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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la posible asociacion entre el SNP rs914458 (C>G) del gen PTPN1con la DM2 en una poblacion de la zona
urbana de Lima - Peru.

Material y Métodos: El estudio incluyd un total de 216 personas de la zona urbana de Lima correspondientes a un grupo
control (n = 123) y un grupo de pacientes diagnosticados con diabetes tipo 2 provenientes del Hospital A. Loayza (n = 93).
La genotipificacion del SNP se llevd a cabo mediante PCR y con un secuenciador ABI PRISM 310. El analisis de asociacion se
llevd a cabo con el uso de la herramienta web SNPStats para realizar cinco modelos de regresion logistica. El efecto de la
asociacion genética se establecio con el valor de OR.

Resultados: La frecuencia del MAF (alelo G) fue de 0.22 en el grupo de controles y en el grupo de pacientes. Ninguno de los
modelos de regresion muestra valores de OR (considerando los Cl) por encima o por debajo del valor de referencia.
Conclusion: No se encontré asociacion genética significativa entre el SNP rs914458 del gen PTPN1 y la DM2 para la poblacion
de la zona urbana de Lima - Peru. (Horiz Med 2014; 14(4): 31-36)

Palabras clave: Gen PTPN1, polimorfismo de nucleétido simple (SNP), frecuencia alélica, asociacion genética, diabetes
tipo 2. (Fuente: DeCS BIREME).

Genetic association analysis between snp rs914458 of protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 1(ptpnl) gene and Type 2 Diabetes in Peruvian Population

ABSTRACT

Objective: Evaluate the association between SNP rs914458 (C>G) of PTPN1 gene with T2DM in a population from the urban
area of Lima - Peru.

Material and Methods: This study included a total of 216 subjects from the urban area of Lima. The number of subjects
in control group was 123, and 93 patients diagnosed with type 2 diabetes from Hospital A. Loayza. SNP genotyping was
performed by PCR and sequencing using ABI PRISM 310 DNA sequencer. The association analysis was carried out using the
web tool SNPStats and five logistic regression models were performed. The effect of genetic association was established
with the OR.

Results: The frequency of MAF (allele G) was 0.22 in both control and patient groups. The OR values were not different from
the reference values considering the respective confidence interval.

Conclusion: No significant association was found between the SNP rs914458 and the PTPN1 gene with T2DM for the urban
population of Lima - Peru. (Horiz Med 2014; 14(4): 31-36)
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INTRODUCCION

Las proteinas tirosina fosfatasas son una familia
de enzimas que catalizan la defosforilacion de
proteinas tirosina fosforiladas y participan tanto
en el inicio como en la terminacion de diferentes
sefales celulares. La proteina tirosina fosfatasa 1B
(PTP1B), codificada por el gen PTPN1, es un miembro
de esta familia y ha sido ampliamente estudiada por
su gran interés farmacéutico principalmente por
su participacion en el metabolismo de la insulina
aunque también ha sido vinculada, en interaccion
con otros factores, sobre el desarrollo de procesos
inflamatorios, enfermedades cardiacas, obesidad,
cancer de mama, cancer de prostata y diabetes
tipo 2 (DM2) (1, 2). PTP1B esta encargada de la
defosforilacion de residuos de fosfotirosina, que
es la forma activada del receptor de insulina,
interrumpiendo la via de sefalizaciéon de esta
hormona (3, 4). En estudios in vivo, se ha demostrado
que ratones deficientes en PTP1B presentan un
aumento en la sensibilidad a insulina y resistencia a
la obesidad inducida por la dieta (5, 6).

Se han realizado numerosos estudios para encontrar
genes candidatos de DM2 y se ha podido determinar
qgue en el cromosoma 20, se concentran varios
genes con un efecto sobre la modulacién del riesgo
para la aparicién de la enfermedad, siendo el gen
PTPN1 un miembro importante de este grupo (7).
Uno de los estudios mas prometedores, encontro
evidencias de la asociacién y ligamiento del gen
PTPN1 con DM2 (8). En contraste, otro estudio
describe que la distribucion de alelos y genotipos
para cinco marcadores polimorficos del gen PTPN1
no fue diferente entre un grupo control y un grupo
de pacientes con DM2 concluyendo que no habia
asociacion entre el gen y DM2 (9). Resultados
similares, de no asociacion con DM2, fueron
descritos al estudiar dos variantes del promotor
PTPN1 en individuos polacos e iranies (10).

