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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo Il o diabetes no dependiente de insulina es el tipo de
diabetes mas comun en el mundo, aproximadamente 4% de la poblacion adulta del
mundo la padece. En México la diabetes es la tercera causa principal de muerte,
misma situacion que se presenta en el Estado de Querétaro donde del 3 al 5% de
la poblacion padece de diabetes. De los diabéticos diagnosticados en el pais del 90
al 95% presentan la diabetes tipo Il. Su origen es multifactorial con factores tanto
genéticos como ambientales. La busqueda de determinantes genéticos para
diabetes tipo Il es complicada por el papel que juega la dieta, la actividad fisica y la
obesidad. Un rastreo genémico para diabetes tipo | en México-americanos llevo a
la localizacidén de un gen de susceptibilidad en el cromosoma 2 (CAPN10). En este
estudio se demostré que la combinacién de un haplotipo especifico definido por tres
polimorfismos de nucleétidos SNP-19, -43 y -63 esta asociada con un incremento
de tres veces el riesgo de padecer esta enfermedad. En estudios posteriores se
encontr6 que el polimorfismo SNP-43 altera la regulacidn transcripcional de
calpaina 10. En el presente trabajo se evalu6 la posible asociacidn de los
polimorfismos SNP-19, -43 y -63 del gen CAPN10 con diabetes tipo Il en pacientes
atendidos en unidades médicas de la Secretaria de Salud del Estado de Querétaro.
Se evaluaron muestras de sangre de 79 personas clinicamente sanas y sin
antecedentes de diabetes y para las muestras problema se seleccionaron 72
personas diagnosticadas con esta enfermedad. En los resultados obtenidos se
encontré que no existe una asociacion significativa entre la enfermedad y los
polimorfismos SNP-19 y -63. En el caso de SNP-43, uno de los alelos mostré una
asociacion significativa con la diabetes tipo Il. En la combinacién de haplotipos para
los tres polimorfismos la 211/112 se encontré significativamente incrementada en los
pacientes diabéticos, lo que indica asociacion con la enfermedad. Estos resultados
sugieren que algunas variaciones en CAPN10 pueden afectar la predisposicion a la
diabetes tipo Il en la poblacién queretana.




INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un padecimiento cronico que se caracteriza por una
alteracion en el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos. Se manifiesta
principalmente por la presencia de niveles elevados de glucosa en sangre, también
llamado hiperglucemia, aunque puede coexistir con hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia. Esta alteracion metabdlica puede estar producida por una
secrecion deficiente de insulina, una resistencia a la accién de la misma, o una

combinacién de ambas.

México cuenta con aproximadamente 8 millones de adultos con diabetes mellitus y
ocupa el noveno lugar entre los diez paises con mayor nimero de diabéticos en el
mundo. Constituye uno de los problemas mas importantes de salud publica en
México con caracteristicas de epidemia, siendo esta patologia la tercera causa

principal de muerte en México, asi como en el Estado de Querétaro.

En clinica, la diabetes se clasifica basicamente como diabetes tipo | o tipo Il. La
diabetes mellitus tipo | se caracteriza por la destruccion de las células B del
pancreas, que suele llevar a pérdida de produccion de insulina. En México del 5 al

10% de los diabéticos pertenecen a este grupo.

La diabetes tipo Il se presenta en individuos que tienen resistencia a la insulina y en
forma concomitante una deficiencia en su produccién que puede ser absoluta o
relativa. En esta categoria se incluyen del 90 al 95% de los casos de diabetes
mellitus en México. La aparicién de diabetes tipo |l esta influenciada por factores
genéticos y ambientales por lo que se le considera de origen multifactorial. El factor
genético provee susceptibilidad a dicha enfermedad. La busqueda de
determinantes genéticos implicados en esta susceptibilidad es de gran importancia

para desarrollar métodos de diagnéstico temprano que permitan, a las personas




susceptibles, tomar medidas preventivas para eliminar o disminuir el factor

ambiental favorable para la enfermedad.

Numerosas investigaciones han resultado en la identificacion de varios genes con
posibles implicaciones en la susceptibilidad a la diabetes tipo ll. Entre éstos se
encuentra el gen CAPN10. El cual presenta ciertos polimorfismos (SNP-19, -43 y —
63), que estan asociados con la diabetes tipo Il en una poblacién de México-
Americanos. Debido a la diversidad genética poblacional, es importante la

busqueda de determinantes genéticos en diferentes poblaciones.

En el presente trabajo se evalud la asociacion entre los polimorfismos SNP-19, -43
y —63 del gen CAPN10 con la diabetes tipo Il en la poblacién queretana.

El futuro desarrollo de métodos de diagndstico de predisposicion a diabetes mellitus
tipo Il para la poblacién queretana, junto con la prevencién, permitira disminuir las
complicaciones de la diabetes tipo Il como pueden ser lesiones en los vasos
sanguineos del cerebro, corazon y rifiones, extremidades y ojos, problemas
circulatorios, insuficiencia renal, ceguera, amputaciones y condiciones agudas que
pueden conducir a la muerte, como la cetoacidosis diabética y el hiperosmolar no

cetonico. El disminuir estas complicaciones traerd como consecuencia una mejor

calidad de vida del paciente.




ANTECEDENTES

I. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degenerativa caracterizada por
desérdenes metabdlicos de los carbohidratos, las grasas y las proteinas.
Reflejados, principalmente, en altas concentraciones de glucosa en la sangre.
Dichos desérdenes son provocados por una alteracidbn en la utilizacion de la
glucosa como resultado de una respuesta defectuosa o deficiente de la secrecion

de insulina y/o una resistencia de sus tejidos blanco (Becker, 2001).

Actualmente, México se encuentra en un proceso de transicién en salud, ya que se
ha observado una disminucién en la prevalencia y mortalidad debida a
enfermedades infectocontagiosas y un aumento en las crénico-degenerativas,
como es el caso de la diabetes mellitus. La causa de esta transiciéon esta dada por
un incremento en la poblacidén, pero principalmente por un proceso social y crisis
econdmicas, habitos y costumbres, déficit de conocimientos que denotan
desviaciones en la salud, etc. La pobreza también es un factor de predisposicion,
que puede favorecer el desarrollo de este tipo de enfermedades; a menor nivel
adquisitivo, se consumen alimentos de baja calidad, aumentando el riesgo de

desarrollar diabetes mellitus (Landeros, 2000).

El dltimo censo realizado por la Organizacién Mundial de la Salud revela que en el
afio 2002 existian cerca de 175 millones de adultos diabéticos en el mundo. De los
cuales, dos terceras partes viven en paises en vias de desarrollo. La diabetes
representa uno de los principales problemas de salud publica en México. Nuestro
pais se ubica en el noveno lugar dentro de los diez paises con mayor niumero de
casos de diabetes registrados (Barquera y col., 2003).

En los ultimos 7 afios la cifra de diabéticos se duplicé en nuestro pais y los

expertos calculan, que de no prever y controlar los nuevos casos, para el 2025 el




20% de los mexicanos de todas las edades la padeceran. Actualmente el
porcentaje de diabéticos es del 8-9% del total de la poblacién de nuestro pais, lo

que equivale a aproximadamente 8 millones de habitantes.

