos de entre 20 a 80 afios de
edad que asistieron al Hospital Nacional de Clinicas de Cordoba Capital, para
realizarse los andlisis de control de diabetes. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica del Hospital de Clinicas y el Ministerio de Salud de Cérdoba y esta de
acuerdo con la declaracion de Helsinki. Todos los pacientes fueron informados y su

consentimiento fue obtenido.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSION

o Individuos entre 20 y 80 afios.

o Pacientes diabéticos tipo II.

o Pacientes medicados con metformina y dapagliflozina.
o Mujeres no embarazadas.
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4.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

o Individuos menores de 20 afios y mayores de 80 afos.
o Pacientes no diabéticos tipo Il.

o Mujeres embarazadas.

o Pacientes con insuficiencia renal.

4.5 MUESTRAS

Las muestras analizadas consistieron en:

o Sangre entera con anticoagulante EDTA obtenida por venipuntura en tubos
BD Vacutainer® EDTA-K2 5.4 miligramos.

o ADN de sangre entera con anticoagulante EDTA obtenida por venipuntura en
tubos BD Vacutainer® EDTA-K2 5.4 mg, extraido segun el método indicado por el kit
comercial "Wizard® DNA Purification Kit" (Cat. #A1120, Promega).

o Los pacientes se presentaron con 12 horas de ayuno.

4.6 PROCEDIMIENTOS

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

EXTRACCION DE ADN

Se utilizé el "Wizard® DNA Purification Kit" (Cat. #A1120, Promega)

El Wizard® DNA Purification esta disefiado para la separacion de ADN de los
glébulos blancos, tejidos de cultivos celulares, tejido animal y vegetal, levaduras y

bacterias Gram positiva y negativas (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,2010).
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Este kit se basa en un proceso de 4 pasos: lisis celular, lisis nuclear, remocién de
proteinas celulares mediante un precipitante y, concentracion y desalinizacién del
ADN mediante precipitacion con isopropanol y lavado con etanol 70% (Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, 2010).

PROCEDIMIENTQO: 150 yL de sangre anticoagulada se lisaron con Cell Lysis

Solution y Nucleic Lysis Solution. Luego, se centrifugd la muestra y se descarto el

sobrenadante.

Para la extraccion del ADN se utilizaron distintas soluciones provistas por el
fabricante (RNAseSolution, Protein Precipitation Solution) con posteriores
centrifugaciones breves a 13.000 r.p.m. y para la precipitacion del mismo se utilizé
Isopropanol y Etanol 70%. Por dltimo, el ADN extraido se re suspendié en ADN
Rehydration Solution.

AMPLIFICACION DEL GEN MEDIANTE PCR: Al ADN extraido se le realizé
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Se tomé 1 pyL de muestra de ADN, 3
ML de Colorless Reaction Buffer Tag 5x (Promega™), 0.12 pL de dNTPs (10 mM,
Promega™), 0.12 uL de GoTaq Polimerasa® (5 U/ ul, Promega™), 1 uL de Primer
Forward correspondiente, 1 yL de Primer Reverse correspondiente y se llevo a
volumen final 15 pL con Agua bidestilada calidad biologia molecular.

LOS PRIMERS UTILIZADOS FUERON:

o UGT1A9*3 (F/R) (10 pmol/ml,Operon™) para el polimorfismo rs72551330.
Primer Forward: 5’- ACGCCCTCTATTGGGGTCAG -3’
Primer Reverse: 5'- GCTTTCCATTGAGCATGGGC -3’
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En la Tabla 1 se muestran los volimenes utilizados en el método de amplificacion
por PCR

Tabla 1. Preparacion de muestras para la
amplificacién por PCR.

H20 14,60 uL
Buffer 5X 5 ML
Primer Forward 1,67 uL
Primer Reverse 1,67 uL

dNTPs 0,20 L
GoTaq 0,20 L
ADN 1,67 pL

Tiempos del proceso de PCR.

a) Inicio: a 94° C por 2 minutos.

b) Desnaturalizacion: a 94° C por 50 segundos.

C) Hibridacion: a 60° C por 50 segundos.

d) Extensién: a 72° C por 1 minuto.

e) Elongacion Final: a 72° C por 5 minutos.

f) Conservacion: a 20° C.

Se repitieron ciclicamente las fases b-c-d por 35 veces.

Se utilizé el termociclador Biometra II®

DIGESTION ENZIMATICA

A continuacion se muestra la secuencia nucleotidica, en donde las letras subrayadas
representan los primers y lo destacado en negrita indica el sitio donde va a actuar la

enzima de restriccion, siendo Y el lugar donde estaria la mutacion o polimorfismo.
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ACGCCCTCTATTGGGGTCAGGTTTTGTGCTGGTATTTCTCCCACCTACTGTATCA
TAGGAGCTTAGATTCCCAGCTGCTTGCTCTCAGCTGCAGTTCTCTGATGGCTTG
CACAGGGTGGACCAGCCCCCTTCCTCTATGTGTGTGTCTGCTGCTGACCTGTG
GCTTTGCCGAGGCAGGGAAGCTACTGGTAGTGCCCA

Y
GGATGGGAGCCACTGGTTCACCATGAGGTCGGTGGTGGAGAAACTCATTCTCA
GGGGGCATGAGGTGGTTGTAGTCATGCCAGAGGTGAGTTGGCAACTGGGAAGA
TCACTGAATTGCACAGTGAAGACTTATTCAACTTCATATACCCTGGAGGATCTGG
ACCGGGAGTTCAAGGCTTTTGCCCATGCTCAATGGAAAGC

Y=CO6T
Se utilizé la enzima de restriccion Ncol, esta enzima reconoce la siguiente secuencia,
la cual hace referencia a la correspondiente a la de un paciente sin mutacién, y corta,

lo cual se visualiza en un gel de agarosa la presencia de dos fragmentos.