Polimorfismos en regiones no codificantes (como
intrones o regiones cercanas al gen) también han
sido evaluados, asi, algunos SNPs no muestran
asociacion genética como ocurre con el SNP
rs16989673, localizado en la region 3’-UTR, para
una poblacion polaca (11), mientras que otros SNPs
también localizados en regiones no codificantes del
gen PTPN1 si han mostrado asociacion con DM2 (12,
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13), por ejemplo, el SNP rs941798 del intron 1 (14)
o los SNPs 7077 G/C y rs914458 localizados a 10kb
en el extremo 3’ del gen PTPN1 (15). El gen PTPN1
también ha mostrado asociacion con la sensibilidad
a la insulina, la dislipidemia, el indice de masa
corporal y los niveles de colesterol (16, 17, 18). Sin
embargo, las asociaciones genéticas encontradas
deben ser explicadas por los procesos biolégicos
que lleven al desarrollo de la enfermedad, asi, una
red de interaccion basada en la expresion génica
(mediante microarrays) muestra que la expresion
incrementada de EGFR (factor de crecimiento
epidermal) lleva a una nefropatia diabética
mediante las interacciones de EGFR con PTPN1 y
con CAV1 (caveolin 1) que también es considerado
un gen candidato de DM2 por lo que esta interaccion
tendria un rol importante en el desarrollo de esta
enfermedad (19).

Un estudio llevado a cabo con una poblacion
irani muestra que el polimorfismo 1484insG del
gen PTPN1 esta asociado con la resistencia a la
insulina en varones no diabéticos aunque sugiere la
replicacién del estudio con una poblacion de mayor
tamano (20). Como ocurre con otras enfermedades
complejas, se observan resultados contradictorios
para los estudios de asociacion y son varios los
motivos que pueden explicar estas diferencias.
Entre ellos se encuentra la posible interaccion
entre el gen evaluado y otros factores moduladores
que son parte del perfil genético de las diferentes
poblaciones o grupos étnicos, los diferentes
factores ambientales considerados en cada estudio,
el establecimiento del grupo control o el poder
estadistico que esta influenciado por el tamaio de
las muestras y por la frecuencia de los alelos en la
poblacién evaluada (21, 22, 23).

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la posible
asociacion entre el SNP rs914458 (C>G) del gen
PTPN1 con la diabetes tipo 2 en una poblacion de la
zona urbana de Lima - Peru.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién en estudio

Incluyo un total de 216 personas de la zona urbana
de Lima y de origen mestizo: grupo control (n =
123) y un grupo de pacientes (n = 93) diagnosticadas
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con DM2. De este grupo, 24 eran solo diabéticas
mientras que 69 eran diabéticas obesas. El grupo
control estuvo conformado por individuos sanos
gue no presentaban: DM2, obesidad, hipertension,
problemas cardiovasculares e hipercolesterolemia,
con edad promedio de 30 anos, provenientes del
Hospital A. Loayza.

Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA genomico, utilizando el kit
de extraccion PureLink™ Genomic DNA Kits
(INVITROGEN), obteniéndose a partir de 200uL de
linfocitos, 50pL de DNA que fue almacenado a -20°
C.

Genotipificacion

Informacion general sobre el SNP rs914458 del gen
PTPN1 se obtuvo mediante la revision de la base
del datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Las mezclas de PCR se
realizaron en un volumen de 20 L, con buffer PCR
1X, 200 pmol de dNTP, 1.5 mM de MgCl2, 0.25 U
AmpliTaq Gold, 40 ng de DNA gendmico y 0.5 pL de
cada primer. Las condiciones de amplificacion para
el SNP fueron: 95°C por 2 min, 30 ciclos de 95°C por
30s, 64°C por 30sy 72°C por 1055, y finalmente 72°C
por 10 min. La visualizacion de cada fragmento se
realizo por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Los fragmentos amplificados fueron purificados con
el kit High Pure PCR cleanup micro. Se realiz6d una
segunda amplificacion con el kit SnaPshot Multiplex
(INVITROGEN) a las siguientes condiciones: 25 ciclos
de 96°C por 10's, 50°C por 5 min, 60°C por 30 sy
4°C 30s. Para la remocion de los grupos fosforilados
se realizo la digestion con la enzima Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase (CIAP) anadiéndose 1pL de
CIAP a cada producto de amplificado y se llevo al
termociclador a 37°C por 1 h, 75°C por 15 min y
4°C por 30 min. Posteriormente, los SNPs fueron
visualizados en el secuenciador ABIPRISM 310 del
Laboratorio de Biotecnologia y Biomedicina del INS.