En el Estado de Querétaro del 3-5% de la poblacién padece de diabetes. El ultimo
censo de poblacion y vivienda indica que la diabetes es la tercera causa de muerte
en nuestro pais después de las afecciones cardiacas y el cancer, misma situacion
que se presenta en el Estado de Querétaro (INEGI, 2002).

.1 Insulina

Como se menciond anteriormente, la diabetes puede ser consecuencia de un
defecto en la produccién o accién de la insulina. Este hecho sugiere que la insulina

juega un papel importante en la homeostasis de carbohidratos, grasas y proteinas.

La insulina es una hormona peptidica sintetizada en las células B de los islotes de
Langerhans del pancreas. Es la principal hormona responsable del metabolismo de
la glucosa y dirige el almacenamiento y uso de muchos nutrientes basicos. La
insulina actda como una hormona anabdlica, activando sistemas de transporte y
enzimas involucradas en la utilizacién y almacenamiento intracelular de glucosa,
aminoacidos y acidos grasos. Es también un potente inhibidor de los procesos
catabdlicos estimulados por hormonas con efectos contrarios, como la degradacién
de glucoégeno, grasa y proteina. Aunque los tejidos blanco fisiolégicamente
importantes para la insulina, con respecto a la homeostasis de la glucosa, son
higado, musculo y tejido adiposo, la insulina tiene efectos sobre el crecimiento y

metabolismo celular en muchos tejidos.

La homeostasis de glucosa depende del balance entre la produccién de glucosa
por el higado y la utilizacién de glucosa por los tejidos dependientes de insulina,

como mausculo y tejido adiposo, y los tejidos independientes de insulina, como el




cerebro y rifion. En individuos normales, este balance permite que se tenga una
concentracion de glucosa sanguinea entre 70 y 120 mg/dI. El patrén de utilizacion
de glucosa esta altamente regulado por las hormonas pancreaticas insulina y

glucagon (Becker, 2001).

La concentracion de glucosa en el torrente sanguineo esta, en parte, regulada por
la accién de la insulina. Esta funcién la realiza a través del transporte de glucosa
hacia sus diferentes tejidos blanco. En las células blanco, este proceso inicia con la
unién de la insulina a su receptor (IR), el cual estd compuesto por dos subunidades
o y dos . Las subunidades o localizadas fuera de la célula contienen los sitios de
unién a la insulina, cada subunidad o esta unida a una subunidad p por medio de
enlaces disulfuro. Las subunidades B, localizadas dentro de la célula, contienen
actividad cinasa de tirosina regulada por la unién de la insulina a la subunidad o
(Figura 1) (Cooper, 2000).

Cuando la insulina se une a las subunidades o del receptor de insulina, se produce
un cambio conformacional del receptor que induce la activaciéon del dominio de
cinasa de tirosina de cada una de las subunidades B. Las cinasas activadas de esta
forma, fosforilan residuos de tirosina de la subunidad B adyacente. Asi se
autofosforila el receptor en dichos residuos y se activa su capacidad de cinasa de

tirosina hacia otros sustratos citoplasmaticos entre los que se encuentra el sustrato

de receptor de insulina (IRS-1).
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Figura 2. Ruta de sefializacion de la insulina sobre su receptor. Paso 1: unién de
una molécula de insulina a su receptor provocando su autofosforilacion. Paso 2:
union de IRS-1 al receptor fosforilado, activandose y activando a su vez a la cinasa
de PI-3. La activacién de la cinasa PI-3 provoca la fosforilacion de fosfatidilinositol
en la posicién 3 del anillo de inositol. Paso 3: los productos de esta ultima
fosforilaciéon activan a PKD que fosforila a PKB. Paso 4: PKB activada, mediante
mecanismos aun no conocidos, permite la translocacion de GLUT-4 y el posterior
transporte de glucosa (Cruz y col., 2001).

La translocacion de vesiculas de GLUT-4 esta, entonces, claramente estimulada
por la insulina (Figura 2). Aunque este mecanismo es poco conocido. Sin embargo,
algunas investigaciones han reportado que varias proteinas intervienen en este
proceso, especificamente complejos de SNAREs participan en la fusion de las
vesiculas con la membrana plasmatica (Watson y Pessin, 2001). Los microtubulos

del citoesqueleto parecen estar implicados en el transporte de las vesiculas hacia la

membrana plasmatica (Olson y col., 2001).




.2 Diabetes mellitus tipo l y I

Las alteraciones en la secrecién de insulina o defectos a cualquier nivel en su
mecanismo de accién, sobre la homeostasis de la glucosa, provocan diabetes
mellitus (Becker, 2001).

En clinica, la diabetes se puede clasificar basicamente como diabetes tipo | o tipo
Il. La clasificaciéon actual de la diabetes mellitus, aprobada por la Asociacién
Americana de Diabetes y avalada por la Organizacién Mundial de la Salud, se

muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion actual de la diabetes mellitus.

- Clases clinicas

Diabetes mellitus tipo | o diabetes depediente de

insulina

Diabetes mellitus tipo Il o diabetes no dependiente de

insulina

Otros tipos especificos de diabetes

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

American Diabetes Association, 2000

La diabetes tipo | constituye entre el 5 al 10% de todos los casos diagnosticados de
diabetes en México. La presencia de este tipo de diabetes se debe principalmente a

factores de autoinmunidad y genéticos.

Por otro lado, Ia diabetes tipo Il abarca del 90 al 95% del total de diabéticos en
nuestro pais, siendo la poblacién mas vulnerable los mayores de 30 afios. Esta
enfermedad acelera su presencia por los malos habitos de alimentacién, la falta de
ejercicio y la obesidad. Otros factores importantes son la etnicidad dentro de un

pais, componentes genéticos, ambientales, hipertensién, hiperlipidemia, entre




otros, de este modo la diabetes no dependiente de insulina se considera como una

enfermedad multifactorial (Landeros, 2000).

En la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) realizada en el afio 2000 se encontr
que el 10.8% de las personas entre 20 y 69 afios de edad padecian de diabetes
mellitus tipo Il, en México. La prevalencia de este tipo de diabetes varia en los
diferentes estados de la replblica mexicana. Segln esta encuesta, el 7.6% de la

poblacion queretana entre 20 y 69 afios la padecen (Velasquez y col., 2003).

En la diabetes tipo | existe una pérdida extensa y selectiva de las células B
pancreaticas y un estado de deficiencia absoluta de insulina. Se caracteriza por una
tendencia a la cetoacidosis y a una dependencia absoluta de la insulina para la

sobrevivencia.

En la diabetes tipo Il las personas son menos propensas a presentar cetoacidosis y
no dependen de insulina. Se asocia con la obesidad. Este tipo de diabetes se

caracteriza por dos defectos metabdlicos.

