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RESUMEN

La diabetes tipo 2 es una enfermedad compleja que tiene un componente genético. Calpaina 10
(CAPN10) es un gen de susceptibilidad para este gen y esta localizado en 2q37.3. Pacientes de
algunas poblaciones de origen amerindio presentan las frecuencias alélicas de los SNP19, 43 y 63
del gen CAPN10, que sugiere una relacion causal entre este gen y la diabetes tipo 2. El origen
filogenético comun, nos permite suponer que CAPN10 también seria un gen de susceptibilidad en la
poblacién peruana nativa y mestiza, lo cual nos motivd a investigar esta relacion en nuestra
poblacién.

Se obtuvieron resultados de la frecuencia alélica de los SNP19, 43 y 63 de CAPN10 en 129 controles
normales de Lima, la mayoria de origen mestizo.

Ademas de la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para determinar si la poblacion tiene
una distribucion genéricamente homogénea en dichos marcadores.

Se puede concluir que la prueba de H-W sugiere fuertemente que nuestra poblacion control es
adecuada para un estudio de asociacion y desequilibrio de ligamiento en pruebas caso-control. Esto a
su vez es la base para futuros estudios de asociacién y desequilibrio de ligamiento, postulando a
CAPN10 como gen de susceptibilidad de diabetes tipo 2 en la poblacién peruana.

Palabras claves: frecuencia alélica, frecuencia haplotipica, equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio
de ligamiento.

ABSTRACT

Type 2 diabetes is a complex genetic disorder, where the gene calpain 10 (CAPN10) located in
2g37.3, plays an important role. Allele frequencies of SNP19, 43 and 63 are present in affected
Amerindian populations and might suggest a possible relationship between CAPN10 and type 2
diabetes.

The fact that Amerindian populations has a common phyllogenetic origin was our main motivation for
studying this possible relation, because it would suggest' that CAPN10 is a susceptibility gene for
native and admixed Peruvian populations.

Allelic frequencies of SNP19, 43 and 63 of calpain 10 was obtained of 129 normal controls from Lima,
most of them admixed population. Hardy-Weinberg test (H-W) was used in order to determine if the
population had a genetically homogenous distribution for the employed molecular markers.

It can be concluded that the H-W test strongly suggests that the control population is adequate for an
association and linkage disequilibrium in case-control studies. Furthermore, this would mean be the
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start of future association and linkage disequilibrium studies where CAPN10 would be considered as a
susceptibility gene for type 2 diabetes in Peruvian population.

Key Words: alelle frequency, haplotype frequency, Hardy-Weinberg equilibrium, linkage
disequilibrium.

INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 es una enfermedad que amenaza con convertirse en una pandemia. Esta
enfermedad compleja es causada por factores genéticos y medioambientales.

Calpaina 10 (CAPN10) es un gen con actividad de cistein-proteasa que regula la proliferaciéon y
diferenciacion celular, se localiza en 2q37.3 y algunas variantes de este gen estan asociadas a
susceptibilidad a diabetes tipo 2",

La asociacién de variantes alélicas y haplotipicas de este gen con diabetes tipo 2, ha sido observada
en poblaciones amerindias (méxico-americana, pima, surui y maya), y algunas europeas 2. Por
ejemplo, habia variantes fuertemente asociados con incidencia y ligamiento en los SNP19, 43, y 63
localizados en las regiones intronicas de CAPN10. Otro resultado interesante fue, que el genotipo 1/1
del SNP-43 presento ligamiento con el gen, pero no estaba asociado a un incremento de diabetes en
paciente méxico-americanos.

Cuando se estudio los polimorfismos agrupados en haplotipos, se observé un incremento del riesgo
de diabetes tipo 2 en diferentes combinaciones haplotipicas de SNP's (polimorfismos de 1 base)
localizados en CAPN10, incluyendo el SNP-43. Se han definido los haplotipos de riesgo para los
SNP's 43 19 y 63 en poblacién méxico-americana. Analisis haplotépicos de estos marcadores
moleculares sugieren que los genotipos 1-1, 1-2 y 2-1 de los SNP 43 y 19 confieren un incremento
en el riesgo de desarrollar la enfermedad.

