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RESUMEN

La diabetes tipo 2 es una enfermedad compleja que tiene
un componente genético. Se ha comprobado que calpai-
na 10 (CAPN10) localizado en 2g37.3, constituye un gen
de susceptibilidad para esta enfermedad. La asociacién
alélica y haplotipica con diabetes, observada en poblacio-
nes amerindias (méxico-americana, pima, surui y maya), y
algunas europeas (finlandesa y alemana), confirmarfan es-
tos resultados. El origen ancestral amerindio nos hace su-
poner que CAPN10 constituiria un gen de susceptibilidad
en poblacién peruana nativa y mestiza.

Para utilizar los alelos del CAPN10 como factores de riesgo
genético necesitamos establecer la frecuencia en la poblacién
normal. En el presente trabajo se observa la frecuencia de los
alelos SNP19 en 116 controles normales de Lima, mayor-
mente de origen mestizo. La frecuencia alélica analizada es
similar a la descrita en las poblaciones mexico-americanas.

ABSTRACT

Type 2 diabetes is a complex disorder where genetic fac-
tors play an important role. Several studies suggest that
some genetic variants of calpain 10 (CAPNI0Q) increase
susceptibility to type 2 diabetes. Some allelic and haploty-
pe combinations are associated with increased risk in
Amerindian populations (Mexican American, Pima and
Surui) and Finnish and German groups. The ancestral
Amerindian origin suggests that CAPN10 is a susceptibi-
lity gene in native and admixed Peruvian populations.

To use CAPNI10 alleles as genetic risk factors, we need to
establish their baseline frequencies in normal populations.
Allele frequencies of SNP19 in 116 individuals of Lima
(admixed population) are similar to those reported for
Mexican American groups.

INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 o no dependiente de insulina
(NIDDM) es la forma mas comdn de esta enfermedad y
corresponde aproximadamente al 90% del total de casos,
caracterizandose por una resistencia a la insulina acompa-
fiada de una deficiencia relativa en la accién y secrecién
de insulina.

Seclén et al.,!? realizaron estudios de tasa de incidencia y
prevalencia de diabetes tipo 1 v 2, respectivamente, en
poblacién peruana. La incidencia de diabetes tipo 1 es de
0,4/100, 000. En tanto, la prevalencia de diabetes tipo 2
es mucho mayor; observindose un sesgo altitudinal en la
poblacién urbana de la costa (7.6%) vs. poblacién urbana
de la sierra (1.3%).

Al igual que en otras enfermedades complejas, la tasa de
prevalencia de la diabetes tipo 2 es dependiente del grupo
étnico en estudio. ‘A su vez, esta tasa depende de los ge-
nes causalés de la diabetes tipo 2 en la poblacién. Los re-
sultados observados para diabetes tipo 2 en la poblacién
peruana confirman lo observado en otros estudios, rela-
cionando prevalencia de diabetes tipo 2 y componente ge-
nético de la poblacién, 20% en mexico-americanos, 15%
en personas de origen africano y 11.9% en las poblaciones
de origen caucdsico’. Actualmente, el riesgo genético
constituye un importante factor de prondstico, diagnésti-
co y prevencién de la enfermedad.

Para la bisqueda de genes candidatos en diabetes tipo 2,
se utilizan marcadores moleculares y los estudios compa-
rativos de asociacién y/o ligamiento entre grupos de pa-
cientes y controles. En el caso de diabetes 2, se han en-
contrado aproximadamente 13 regiones cromosémicas
asociadas a la enfermedad.
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Entre los marcadores més dtiles se encuentran los poli-
morfismos de un solo nucleétido (single nucleotide poly-
morphism-SNP). Aunque se encuentran por decenas en
todos los genes, solo algunos SNP se encuentran mas re-
presentados en pacientes con estas enfermedades que en
la poblacién control. Esto se debe a que estan muy cerca
al gen causal o constituyen una mutacién que otorga una
predisposicién genética.

De los estudios realizados a la fecha para ubicar a los
genes candidatos de diabetes tipo 2, el mas prometedor
fue el realizado por Hanis et al., que encontraron evi-
dencias de ligamiento con un gen de susceptibilidad en
una region del cromosoma 2. Este locus fue designado
como el gen nimero 1 de diabetes mellitus no depen-
diente de insulina (NIDDM1), y fue detectado en una
poblacién mexicana.

Horikawa et al.,’ basandose en este estudio, delimitaron
ain mas la regién de NIDDM 1. Encontrandose que de los
tres genes candidatos observados en esta regién, sélo cal-
pafna 10 presenté asociacién entre las frecuencias haplo-
tipicas de sus SNP43, 19 y 63 y diabetes tipo 2. Esto se
comprob6 en poblacién pima y mexico-americana en un

20 a 30%, y un 3% en poblacién finlandesa y alemana
(Horikawa et al.5; Fullerton et al.). Considerando la cer-
cania filogenética entre las poblaciones pima, mexico-
americana y peruana, asi como los antecedentes anterior-
mente presentados, nosotros proponemos estudiar al gen
CAPNI10, que serfa una regién cromosémica y un gen de
susceptibilidad “mayor” en la poblacién peruana.