1.- Una alteracién en la secrecion de insulina por fas células 3 pancredticas. En la
fase temprana de la enfermedad parece que la secreciéon de la hormona es normal,
sin disminucion en sus niveles plasmaticos, sin embargo se pierde el patrén normal
de secrecion. Esto ultimo nos indica una alteracién de la respuesta de las células f
a la hiperglucemia. En las fases posteriores aparece un déficit, leve o moderado,
aunque menos intenso que en la diabetes tipo |. Esto puede ser explicado por el
agotamiento de la capacidad de las células B para ejercer su funcién en

hiperglucemia crénica, un fendmeno denominado toxicidad de la glucosa.

2.- Resistencia a la insulina. Aunque en las fases avanzadas de la diabetes tipo
se encuentra un déficit de insulina, esto no explica completamente los trastornos

metabdlicos de la enfermedad. Existe, ademas, una disminucién en la capacidad de




respuesta de los tejidos periféricos a la insulina (resistencia a la insulina), que
constituye un factor importante en el desarrollo de la enfermedad. No se conocen
con precision las bases moleculares de la resistencia a la insulina. Es posible que
exista una disminucién en el nimero de receptores de la hormona que puede
sumarse a una alteracion de la sefializacién posterior a la activacion del receptor de

la insulina.

Las complicaciones a largo plazo en los vasos sanguineos, los rifiones, los ojos y
los nervios constituyen las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad

asociadas con la diabetes tipo Il.

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de mortalidad en personas con
diabetes tipo Il. Hipertensi6n arterial y arterosclerosis se presenta mas
frecuentemente en diabéticos que en personas no diabéticas. La nefropatia
diabética se presenta en el 20 al 40% de las personas diabéticas. La neuropatia
diabética es una causa importante de morbilidad, pero es rara como causa directa
de muerte. La nefropatia es la principal causa de incapacidad de pacientes
diabéticos (Hernandez, 2003).

BIBLIOTECA CENTRAL
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Il. Determinantes genéticos de la diabetes tipo Il

La diabetes mellitus tipo Il ha sido ampliamente estudiada desde hace muchos
afios. La mayoria de estas investigaciones tuvieron como objetivo aclarar los
mecanismos moleculares involucrados en dicha enfermedad. Algunas
observaciones tales como una mayor incidencia de la enfermedad en algunas
familias, mayor prevalencia en diversos grupos étnicos y alta concordancia en
gemelos monocigotos llevaron a pensar que este padecimiento era heredable,

aunque no como un factor determinante.

Ademas, se observéd que la dieta, la actividad fisica y la obesidad estaban
relacionadas con este tipo de diabetes. En la actualidad se sabe que la diabetes
tipo Il es consecuencia de las acciones e interacciones de varios factores tanto

genéticos como ambientales (Cox, 2001).

La busqueda de determinantes genéticos para la diabetes tipo Il es complicada
debido a que ademas de intervenir diversos factores ambientales (dieta, actividad
fisica y obesidad, principalmente) existe heterogeneidad genética e interacciones
entre genes (Busch y Hegele, 2001).

Los genes candidatos propuestos iniciaimente incluian aquellos que codifican para
proteinas con participacion conocida en la incorporacion y el metabolismo de la
glucosa. Por lo que muchas investigaciones se enfocaron a evaluar la asociacion
de variaciones en estos genes con la diabetes en diferentes poblaciones. Los
resultados descartaron un gran ndmero de genes. Sin embargo, algunos otros
siguen siendo candidatos como genes involucrados en la susceptibilidad a la
enfermedad (Busch y Hegele, 2001). Entre estos ultimos se encuentran los genes
que codifican para IRS-1 y IRS-2, polimorfismos de este Gltimo gen se han
encontrado asociados a diabetes mellitus tipo Il en una poblacién italiana
(Mammarella y col., 2000). Debido a la fuerte asociacién de la obesidad con la

11




diabetes tipo I, los genes involucrados en el metabolismo de los adipocitos son

candidatos importantes (Busch y Hegele, 2001).

Para la bUsqueda de determinantes genéticos se han utilizado técnicas de
tipificacién gendmica con las cuales ha sido posible localizar la susceptibilidad para

la diabetes tipo 1l en diferentes poblaciones del mundo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de tipificacion genémica relacionados con la diabetes tipo [l
(Busch y Hegele, 2001).

‘Estudio © Locus relacionados Poblacion

Hanis y col., 1996 2q37.3 México-americanos
Matan y col., 1996 12924.3 Finlandia

Hanson y col., 1998 11q, 1q, 79 Indios pima

Elbein y col., 1999 1921-23 Caucasicos

Hegele y col., 1999 6q, 8p, 16q, 22q Canadienses
Permutt y col., 2001 4q, 8p, 16q, 20q Judios

Parker y col., 2001 18p11 Sur de Suecia

Luo y col., 2001 9913-21, 9g21, 20913.2 Chinos

En un estudio reciente, en el cual se utilizé el método tradicional de busqueda de
genes conocido como clonacién posicional, se reportdé que la variacion de CAPN10,
el gen que codifica para la calpaina 10, afecta la susceptibilidad a la diabetes
mellitus tipo Il en México-Americanos y en dos poblaciones europeas, de Finlandia
y de Alemania. En esta investigacion se evalu6 la asociaciéon de un gran namero de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) encontrados en el gen CAPN10 con la
susceptibilidad a la diabetes mellitus tipo Il. Algunos de estos polimorfismos estan
indicados en la Figura 3.
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Figura 3. Ubicacion de los polimorfismos mas comunes en la organizacién exon-
intron de CAPN10 (Evans y col., 2001).

La frecuencia del alelo 1(G) del polimorfismo SNP-43 (ubicado en el intron 3 del
gen CAPN10) mostré un incremento, estadisticamente significativo, en personas
diabéticas en comparacién con un grupo control de personas clinicamente sanas.
La combinacion de los haplotipos 211/112 definido por tres polimorfismos de
nuclettidos, SNP-19, 43 y 63 respectivamente, esta asociada con un incremento de
tres veces en el riesgo de esta enfermedad en dichas poblaciones (Horikawa y col.,
2000).

En investigaciones posteriores se reporté que el polimorfismo de SNP-43, que se
encuentra en una regién no codificante del gen CAPN10, altera la regulacion
transcripcional de la calpaina 10. Observandose, en personas homocigotas para el
alelo G de este polimorfismo, una reduccién en los niveles de mRNA de calpaina

10 y resistencia a insulina en masculo esquelético (Baier y col., 2000).

Los indios pima, una poblacion de alto riesgo de contraer diabetes, también tienen
polimorfismos en el gen de la calpaina 10. Este grupo presenta resistencia a la
insulina y niveles reducidos de expresion génica de calpaina 10, demostrando que

el polimorfismo se relaciona con la enfermedad (Baier y col., 2000).

13




lll. Calpaina 10

La calpaina 10 pertenece a una familia de proteasas de cisteina no lisosomales.
Las calpainas, también conocidas como proteasas neutras, son activadas por el
calcio y su expresion es ubicua (se presenta en todos los tejidos). Se sabe que
hidroliza, en ciertos sitios, a algunas proteinas ya sea para activarlas o inactivarlas.
Sin embargo, su funcién principal todavia no esta clara. Aunque la expresion de
calpaina 10 es ubicua, la actividad transcripcional es mas elevada en los islotes
pancredticos, el musculo y el higado. Lo cual sugiere que probablemente participa
en la secrecién y accion de la insulina y en la produccién de glucosa hepatica (Cruz
y col., 2002).