Esto fue posteriormente confirmado en 2 grupos independientes de méxico-americanos (Odds ratio
(OR) 2.8 y 3.58), finlandeses (OR 2.55) y alemanes (OR 4.97). Considerando lo anteriormente
expuesto se postuld6 a CAPN10 como gen de susceptibilidad que explica un 14% del riesgo a
desarrollar diabetes tipo 2 en méxico-americanos y 4% en poblacién europea1.

La interpretacion de estos resultados se encuentra en la variabilidad intraespecifica del gen y la
variacion haplotipica y alélica de CAPN10 en diferentes grupos étnicos'*. Por tanto, otro antecedente
a considerar es el origen del hombre peruano. Recientes estudios a nivel de ADN mitocondrial y
nuclear explican el poblamiento del continente americano, indican la existencia de 3 oleadas
migratorias correspondientes a 3 lenguajes diferentes: amerindio, nadene y eskaleut**?, que
corresponden a las poblaciones sudamericanas, centroamericanas y del sur de Norteamérica.

Estos resultados y los andlisis antropométricos dentales sustentan el modelo de migracién tripartita®.
Dicho de otro modo la poblacién nativa peruana, habria llegado en la primera corriente migratoria de
la que provienen las poblaciones méxico-americana y pima.

Los resultados observados hasta el momento, aparentemente contradictorios indicarian %ue para
algunas poblaciones CAPN10 es importante en la etiologia de diabetes tipo 2 y en otras no"®?.

Resultados preliminares del SNP 19 en poblacion peruanam, mayormente de origen mestizo, nos
sugirieron que la frecuencia alélica de este SNP es similar a la descrita en la poblacién méxico-
americana. En esta publicacion, presentamos las frecuencias alélicas y el equilibrio de Hardy-
Weiberg (H-W) de los SNP 43, 19 y 63 en poblacion peruana. Estos analisis permitiran determinar la
distribuciéon de los marcadores y si la poblacidon peruana es genéticamente homogénea para los
marcadores en estudio. Esto sera la base de posteriores estudios caso-control utilizando estos
marcadores moleculares en la poblacién peruana.



MATERIAL Y METODOS

Poblacion en estudio

Se analizaron 129 individuos voluntarios de una poblaciéon urbana de Lima, mayormente de origen
mestizo, que no presentan diabetes tipo 2, obesidad, hipertension, problemas cardiovasculares e
hipercolesterolemia. De ellos, se amplificaron 124 controles en los SNP's 19 y 63, y 129 controles en
el SNP-43.

Analisis molecular
A partir de estos individuos, se realizé la amplificacién del SNP-19, SNP-43 y SNP-63, utilizando los
partidores (primers) y los protocolos de amplificacion descritos™", y que se indican a continuacion:

SNP-19 (CAPN10-g.7920 indel 32bp)

La mezcla de PCR se realizé en un volumen de 10 pl y contiene Buffer de PCR 1x, 200 plmol
de cada dNTP, 1.5mmol de MgCl2, 5% de dimetil sulfoxido, 250 nmol de cada primer, 0.25 U
de Amplitag Gold (Applied biosystem) y 40ng de ADN gendmico. Las condiciones del pro-
tocolo de PCR fueron 94°C por 12 min, 35 ciclos de 94°C por 30S, 60°C por 30S y 72°C por
30S y 72°C por 10 min. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2%, El
alelo 1 tiene 2 repeticiones de una secuencia de 32 pb y el amplificado tiene un tamafo de
155 pb, y el alelo 2 presenta 3 repeticiones que suman 187 pb.

SNP-43 (CAPN10-g.4852G/A)

El protocolo de PCR se realizé a un volumen total de 10 ul que contiene Buffer de PCR 1x,
200 umol de cada dNTP, 1.5 mmol de MgCl2, 0,25 U de Amplitag Gold (Applied biosystem) y
40ng de ADN gendmico. Las condiciones de PCR fueron 96°C por 12 min, 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 57°C por 30 segundos y 72°C para 30S y 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 2%. El alelo 1 (G) es de 134 pb
y el alelo 2(A) es 152 pb.