Analisis estadistico

El calculo de las frecuencias alélicas, genotipicas
asi como el andlisis de asociacién se llevaron a
cabo con el uso de la herramienta web SNPStats
(24). La evaluacion del equilibrio Hardy-Weinberg
(H-W) para los alelos del SNP se llevé a cabo con
un test exacto. Se realizaron cinco modelos de

regresion logistica correspondientes a los modelos
codominante, dominante, sobredominante,
recesivo y log-aditivo. El efecto de la asociacion
genética se establecié con el valor de odds ratio
(OR).

RESULTADOS

Los resultados generales de los grupos evaluados
se muestran en las tablas 1 y 2. La frecuencia
alélica para el alelo menos frecuente (alelo G) es
de 0.22 tanto en el grupo de controles como en
el de pacientes, no se observd diferencias para
las frecuencias alélicas del polimorfismo entre los
grupos control.

Antes de realizar el analisis de asociacion, se
determino si los alelos se encontraban en equilibrio
de Hardy-Weinberg (test exacto) para el grupo
control y para el grupo de pacientes. En el grupo de
controles no se encontro una desviacion significativa
del equilibrio H-W (P=0.79) por lo que este grupo
puede ser usado como referencia. En el grupo de
pacientes se observé una desviacion del equilibrio
H-W (P=0.029) y que se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Frecuencias alélicas del SNP rs914458

Alelo Total : Controles o Pacientes ¢
n (%) n (%) n (%)
© 337 (0.78) 191 (0.78) 146(0.78)
G 95 (0.22) 550.22 40(0.22)

Equilibrio Hardy-Weinberg:
a : P-valul=0.32; b: P-value=0.76; c: P-value=0.029

La desviacion del equilibrio H-W en el grupo de
pacientes no afecta el andlisis de asociacion que se
describe en la tabla 2, sin embargo puede indicar,
entre otras cosas, una estratificacion de este grupo.

El analisis de asociacion se llevé a cabo considerando
cinco modelos de herencia:codominante,
dominante, sobredominante, recesivo y el log-
aditivo. EI modelo codominante corresponde a
la comparaciéon de los genotipos heterocigoto y
homocigoto (portadores del alelo menos frecuente)
con el genotipo homocigoto del alelo més frecuente.
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El modelo dominante considera la sumatoria de los
genotiposheterocigotoyhomocigoto (portadoresdel
alelo menos frecuente) comparado con el genotipo
homocigoto del alelo mas frecuente. De manera
similar se realizan los modelos sobredominante
y recesivo. En el caso del modelo log-aditivo, se
considera la variacion sobre el riesgo cuando existe
una o dos copias del alelo menos frecuente, G y
GG, respectivamente. Las frecuencias genotipicas
encontradas pueden ser observadas en el modelo
codominante para el grupo de controles y el de
pacientes.

Los valores de OR (odds ratio) indican la asociacion
de los genotipos con la enfermedad, asi, un
valor mayor a 1 corresponde a un incremento de
riesgo, mientras que un valor menor a 1 indica una
reduccion en el riesgo. Sin embargo, los valores
de OR deben ser considerados en conjunto con los
intervalos de confianza. Considerando todo esto, no
se encuentra ninguna asociacion estadistica entre
el polimorfismo evaluado y la enfermedad.

Adicionalmente, se realizé un analisis de asociacion
estratificando el grupo de pacientes en un subgrupo
de 24 personas diabéticas y otro subgrupo de
69 personas diabéticas obesas. Los resultados
obtenidos para el analisis asociacion no muestran
diferencias con respecto a los resultados globales
mostrados en la tabla 2.