El andlisis del cDNA humano de la calpaina 10 revelé un patrédn complejo de
procesamiento alternativo, generando proteinas de 672, 544, 517, 513, 444, 274,
139 y 138 aminoacidos. Estas isoformas de la calpaina 10 se denotan 10a, 10b,
10c, 10d, 10e, 10f, 10g y 10h, respectivamente. Los andlisis, por RT-PCR,
indicaron que la calpaina 10a fue la isoforma mas abundante en la mayoria de los
tejidos estudiados. Las isoformas 10c y 10g fueron detectadas facilmente en
muchos tejidos, incluyendo el musculo esquelético y los islotes pancreaticos. La
isoforma 10h estuvo presente, en niveles moderados, en los islotes pero no en los
otros tejidos estudiados. Las otras isoformas parecen ser mucho menos
abundantes (Horikawa y col., 2000).

Existen algunos resultados que indican que la calpaina 10 cumple una funcién, adn
no conocida, en la secrecién y en la accién de la insulina. En presencia de
inhibidores de la calpaina 10 se ha observado un incremento en la secrecién de
insulina estimulada por glucosa, acelerando la exocitosis de los granulos de esta
hormona. Se observé también una disminucién en la incorporacién de glucosa
dentro de glucogeno, asi como en el transporte de glucosa en el misculo y en los
adipocitos (Sreenan y col., 2001)
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IV. Prevencién de diabetes tipo Il

Al igual que el entendimiento de los mecanismos moleculares implicados en la
diabetes tipo I, el conocimiento sobre su tratamiento y las estrategias para su
prevencion avanzan dia a dia. El tratamiento busca mantener los niveles de
glucosa en la sangre cerca de lo normal todo el tiempo posible para disminuir
complicaciones. Por lo tanto, es necesaria la deteccion sistematica de los casos de
diabetes en la poblacidn mayor de 25 afios para un tratamiento oportuno. En la
intervencion se deben abarcar cambios en el estilo de vida, fomento de una cultura
de ejercicio e introduccion de habitos de alimentacion saludables (Boule y col.,
2001 y Norris y col., 2002).

La diabetes tipo Il puede manejarse, a menudo, satisfactoriamente con ejercicio y
terapia nutricional o con medicamentos orales. Sin embargo, algunos de estos
pacientes presentan acciones adversas a los medicamentos. Ademas, el
tratamiento de la diabetes constituye una condicién permanente, lo cual trae como
consecuencia un costo econdmico considerable, limitando la atencién al paciente
(Reddy, 2000).

La Federacion Mexicana de Diabetes ha formulado programas educativos y de
adiestramiento que permiten orientar a la poblacién para prevenir y mejorar la
calidad de vida del diabético, modificando los malos habitos alimentarios y el
sedentarismo. La buUsqueda de determinantes genéticos que nos permitan
establecer una predisposicion a la enfermedad permitirA mejores medidas de

prevencion de esta patologia.

Los expertos sefialan que es muy dificil que la diabetes desaparezca. No obstante,
las personas predispuestas pueden retardar la aparicion de la enfermedad e
impedir las complicaciones que genera, lo cual sera un valioso logro para el futuro

(Burciaga y col., 1999).
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HIPOTESIS

e Los polimorfismos SNP-19, -43 y -83 del gen CAPN10 se encuentran
asociados con la diabetes mellitus tipo Il en diabéticos atendidos en

unidades médicas de la Secretaria de Salud del Estado de Querétaro.
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OBJETIVOS

GENERAL

o Evaluar la asociacién de tres polimorfismos del gen CAPN10 (SNP-19, 43 y
63) con la diabetes mellitus tipo Il en pacientes diabéticos atendidos en

unidades médicas de la Secretaria de Salud del Estado de Querétaro.

ESPECIFICOS

o Amplificar, por la técnica de PCR, tres regiones que presentan polimorfismo
del gen que codifica para calpaina 10 (CAPN10) en muestras de sangre de

personas clinicamente sanas y pacientes diabéticos tipo .

o Evaluar la presencia de los polimorfismos SNP-19 y SNP-43 por medio de su
amplificacion por PCR y su identificacién por electroforesis en geles de

poliacrilamida en las poblaciones mencionadas.

o Evaluar la presencia del polimorfismo SNP-63 mediante su amplificaciéon por
PCR y su identificacion utilizando la enzima de restriccion Hhal (la cual actia
Unicamente en presencia de determinado alelo) y su analisis por

electroforesis en geles de poliacrilamida.
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METODOLOGIA

l. Poblacion.

Los individuos que participaron en el estudio son habitantes de los diferentes
municipios del Estado de Querétaro seleccionados a partir de un muestreo
aleatorio y restricto de la base de datos de pacientes atendidos en unidades
meédicas de la Secretaria de Salud del Estado de Querétaro. Las cuales cumplieron
las siguientes caracteristicas: tener de 30 a 45 afios, con padres diabéticos, dichos
pacientes deberan haber sido previamente diagnosticados para diabetes tipo Il
mediante determinaciones de glucosa en ayuno, curva de tolerancia a glucosa y/o
hemoglobina glicosilada, y bajo constante monitoreo por la Secretaria de Salud. El
namero de pacientes analizados fue de 72. Para fines comparativos se tomd un
grupo control de 79 personas sanas sin antecedentes de diabetes. A ambos grupos

se les tomd una muestra de sangre.

Il. Coleccion de la muestra.

Se colectaron 2 ml de sangre total en un tubo que contenia 2 gotas de EDTA al
10%. Las muestras asi colectadas fueron almacenadas a 4° C por un periodo

menor a 5 dias.

lll. Materiales

Tubos para microcentrifuga Eppendorf de 1.5 ml y 200 pl
Microcentrifuga Eppendorf 5415D

Micropipetas automaticas de 1000, 100, 10 y 2 pl
Incubadora

Papel absorbente
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Espectrofotémetro
Termociclador (RoboCycler, gradient 96, Stratagene)

Camara de electroforesis vertical (Hoefer SE 80, 8x1 1cm)

IV. Métodos

IV.1 Extraccién de DNA.

1. Se agregaron 300ul de sangre total a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
que contenia 900ul de solucién de lisis RBC. Se invirti6 el tubo para mezclar
y posteriormente se incubé a temperatura ambiente por 10 minutos. Se

~ invirti6 nuevamente el tubo al menos una vez durante la incubacién.

2. Se centrifugd por 20 segundos a 15,000 X g (microcentrifuga Eppendorf
5415D). Se quit6 el sobrenadante con una micropipeta dejando en el tubo la
capa de células blancas y cerca de 10-20 pl del liquido residual.

3. Se agit6 el tubo vigorosamente hasta resuspender las células en el liquido
residual; esto facilito mucho la lisis celular en los siguientes pasos.