SNP-63 (CAPN10-g.16378 C/T)

Las condiciones de PCR fueron similares al del SNP-19, excepto que la temperatura de
alineamiento es de 62°C. Los productos de PCR se digirieron con 2U de Hhal (NEB) en buffer
plus NE4 1x y albumina de suero bovino al 1x, a 37°C por 2h. Luego, estos productos de
digestion fueron separados en gel de agarosa al 2%. El alelo 1 (C) es de 162 pb y el alelo
2(T) es 192 pb.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)
Esta prueba permite determinar si la poblacidn en estudio es genéticamente homogénea,
detectandose algun sesgo de homocigosidad o heterocigosidad de los alelos en una poblaciéon. Se
considera que una poblacién esta en equilibrio de H-W cuando se encuentra estratificada en sub-
poblaciones. Una adecuada inclusion de los pacientes y controles en subpoblaciones es necesaria
para posteriores estudios caso-control.

Se utilizé el programa STATA 7.0 en la prueba de H-W; este andlisis fue validado con un chi-
cuadrado de Pearson y un chi-cuadrado de razén de verosimilitud. Se considera que la poblacion es
genéticamente homogénea, cuando la probabilidad de ambos chi-cuadrados es mayor a 0,05.



RESULTADOS

La figura 1 es un ejemplo de una corrida electroforética del SNP 19 en un gel de agarosa al 2 % y se
sefiala con una flecha el tamafio de los alelos de este marcador que son de 155 y 187pb,
respectivamente.
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Figura 1: Los carriles 1, 2 y 3 son ejemplos de individuos homocigotos para el
alelo de 187 pb, el carril 4 es la corrida de un homocigoto para el alelo de 155
pb. Se observa un heterocigoto 187-155 pb en el carril 5, y en el carril 6 el mar-
cador de peso molecular, que va de 100 a 1000 pb. En los individuos hetero-
cigotos siempre se observan bandas que son artefactos, mayores a 187 pb.

La tabla 1 presenta las frecuencias alélicas de los SNP's 19, 43 y 63 en 124 controles de la poblacion
peruana. Encontrandose en el SNP-19, una frecuencia de 43.1 del alelo 1 (155 pb) y 56.9 del alelo 2
(187 pb), respectivamente. EI SNP-43 tiene una frecuencia de 48.8 en el alelo 1 (134 pb) y de 51.2 en

el alelo 2 (152 pb). En tanto que, el SNP-63 presenta una frecuencia de 37.9 en el alelo 1 (162 pb) y
62.1 en el alelo 2 (192 pb).

TABLA N° 1

Distribucién de las frecuencias alélicas de los SNP 19,
43 y 63 en 124 controles de la poblacion peruana

SNP-19 SNP-43 SNP-63
n=124 n=129 N=124
Alelo  Frecuencia Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
1{155pb) 43.1 1{134pb) 48.8 1{162pb) 379
2 (187pb) 56.9 2(152pb) 51.2 2 (192pb) 62.1

pb= Pares de Bases
Frecuencia= Frecuencia alélica de controles
n= nimero de controles

En la tabla 2 se observa la frecuencia de los alelos mas comunes en poblacién méxico-americana y
se compara con la frecuencia del mismo alelo en la poblacion peruana. Encontrandose que solo el
alelo 2 del SNP-19 tiene una frecuencia similar en ambas poblaciones y que el alelo 1 del SNP 43
varia de 48.8 en la poblacién peruana a 75.0 en la méxico-americana. Del mismo modo, la frecuencia
del alelo 1 varia de 37.9 (peruana) a 75.0 (méxico-americana).



TABLA N° 2

Comparacion de la frecuencia alélica entre poblacion
meéxico-americana y peruana

POBLACIONES

Marcador Molecular  PERUANA  MEXICO - AMERICANA

SNP -19 ALELO 2 56.9 57.0
SNP -43 ALELO 1 48.8 75.0
SNP -63 ALELO1 37.9 75.0

Adaptado de Song y col., 2004"

En la tabla N° 3 se observan los resultados de la prueba de equilibrio de H-W para los SNP's 19, 43 y
63 en la poblacién control peruana. Encontrandose que el SNP-19 (p=0.758; 0.672), el SNP-43
(p=0.093y 0.092), Y el SNP-63 (p=0.061; 0.061), estan en equilibrio de H-W

Estos resultados indican que la poblacién es genéticamente homogénea para los SNP's 19, 43 y 63.