Tabla 2. Asociacion del SNP rs 914458 con diabletes tipo 2 (n=216)

Modelo Genotipo Controles
n (%)
Codominante C/C 73 (59.4%)
C/G 45 (36.6%)
G/G 5(4.1%)
Dominante C/C 73 (59.4%)
C/G + G/G 50 (40.6%)
Recesivo C/C+CIG 118 (95.9%)
G/G 5(4.1%)
Sobredominante  C/C+G/G 73 (59.4%)
C/G 45 (36.6%)

Log-additivo - e

OR: odds ratio; Cl intervalo de confianza
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DISCUSION

El polimorfismo rs914458 (C>G) se encuentra
localizado a 10 kb downstream del gen PTPN1
que codifica una proteina tirosina fosfatasa 1B
(PTP1B). Esta proteina interviene en la regulacion
negativa de la produccion de insulina por lo que
la evaluacion de los polimorfismos en este gen o
en su cercania tiene un caracter relevante en la
investigacién sobre el desarrollo de DM2 mediante
estudios de asociacion genética. Por este motivo
nuestro grupo ha evaluado la posible asociacion
entre el polimorfismo rs914458 del gen PTPN1 sobre
el desarrollo de diabetes tipo 2 en la poblacién
peruana (123 controles y 93 pacientes).

En la poblacién peruana poco se conoce sobre
la frecuencia de éste y otros SNPs que han sido
previamente investigados para conocer su papel
en el desarrollo de la DM2. En este estudio,
reportamos una frecuencia de 0.22 para el alelo
menos frecuente (G) en la poblacion peruana. Esta
frecuencia es la misma en ambos grupos, controles
y pacientes por lo que se puede intuir que no existe
una asociacion de este alelo con la enfermedad.

Pacientes OR (95% Cl) P-value
n (%)

61 (65.6%) 1 (Referencia) 0.13
24 (25.8%) 0.64 (0.35-1.16)

8 (8.6%) 1.91 (0.60-6.16)
61 (65.6%) 1 (Referencia) 0.35
32 (34.4%) 0.77 (0.44-1.34)
85 (91.4%) 1 (Referencia) 0.17
8 (34.4%) 2.22 (0.70-7.03)
69 (74.2%) 1 (Referencia) 0.09
24 (25.8%) 0.60 (0.33-1.09)
-------------- 0.95(0.61-1.49) 0.84
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Al realizar el analisis de asociacion genética se han
tenido en cuenta factores como el tamano de los
grupos, asi como el equilibrio H-W de los alelos.
Una desviacion del equilibrio H-W se encontré en
el grupo de pacientes. Son varios los motivos que
pueden explicar esta desviacion, entre ellos, una
posible asociacion con la enfermedad (aunque
esto no se ve reflejado al realizar los analisis de
asociacion en nuestro estudio). Otro motivo para
la desviacion del equilibrio H-W es que el grupo en
cuestion esta formado por varios subgrupos (como
se ha descrito en resultados).

Los polimorfismos del gen PTPN1 han sido
estudiados previamente en diferentes poblaciones
a nivel mundial. Algunos polimorfismos de este
gen si muestran asociaciones con el desarrollo de
DM2, enfermedades relacionadas a DM2 y con la
capacidad de respuesta frente a la glucosa en la
sangre (respuesta aguda a la insulina o con el indice
de sensibilidad a la insulina) (14, 15, 25, 26). Otros
estudios, por el contrario, reportan una falta de
asociacion de los SNPs del gen PTPN1 con la DM2
(27). Estas diferencias pueden ser explicadas por
perfil genético del grupo poblacional evaluado asi
como por otros factores ambientales implicados en
el desarrollo de la enfermedad y que no son siempre
considerados en los estudios de asociacion caso-
control. También se debe tener en consideracién
el tamano de los grupos controles y pacientes.
Aunque existe evidencia de la implicacion de los
polimorfismos del gen PTPN1 con la DM2, el SNP
rs914458 no ha mostrado asociacion genética en
diferentes poblaciones (14, 25, 26). Sin embargo,
un estudio para la poblacion francesa, llevado a
cabo con 1227 pacientes y 1047 controles muestra
que el SNP rs914458 esta asociado estadisticamente
con el riesgo de DM2 (bajo un modelo dominante,
OR = 1.43 [1.06-1.94]) y con el fenotipo obesidad
moderada (OR = 1.20 [1.01-1.43]) (15).

Nuestro grupo, viene estudiando este polimorfismo
en andlisis de asociacién genéticos basados en
familias, la obtenciony analisis de esta informacién,
permitira aclarar el papel de este polimorfismo en
el desarrollo de la enfermedad.

Abreviaciones

H-W: Hardy-Weinberg

DM2: Diabetes tipo 2

OR: odds ratio

Cl: Intervalo de confianza

PTPN1: gen de la proteina tirosina fosfatasa no
receptor tipo 1.

MAF: alelo menos frecuente
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