4. Se agregaron 300ul de solucion de lisis gendmica a las células
resuspendidas y se pipeteé arriba y abajo varias veces hasta homogeneizar,
logrando con ello la lisis celular.

5. Se agregaron 1.5 pl de solucion de RNAsa A al lisado celular. Se mezclé
invirtiendo el tubo 25 veces y se incub6 a 37° C por 30 minutos.

6. Se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente.

7. Se agregaron 100 pl de solucidn precipitante proteica a las células
previamente lisadas.

8. Se agit6 por 20 segundos para mezclar uniformemente la solucién
precipitante proteica con el lisado celular.

9. Se centrifug6 a 15,000 X g por 3 minutos (microcentrifuga Eppendorf
5413D). Las proteinas precipitadas formaron una masa apretada en el fondo

del tubo. Cuando la masa no estuvo lo suficientemente apretada se repiti6 el
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paso 8 seguido por incubacién en hielo por 5 minutos y se volvié a
centrifugar.

10.Se retir6 el sobrenadante que contenia el DNA y se colocé en un tubo de 1.5
ml que contenia 300 pl de isopropanol al 100%. Se mezcld por inversién
suave hasta observar el DNA precipitado.

11.Se centrifugd a 15,000 X g por 1 minuto (microcentrifuga Eppendorf 5415D).
Se retir6 el sobrenadante con una pipeta y se drend el tubo sobre papel
absorbente cuidando no perder el DNA precipitado.

12.Se agregaron 300 pl de etanol al 70% y se invirtié el tubo varias veces para
lavar el DNA.

13.Se centrifugd a 15,000 X g por un minuto (microcentrifuga Eppendorf
5415D). Se retird el etanol con una pipeta, se invirtié y drené el tubo sobre
un papel absorbente. Se dej6 secar el tubo a temperatura ambiente por 15
minutos.

14.Se agregaron 100 pl de solucion amortiguadora hidratante de DNA. Se

incubd la muestra toda una noche a temperatura ambiente.

IV.2 Cuantificaciéon de DNA.

1. Se colocaron 10 pl de muestra de DNA extraido en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se le agregaron 990 pul de agua. Teniendo una
dilucién 1:100 de la muestra de DNA.

2. Se preparo el espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm.

3. Se colocaron los 1000 pl de la dilucién de DNA en una celda de cuarzo del
espectrofotdmetro y se realizd la medicién de la absorbancia.

4. Se calcul6 la concentracion de DNA de la dilucién por medio de la siguiente
férmula:

[DNA]pg/ml = (50pg/ml) (UA)
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5. Se calculd la concentracion de DNA en la muestra concentrada multiplicando

la concentracion de la muestra diluida por 100.

IV.3 Evaluacion de los polimorfismos.

Del DNA genémico extraido de los linfocitos de sangre periférica se evaluaron los
polimorfismos SNP-19, SNP-43 y SNP-63 (Evans y col., 2001).

IV.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa.

La reaccion de amplificaciéon para cada uno de los tres polimorfismos a analizar se
llevé a cabo en un volumen de 50 pl, el cual contenia solucién amortiguadora para
PCR 1X (concentracién final de 20 mM de Tris-HCI pH 8.4 y 50 mM de KCI), una
concentracion final de 100 uM de cada dNTP, MgCl, concentracion final de 1.5
mM,1 U de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen) y 100 ng de DNA genomico.

SNP-19 (CAPN10-g.7920indel32pb). Para la reaccidon de amplificacion del
polimorfismo con insercién/delecion SNP-19 se utilizd el siguiente oligonucleétido
sentido 5-GTTTGGTTCTCTTCAGCGTGGAG-3" y el oligonucledtido antisentido 5°-
CATGAACCCTGGCAGGGTCTAAG-3". La concentracion final de cada uno de los
oligonucledtidos en la reaccion de 50 pl fue de 2 uM. Las condiciones de la
reaccion fueron 95 °C por 3 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1
minuto y 72 °C por 1 minuto; y 72 °C por 5 minutos (Termociclador RoboCycler,
gradient 96, Stratagene). Los fragmentos amplificados de esta forma fueron: alelo 1
(dos repeticiones de una secuencia de 32 pb) de 155 pb y alelo 2 (tres repeticiones

de esta misma secuencia) de- 187 pb.

SNP-43 (CAPN10-g.4852G/A). Para la reaccion de amplificacion de este
polimorfismo se  utilizd el siguiente  oligonucleétido  sentido  5'-
CATCCATAGCTTCCACGCCTC-3’, un oligonucledtido antisentido para el alelo 1
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5-GCTTAGCCTCACCTTCAATC-3" y un oligonucleétido antisentido para el alelo 2
5" -ATCCTCACCAAGTCAAGCGTTAGCCTCACCTTCAAGT-3". La concentracion
final de cada uno de los oligonucleétidos en los 50 pl de la reaccion fue de 2.4 pM.
L as condiciones de la reaccién fueron 95 °C por 3 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 54 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto; y 72 °C por 5 minutos
(Termociclador RoboCycler, gradient 96, Stratagene). Los fragmentos amplificados
de esta forma fueron: alelo 1 (G) de 134 pb y alelo 2 (A) de 152 pb.

SNP-63 (CAPN10-g.16378C/T). Para la reaccién de amplificacion de este
polimorfismo se utilizé el oligonucledtido sentido 5°-
AAGGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGTGGCG-3° y el oligonucleétido
antisentido 5'~AGCACTCCCAGCTCCTGATC-3". La concentracién final de cada
uno de los oligonucleétidos en la reaccion de 50 ul fue de 2.6 uM. Las condiciones
de la reaccién fueron 95 °C por 3 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 66 °C

por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto; y 72 °C por 5 minutos (Termociclador
‘ RoboCycler, gradient 96, Stratagene). Se tomaron 9 ul del producto que se obtuvo
de la reaccion de amplificacién y se digiridé con dos unidades de la enzima de
restriccion Hhal durante 2 h a 37 °C. Los fragmentos amplificados y digeridos de
esta forma fueron: alelo 1 (C) de 162 pb y alelo 2 (T) de 192 pb.

IV.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Preparacion de geles de poliacrilamida

1. El analisis electroforético de los productos de PCR obtenidos en los pasos
anteriores se llevo a cabo en geles de poliacrilamida al 10% para SNP-19 y
SNP-63, en el caso de SNP-43 se utilizaron geles al 15% de poliacrilamida.

2. Para la preparacion de cada gel de poliacrilamida al 10% se utilizaron las
siguientes soluciones: 3.33 ml (5 ml para el gel al 15%) de acrilamida al 30%
con 0.8% de bis(N, N'metilen-bis-acrilamida), 4.6 ml (2.93 ml para el gel al
15%) de agua, 2 ml de solucién amortiguadora TBE 5X (0.445 M de Tris-
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borato y 0.01 M de EDTA), 70 ul de persulfato de amonio al 10% y 3.5 pl de
TEMED. El volumen total de cada gel fue 10 ml.
3. El persulfato de amonio y el TEMED se afiadieron a la solucién de los geles

inmediatamente antes de vaciarla al molde.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se utilizé una camara de electroforesis vertical Hoefer SE 280 para un gel de 8 x 11
cm. Después de preparado el gel, se colocé en el molde formado por dos placas de
vidrio, dos separadores y un peine para 10 pozos. Se dejé en reposo hasta la
polimerizacién del gel. El molde se colocé en la camara de electroforesis vertical.
Se lavaron los pozos con soluciéon amortiguadora TBE 1X( 0.089 M de Tris-borato y
0.002 M de EDTA) y posteriormente se llen6é la camara con la misma solucién

amortiguadora. Se realizd una pre-corrida por 5 minutos a 400V.