TABLA N° 3

Equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién control
peruana de los SNP's 19, 43 y 63

EQUILIBRIO DE HARDY - WEINBERG

Marcador Molecular X ? de Pearson Razén de Verosimilitud *

SNP -19 1176 (p=0.758) 1.545 (p=0.672 )
SNP -43 2.822 (p=0.093) 2.833 (p=0.092)
SNP -63 7.156 (p=0.061) 7472 (p=0.061 )

* Version STATA 7.0

DISCUSION

Se considera que es importante realizar la prueba de equilibrio de H-W porque permite determinar si
la poblacion es genéticamente homogénea, si no lo es, identifica subpoblaciones que se pueden
caracterizar por factores genéticos, étnicos, socioeconémicos, y culturales entre otros.

Una poblacion genéticamente heterogénea y estratificada en subpoblaciones que no han sido
adecuadamente identificadas, puede variar en la distribucién de las frecuencias alélicas de un
polimorfismo y dar como resultado falsos positivos en los estudios caso-control™®. En consecuencia, el
marcador molecular analizado puede no estar realmente asociado o estar en desequilibrio de
ligamiento con el gen causal de la enfermedad.

Inicialmente, las publicaciones de los estudios caso-control no tenian mayores objeciones y soélo se
consideraba que los controles fueran pareados con respecto al grupo de afectados. A partir del afno
2002, comenzaron una serie de pautas a considerarse para la publicacion de los estudios caso-
control.



Varios investigadores14 coinciden en que una adecuada estratificacion de la poblacién a estudiarse,
evita los efectos de la heterogeneidad genética que, por error pueden ser atribuidos a un efecto
genético asociado al fenotipo en estudio. Estos autores recomiendan evitar estos posibles "ruidos”,
utilizando diferentes métodos genéticos como los estudios familiares (trios caso-progenitores, por
ejemplo, utilizando el programa Transmission Disequilibrium Test (TDT).

Para evitar que esta situacion ocurra, es esencial tomar en cuenta el efecto de la estratificacion en la
poblacion, y en caso necesario la identificacion de subpoblaciones. Los resultados de homogeneidad
genética obtenidos para los SNP's 19, 43, y 63 en la prueba de H-W sugieren que la poblacion
control peruana es adecuada para un estudio de asociacion y desequilibrio de ligamiento en caso-
control. Considerando los resultados obtenidos a la fecha, el siguiente paso a seguir es analizar los
SNP's 19,43 y 63 en los pacientes diabéticos y sus familiares utilizando las dos metodologias antes
mencionadas.

El aporte de esta publicaciéon estd en que es el primer trabajo que determina la frecuencia alélica de
los SNP's 19, 43 y 63 del gen CAPN10 en la poblacién peruana y que esto a su vez es la base para
los estudios genéticos de asociacion y desequilibrio de ligamiento, postulando a CAPN10 como gen
de susceptibilidad de diabetes tipo 2 en nuestra poblacion.

GLOSARIO

1. Frecuencia alélica: frecuencia de 1 de las opciones alternativas que tiene un gen y que puede
ocupar un locus determinado.

2. Frecuencia haplotépica: frecuencia de un grupo de alelos de marcadores diferentes que
segregan juntos y que se heredan como una unidad.

3. Equilibrio de Hardy-Weinberg: Es el equilibrio que relaciona la frecuencia alélica con la
frecuencia haplotopica, se utiliza en genética de poblaciones para determinar ambas
frecuencias cuando la incidencia de la enfermedad es conocida.

4. Desequilibrio de ligamiento: La presencia de una combinacion especifica de alelos que
segregan juntos para dos o mas loci ligados mas frecuentemente que lo esperado.

Dra. Ménica Paredes Anaya

Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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