5. CCATGG ..3
3... GGTAC.C ..5

Interpretacion:

Homocigota T/T: 200 + 200 pb
Homocigota C/C: 400 pb
Heterocigota C/T: 400 + 200 + 200 pb

La preparacion de la muestra puede observarse en la Tabla 2. La digestion

enzimatica se realiz6 a 37 ° C por un periodo de 3 hs.
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Tabla 2. Preparacién para la digestion enzimatica.

Agua Bidestilada Calidad Biologia Molecular 1,7 pl

NEBuffer® Buffer 4 (10x, Biolabs™) 2 ul
Enzima Ncol(20.000 Ul/mL, Biolabs™) 0,3 ul
Albumina Sérica Bovina (20x, Biolabs™) 1l
Producto de PCR 15 pl

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para la electroforesis en gel de agarosa, el producto de digestion se sembr6 en un
gel de agarosa (Agarosa MAX D1 Max Biologia Molecular® 100g, Biodynamics™
SRL) al 2,5% P/V en buffer TAE (1X) y tincion con 2 ul de Solucion de Bromuro de
Etidio calidad biologia molecular (10 mg/ml, Promega™).

En la corrida electroforética se utiliz6 un marcador de peso molecular (MPM) de 100
pb (CienMarker® 250uL, Biodynamics™), fuente de poder BioRAD® (PowerPac
Basic™) a 70V por 40 minutos. El gel fue observado en transluminador UV (Modelo
TM-26, Labnet™).
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5.0 RESULTADOS

A partir del producto de PCR realizamos la digestion enzimética (RFLP), con la

enzima Ncol y los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura:

B-Actina  Producto PCR T/C

MPM: 250 pb

b-Actina: 280 pb

Producto de PCR: 400 pb
Homocigota T/T: 200 + 200 pb
Homocigota C/C: 400 pb
Heterocigota T/C: 400 + 200 + 200 pb

Figura 2. Electroforesis de la PCR-RFLP en gel de agarosa, bajo luz
ultravioleta.

Luego de la digestién enzimatica se tom6 una muestra al azar para ser analizadas
por secuenciacion del ADN, a fin de verificar si los resultados obtenidos por la
técnica de PCR — RFLP eran coincidentes.

La secuenciacion es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad
es la determinaciéon del orden de los nucleétidos (A, C, Gy T) en un fragmento de
ADN. Se puede utilizar la secuenciacion del ADN para conocer las mutaciones
somaticas, como las sustituciones de bases, generadas entre distintos organismos
(Jiménez y Collada, 2008).
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En la figura 3 se muestra el resultado de la secuenciacion.
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Figura3. Electroforetograma del
fragmento amplificado

En el caso de ser un paciente con el polimorfismo, como se explicé anteriormente se
produce un cambio de una T (timina) por una C (citosina). En esta situacion se
mantiene la base pirimidinica T, por lo tanto, no es un paciente que sufre una
mutacion, sino que es un paciente sin la mutacion. Esto puede observarse ya que,
cuando el secuenciador lee el producto obtenido de la PCR, produce picos de

diferentes colores segun el nucledtido en cuestién (A, C, G o T).
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6.0 DISCUSION

En el presente trabajo se estudié el polimorfismo (UGT1A9*3) en el gen UGT1A9
que codifica para la enzima glucuroniltransferasa que se encarga de metabolizar la
dapagliflozina (entre otros farmacos) utilizada en el tratamiento de la DM tipo Il. La
presencia del polimorfismo puede afectar a la efectividad y eficacia del farmaco.

En los trabajos desarrollados por Zakerska y sus colaboradores, se realizaron
diferentes andlisis en donde se estudiaron variantes en el gen UGT1A9 en 308
muestras de sangre de individuos polacos (Zakerska O et al., 2012).

La amplificacion de los fragmentos del gen UGT1A9 se llevd a cabo mediante PCR.
Los resultados obtenidos mostraron que algunos individuos presentaban
polimorfismos en el gen UGT1A9 en donde se cambiaba una Timina por una
Citosina en la posicion 98, siendo el sujeto heterocigoto para la variante estudiada.
También encontraron que un 3,2 % de los individuos presentaban un cambio, M33T
en el estado heterocigético (Zakerska O et al., 2012).

En los pacientes estudiados en nuestra investigacién, no se encontrd el polimorfismo
ya que trabajamos con diez muestras y dicha mutacion es de baja frecuencia, se
encontré uno en forma heterocigota. A diferencia del trabajo realizado por Zakerska
que utilizo una elevada cantidad de muestras encontrando el polimorfismo.

Otras variantes que podrian afectar la efectividad de los inhibidores de SGLT2, son
aquellas que se encuentren en el gen que codifica al cotransportador SGLT2
(SLCSAZ2), pero debido a las bajas frecuencias que presentan (de 1500 personas se
encuentra 1 con el polimorfismo), se prefirid realizar este trabajo con el polimorfismo
*3 en el gen UGT1A9.
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7.0 CONCLUSION

Se pudo comprobar la hipotesis planteada, ya que la técnica de PCR y la digestion
enzimatica (PCR-RFLP) puesta a punto funcionaron correctamente, ademas fueron
corroboradas mediante la secuenciacion del ADN.

Esto sera de suma utilidad para continuar con el proyecto de investigacion el cual
tiene previsto reclutar mas pacientes, lo que permitird identificar la presencia del
polimorfismo en los pacientes y poder realizar estudios de correlacién de efectividad

y eficacia farmacoldgica de la dapaglflozina.
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