Para el andlisis del producto de PCR de cada muestra se realizé la siguiente
mezcla: 5 ul del producto de PCR, 4 pl de solucién amortiguadora TBE 1Xy 1 ul de
solucion amortiguadora de carga (0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de
xilencianol FF y 15% de ficol tipo 400 en agua) . Esta mezcla se colocé en un pozo

del gel. Los geles se corrieron a 400V por 75 minutos.

Tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata

El gel se agité por 20 minutos en solucién A (etanol al 50% y acido acético al 7% en
agua desionizada) contenida en un recipiente de vidrio. Después se agité dos
veces en una solucién B (etanol al 10% y acido acético al 1% en agua desionizada)
por 10 minutos cada una. Posteriormente, el gel se agité en la solucién C (nitrato de
plata 12 mM en agua desionizada) por 40 minutos y se lavd con agua desionizada
por 15 segundos. Finaimente el gel se agitdé vigorosamente en 20 ml de solucién D
(hidroxido de potasio al 0.75% y formaldehido al 0.2% en agua desionizada) por 20
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segundos, se deseché esta solucion y se afiadieron 30 ml de la solucién D,
agitandose suavemente hasta la visualizacion de las bandas de DNA. En ese

momento se paro la reaccion lavandose con agua cotriente.
V. Diseiio experimental

Se utilizd y®> como método estadistico para el andlisis comparativo de las

frecuencias de los alelos en pacientes diabéticos con el grupo de personas sanas.
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RESULTADOS

Con base en la asociacion reportada de los polimorfismo SNP-19, -43 y —63 del gen
CAPN10 con la diabetes mellitus tipo Il en poblacion México-Americana (Horikawa
y col., 2000), en este trabajo, se investigo la presencia o no de dicha asociacion en
una muestra de poblacién queretana. El primer paso para ello fue la amplificacion,
mediante la técnica de PCR, de los fragmentos de DNA correspondientes a los tres

polimorfismos.

Después de la amplificacion de los fragmentos, para algunas muestras estudiadas,
se seleccionaron muestras heterocigotas de cada polimorfismo y se compararon
con un estandar de DNA de escalera de 100 pb para verificar que los fragmentos

amplificados correspondieran con los reportados (Figura 5).

l. Polimorfismo SNP-19

El polimorfismo SNP-19 se trata de una insercién/delecion por lo que fue facil
diferenciar a los dos alelos. El alelo 1 (dos repeticiones de una secuencia de 32 pb)

de 155 pb y alelo 2 (tres repeticiones de esta misma secuencia) de 187 pb.

En la Figura 6 se observa una serie de muestras analizadas del polimorfismo SNP-
19 para individuos clinicamente sanos. Se pueden observar homocigotos para cada
uno de los alelos, con la presencia de una sola banda de 155 pb (homocigotos para
el alelo 1, denotados 11) o 187 pb (homocigotos para el alelo 2, denotados 22) y
heterocigotos con la presencia de dos bandas una de 155 pb y la otra de 187 pb
(denotados 12). Las muestras analizadas en un gel de poliacrilamida al 10% se
compararon con un estandar de DNA de escalera de 50 pb.
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Figura 5. Estandar de DNA de escalera de 100 pb junto a muestras heterocigotas
para cada uno de los polimorfismos SNP-19 (155 y 187 pb) , -43 (134 y 152 pb) y
-63 (162 y 192 pb) en gel de poliacrilamida al 15% tefiido con nitrato de plata.
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Figura 6. Analisis del polimorfismo SNP-19 para una serie de muestras de personas
clinicamente sanas junto a un estandar de DNA de escalera de 50 pb en gel de
poliacrilamida al 10% tefiido con nitrato de plata.

Como se menciond anteriormente, para fines de comparacién, se tomé un grupo de
muestras de personas clinicamente sanas. Los resultados del analisis del
polimorfismo SNP-19 para todas las muestras de este grupo, obtenidos como se

ilustré en las fotografias anteriores, se presentan en el siguiente Cuadro.

He9322
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Cuadro 3. Resultados del analisis del polimorfismo SNP-19 para el grupo de

personas clinicamente sanas.

Numero de Genotipo 40 12
muestra 41 12
1 12 42 12
2 22 43 12
3 12 44 22
4 12 45 22
5 12 46 22
6 12 47 12
7 11 48 22
8 22 49 22
9 12 50 12
10 22 51 22
11 22 52 22
12 12 53 12
13 22 54 12
14 12 55 22
15 11 56 12
16 22 57 12
17 22 58 12
18 22 59 22
19 22 60 22
20 12 61 12
21 12 62 22
22 11 63 12
23 22 64 12
24 12 65 12
25 22 66 12
26 12 67 12
27 12 68 22
28 12 69 12
29 12 70 12
30 12 71 12
31 12 72 12
32 12 73 12
33 12 74 12
34 12 75 12
35 22 76 22
36 22 77 22
37 12 78 12
38 11 79 12
39 22
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11 homocigotos para el alelo 1 (155 pb)
22 homocigotos para el alelo 2 (187 pb)
12 heterocigotos

Para el analisis del polimorfismo SNP-19 de las muestras de pacientes
diagnosticados para diabetes tipo Il se repiti6 el procedimiento anterior. Las bandas
a observar fueron las mismas: alelo 1 de 155 pb y alelo 2 de 187 pb. En la Figura 7
se observa la presencia tanto de homocigotos para cada uno de los alelos de este
polimorfismo como de heterocigotos. Para este gel de poliacrilamida, al igual que
los siguientes, no fue necesaria la utilizacién de estandar de DNA ya que con base

en la figura 5 se sabe a que altura se presentan las bandas esperadas.

Figura 7. Andlisis del polimorfismo SNP-19 para una serie de muestras de
pacientes diabéticos tipo Il en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con nitrato de
plata.

Los resultados del analisis del polimorfismo SNP-19 para todas las muestras del
grupo estudiado de personas diagnosticadas para diabetes mellitus tipo 1l del

Estado de Querétaro se muestran en el siguiente Cuadro.
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Cuadro 4. Resultados del analisis del polimorfismo SNP-19 para el grupo de

pacientes diagnosticados para diabetes mellitus tipo .