Otros estudios a nivel celular y molecular realizados por
Horikawa et al.5 comprobaron que CAPN10 interviene en
la regulacién de varias funciones celulares incluyendo se-
fiales intracelulares, proliferacién y diferenciacion. Asf co-
mo un mediador en la accién de la insulina, corroboran-
do que este es un gen candidato involucrado en la etiolo-
gia de diabetes tipo 2. Asi, los resultados genéticos y celu-
lares indican a CAPN10 como un gen de susceptibilidad
para diabetes tipo 2. Considerando la fisiologia molecular
de CAPNIO0 y el parentesco ancestral en las poblaciones
pima y mexico-americana se realizé el analisis del SNP19
de calpaina 10 (CAPN10) en poblacién control peruana,
esto permitird realizar posteriores comparaciones con pa-
cientes diabéticos y determinar factores de riesgo genéti-
co de esta enfermedad.
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Figura 1: Esquema de la regién cromosémica 2g37.3, que contiene el gen calpaina 10 (CAPN10). Este gen tiene 15 exones y 14 intrones. Los SNPs
43 y 44 se ubican en el intron 3, el SNP19 en el intron 6, y el SNP63 en el intron 13, respectivamente. (Horikawa et al., (5)).
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MATERIALES Y METODOS

Poblacién en estudio

Se analizaron 116 individuos voluntarios de una po-
blacién urbana de Lima, mayormente de origen mesti-
z0, que no presentaron antecedentes clinicos de diabe-
tes 2, obesidad, hipertensién, problemas cardiovascu-
lares e hipercolesterolemia.

Analisis molecular

Se obtuvo el DNA a partir de linfocitos de sangre peri-
férica, por medio de la técnica descrita por Fujita R.7. A
partir de estas muestras se realizé la amplificacién por
PCR del SNP19, utilizando los partidores (primers) y los
protocolos de amplificacién descritos por Evans et al 8, y
que se indican a continuacién:

SNP-19 (CAPN10g. 7920 indel 32bp)

La mezcla de PCR se realizé en un volumen de 10 ul
que contiene Buffer de PCR 1x, 200umol de cada di-
nucleétido trifosfato (ANTP’s)/lt, 1.5 mmol de
MgCl12/1t, 5% de dimetil sulféxido, 250 nmol de cada
primer /lt, 0.25 U de Amplitaq gold y 40 ng de ADN
gendmico. Las condiciones del protocolo de PCR son
94°C por 12 minutos, 35 ciclos de 94°C por 308, 60°C
por 308 y 72°C por 308 y 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al
2%. La figura 2 representa al alelo 1 con 2 repeticiones
y de un tamano de 155 pb, y el alelo 2 presenta 3 repe-
ticiones con 187 pbs.

1: 155 pb

2:187 pb

Figura 2

RESULTADOS

Se han analizado 116 individuos control para el SNP-19,

encontrindose una frecuencia de 41.38% del alelo 155 y
58.62% del alelo 187.

DISCUSION

Los resultados preliminares presentados en los pérra-
fos anteriores son necesarios para un posterior estudio
de asociacién tipo caso-control, siendo por tanto ade-
cuado, el anilisis molecular en controles sanos de la
poblacién peruana.

En estudios familiares, el SNP19 marcador localizado en el
intron 6 del gen Calpaina 10 (CAPN10) presentd asociacién
con diabetes 2 (Horikawa et al., 2000). Estos resultados sugi-
rieron que los haplotipos de los SNP 43, 19, y 63 serfan los
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La Fig. 3 es un ejemplo de una corrida electroforética en gel de agarosa
al 2%, y se senala con una flecha el tamafo de los alelos del SNP19 que
son de 155 y 187pb, respectivamente.

que estarian asociados a diabetes tipo 2 en poblacién mexi-
co-americana. E1 SNP19 present6 una frecuencia del alelo
més coman (187pb) de un 57% en una muestra normalizada
(n=112), y de un 50% en pacientes diabéticos (n=110).

Otros antecedentes sefialan que la frecuencia del alelo
mds comiin es de 62% en poblacién Maya (n=94) y de
73% para poblacién Surui (n=94) (Fullerton et al.¢).

En tanto que, los resultados observados en poblacién con-
trol peruana para el alelo més frecuente (187pb) es de
58.62% que es similar al 57% observado por Horikawa et
al.’ en una muestra normalizada.

Considerando lo descrito en los parrafos anteriores, se co-
rrobora que la poblacién control peruana, presenta una
frecuencia alélica similar a la observada en otras poblacio-
nes de origen amerindio, como la mexico-americana.

Es importante destacar que estos son los primeros resultados
para el SNP19 en poblacién peruana, y serdn utilizados co-
mo antecedentes para determinar la frecuencia de este mar-
cador asociado a diabetes tipo 2. Actualmente, nos encon-
tramos realizando los andlisis moleculares de los SNP43 y 63
en la poblacién diabética y 1a poblacién control peruana.

Dra. Ménica Paredes Anaya
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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