Nimerode  Genotipo 36 12
muestra - 37 22
1 12 38 12
2 22 39 12
3 12 40 12
4 11 41 22
5 12 42 12
6 22 43 11
7 22 44 12
8 12 45 12
9 22 46 22
10 12 47 12
11 12 48 12
12 22 49 12
13 12 50 12
14 22 51 12
15 12 52 12
16 12 53 12
17 22 54 12
18 12 55 22
19 12 56 12
20 12 57 22
21 22 58 12
22 22 59 12
23 12 60 22
24 11 61 12
25 22 62 12
26 22 63 22
27 22 64 11
28 22 65 11
29 12 66 12
30 12 67 12
31 12 68 11
32 12 69 12
33 12 70 12
34 12 71 22
35 11 72 22

11 homocigotos para el alelo 1 (155 pb)
22 homocigotos para el alelo 2 (187 pb)
12 heterocigotos
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La informacién obtenida del analisis del polimorfismo SNP-19 tanto del grupo de
personas clinicamente sanas como de pacientes diagnosticados para diabetes tipo
Il se puede resumir en la Cuadro 5. Ahi se muestran los resultados de la frecuencia
de homocigotos y heterocigotos del polimorfismo SNP-19 en los dos grupos
estudiados. Para evaluar el ligamiento del polimorfismo SNP-19 con la diabetes
mellitus tipo Il se realizé el calculo de la frecuencia de los alelos “p” (1) y “q” (2). Se
asume que los alelos analizados se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg,
tanto en poblacién clinicamente sana como en el grupo de pacientes diabéticos.

Cuadro 5. Frecuencias de los alelos estudiados del polimorfismo SNP-19 en

personas sanas Yy diabéticas.

O giabetico Diabetico
Muestras analizadas 79 72
Homocigotos alelo 1(p) 4 7
Homocigotos alelo 2(q) 28 22
Heterocigotos (pq) 47 43
p 0.348 0.369
q 0.652 0.604

Para evaluar si las diferencias en las frecuencias de los alelos encontradas en las

dos poblaciones era significativa, se tomo la frecuencia del alelo “q” y se hizo la
comparacion entre el grupo de diabéticos y el de personas sanas mediante un
analisis estadistico de % Los resultados obtenidos fueron 32 = 0.0957 y P = 0.83, lo
que indica que no existe diferencia significativa en la frecuencia de este alelo entre

las dos poblaciones comparadas.
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Il. Polimorfismo SNP-43

En el caso del polimorfismo SNP-43, la utilizacion de oligonucleétidos antisentido
especificos para cada alelo nos permiti6 diferenciar al alelo 1(G) de 134 pb del alelo
2(A) de 152 pb. En la Figura 8 se presentan los resultados obtenidos para el
polimorfismo SNP-43 de una serie de muestras de personas clinicamente sanas.
Para fines comparativos se corrié sobre el mismo gel una muestra heterocigota de

SNP-19 previamente analizada.

Los resultados del analisis del polimorfismo SNP-43 para todas las muestras del

grupo de individuos clinicamente sanos se presentan en el Cuadro 6.

Figura 8. Analisis del polimorfismo SNP-43 para una serie de muestras de personas
clinicamente sanas en gel de poliacrilamida al 15% tefiido con nitrato de plata.
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Cuadro 6. Resultados del analisis del polimorfismo SNP-43 para el grupo de

personas clinicamente sanas.

Numero de Genotipo 40 22
muestra 41 22
1 12 42 22
2 12 43 22
3 22 44 22
4 22 45 22
5 12 46 22
6 22 47 22
7 22 48 22
8 12 49 22
9 22 50 22
10 22 51 22
11 22 52 12
12 22 53 22
13 22 54 22
14 22 55 22
15 12 56 22
16 22 57 12
17 22 58 12
18 22 59 11
19 22 60 11
20 22 61 22
21 22 62 22
22 22 63 22
23 22 64 22
24 22 65 22
25 22 66 22
26 22 67 22
27 22 68 22
28 22 69 22
29 22 70 22
30 22 71 22
31 22 72 22
32 12 73 22
33 22 74 22
34 22 75 22
35 22 76 22
36 22 77 22
37 22 78 22
38 22 79 11
39 22
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11 homocigotos para el alelo 1(G) (134 pb)
22 homocigotos para el alelo 2(A) (152 pb)

12 heterocigotos

De la misma forma que para el analisis del polimorfismo SNP-43 de las muestras
de personas clinicamente sanas, se realizé el andlisis de este polimorfismo para el
grupo de pacientes diagnosticados para diabetes tipo Il. En la Figura 9 se muestran

algunos resultados de este analisis para el grupo de diabéticos estudiados junto

con una muestra heterocigota del polimorfismo SNP-19.

Figura 9. Analisis del polimorfismo SNP-43 para una serie de muestras de
pacientes diabéticos tipo Il en gel de poliacrilamida al 15% tefiido con nitrato de
plata.

35




Cuadro 7. Resultados del andlisis del polimorfismo SNP-43 para el grupo de

pacientes diagnosticados para diabetes mellitus tipo Il.

muestra 37 22
1 22 38 12
2 22 39 22
3 22 40 22
4 22 41 22
5 22 42 22
6 22 43 22
7 22 44 22
8 12 45 22
9 22 46 11
10 22 47 22
11 22 48 22
12 22 49 22
13 22 50 22
14 22 51 11
15 22 52 11
16 22 53 11
17 22 54 11
18 22 55 22
19 22 56 22

20 22 57 22
21 22 58 22
22 22 59 11
23 22 60 22
24 22 61 22
25 22 62 22
26 22 63 11
27 22 64 11
28 22 65 11
29 22 66 11
30 22 67 11
31 22 68 11
32 22 69 11
33 22 70 11
34 12 71 11
35 12 72 11

11 homocigotos para el alelo 1(G) (134 pb)
22 homocigotos para el alelo 2(A) (152 pb)
12 heterocigotos
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Los resultados del andlisis del polimorfismo SNP-43 para todas las muestras del
grupo estudiado de personas diabéticas tipo Il del Estado de Querétaro se
muestran en el Cuadro 7. En el Cuadro 8 se muestran los resultados de la
frecuencia de homocigotos para cada uno de los alelos estudiados del polimorfismo
SNP-43 asi como de hetérocigotos. Para evaluar el posible ligamiento del
polimorfismo SNP-43 con la diabetes mellitus tipo Il en poblacidbn queretana se
calcul6 la frecuencia de los alelos “p” (1) y “q” (2). Se asume que dichos alelos se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto en personas clinicamente sanas

como en el grupo estudiado de individuos enfermos.

Cuadro 8. Frecuencias de los alelos estudiados del polimorfismo SNP-43 en

personas sanas y diabéticas.

O DIAB O DIAB O
Muestras analizadas 79 72
Homocigotos alelo 1(p) 3 16
Homocigotos alelo 2(q) 67 51
Heterocigotos (pq) 9 5
p 0.095 0.257
q 0.905 0.743

Para evaluar si la frecuencia del alelo “q” entre el grupo de diabéticos y el de
personas sanas difiere significativamente se realizé un analisis estadistico y2. Los
resultados obtenidos fueron y2 = 20.86 y P < 0.005, lo que indica que existe

diferencia significativa en la frecuencia de este alelo.

lll. Polimorfismo SNP-63

Para la identificacién de los alelos del polimorfismo SNP-63 se amplificé un
fragmento de 192 pb donde se encontraba dicho polimorfismo y posteriormente se
tratd con la enzima de restriccion Hhal especifica para la secuencia 5-GCG{C-3°

que digiri6 solo al fragmento con el alelo 1(C) mientras que el fragmento con el
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alelo 2(T) no present6 el sitio de corte. Asi se pudo observar al alelo 1(C) con la
presencia de una banda de 162 pb y al alelo 2(T) con una banda de 192 pb. La

presencia de las dos bandas indicé heterocigoto para dicho polimorfismo.

La Figura 10 muestra el andlisis de este polimorfismo para una serie de personas
clinicamente sanas. Se puede observar homocigotos para el alelo 1 (C) (denotados
11) asi como heterocigotos del polimorfismo (denotados 12). Para verificar que se
trata de las bandas esperadas, las muestras se corrieron junto a una muestra

heterocigota del polimorfismo SNP-19 previamente analizada.

Figura 10. Andlisis del polimorfismo SNP-63 para una serie de muestras de
personas clinicamente sanas en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con nitrato de
plata.

Los resultados del analisis del polimorfismo SNP-63 para todas las muestras del
grupo de individuos clinicamente sanos se presentan en el siguiente Cuadro.
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Cuadro 9. Resultados del analisis del polimorfismo SNP-63 para el grupo de

personas clinicamente sanas.

Numero de Genotipo 40 12
muestra , 41 22
1 11 42 12
2 11 43 11
3 11 44 11
4 11 45 . 12
5 12 46 11
6 - 47 22
7 12 48 11
8 11 49 11
9 11 50 12
10 - 51 11
11 - 52 22
12 12 53 22
13 11 54 12
14 12 55 11
15 11 56 12
16 11 57 12
17 11 58 22
18 11 59 12
19 11 60 12
20 12 61 12
21 11 62 -
22 12 63 12
23 11 64 22
24 - 65 22
25 11 66 -
26 12 67 22
27 11 68 22
28 11 69 12
29 12 70 12
30 11 71 22
31 12 72 22
32 12 73 12
33 11 74 22
34 11 75 12
35 22 76 11
36 12 77 11
37 11 78 12
38 11 79 22
39 11
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11 homocigotos para el alelo 1(C) (162 pb)
22 homocigotos para el alelo 2 (T) (192 pb)
12 heterocigotos

- no determinado

El analisis del polimorfismo SNP-63 para el grupo de pacientes diagnosticados para
diabetes tipo Il del Estado de Querétaro se realizd de la misma manera que para el
grupo de individuos clinicamente sanos. La Figura 11 muestra una serie de

resultados de este analisis para este grupo de diabéticos.

Figura 11. Andlisis del polimorfismo SNP-63 para una serie de muestras de
pacientes diabéticos tipo Il en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con nitrato de
plata.

Los resultados del analisis del polimorfismo SNP-63 para todas las muestras del
grupo de personas diagnosticadas para diabetes mellitus tipo Il del Estado de
Querétaro analizadas como se mencioné anteriormente se muestran en el Cuadro
10.
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Cuadro 10. Resultados del analisis del polimorfismo SNP-63 para el grupo de

pacientes diagnosticados para diabetes mellitus tipo 1.

Numero de Genotipo 39 12
muestra - 40 12
1 12 41 11
2 - 42 12
3 12 43 12
4 12 44 12
5 12 45 12
6 11 46 11
7 11 47 11
8 11 48 11
9 11 49 11
10 12 50 11
11 12 51 12
12 11 52 12
13 - 53 12
14 11 54 11
15 12 55 11
16 12 56 12
17 11 57 11
18 12 58 | -
19 11 59 12
20 11 60 11
21 11 61 12
22 11 62 12
23 11 63 22
24 12 64 22
25 11 65 22
26 11 66 12
27 - 67 12
28 11 68 22
29 11 69 12
30 11 70 - 12
31 11 71 11
32 11 72 11
33 11
34 12
35 12
36 12
37 11
38 12
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11 homocigotos para el alelo 1(C) (162 pb)
22 homocigotos para el alelo 2 (T) (192 pb)
12 heterocigotos

- no determinado

En el Cuadro 11 se presentan los resultados de la frecuencia de homocigotos para
cada uno de los alelos estudiados del polimorfismo SNP-63 asi como de
heterocigotos. Para realizar el analisis de posible ligamiento de este polimorfismo
con la diabetes mellitus tipo Il en poblacién queretana se calculé la frecuencia de
los alelos “p” (1) y “q” (2). Se asume que los alelos analizados se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto en poblacién clinicamente sana como en el

grupo de individuos diabéticos.

Cuadro 11. Frecuencias de los alelos estudiados para el polimorfismo SNP-63 en

personas sanas y diabéticas.

O giapetico Diabetico
Muestras analizadas 73 68
Homocigotos alelo 1(p) 32 33
Homocigotos alelo 2(q) 14 4
Heterocigotos (pq) 27 31
p 0.623 0.713
q 0.377 0.287

Para evaluar si las frecuencias alélicas de las dos poblaciones difieren
significativamente, se comparé la frecuencia del alelo “q” entre el grupo de
diabéticos y el de personas sanas y se realizd un analisis estadistico de y2. Los
resultados obtenidos fueron ¥ = 0.917 y P = 0.41, lo que indica que no existe

diferencia significativa en la frecuencia de este alelo.
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IV. Combinacién de haplotipos

Ademas del analisis de ligamiento de cada uno de los polimorfismos SNP-19, 43 y
63 a la diabetes mellitus tipo Il en poblacién queretana, se realizé un analisis de
asociacién de las combinaciones de haplotipos presentes en las muestras con

diabetes.

Cuadro 12. Frecuencias de combinaciones de haplotipos para los polimorfismos
SNP-19, 43 y 63 en personas clinicamente sanas y en pacientes diagnosticados

para diabetes tipo II.

Haplotipos No diabétigos Diabéticqs
frecuencia frecuencia
112/112 0 0.044
121/112 0 0.015
121/111 0.014 0
121/121 0.014 0
211/111 0 0.015
211/112 0 0.118
211/121 0.014 0.015
211/211 0 0.044
212/112 0.014 0
212/121 0.041 0.044
212/211 0.027 0
212/212 0 0.015
221/121 0.151 0.176
221/211 0.027 0
221/221 0.220 0.235
122/121 0.027 0.044
122/212 0.014 0
122/221 0.247 0.235
222/212 0.014 0
222/221 0.027 0
222/122 0.123 0
222(222 0.027 0

43




v -—-—

En las muestras analizadas se encontraron 22 combinaciones de las 27
combinaciones posibles de haplotipos para los tres polimorfismos en el siguiente
orden SNP-19, 43 y 63. En el Cuadro 12 se muestran las frecuencias de cada una

de las combinaciones de haplotipos encontradas en cada grupo estudiado.

44




DISCUSION

En un estudio realizado a una poblacion México-Americana se reportd que
variaciones en las regiones no codificantes del gen CAPN10 estan asociadas con la
predisposicion a la diabetes mellitus tipo 1l (Horikawa y col., 2000). Con base en
esa evidencia de asociacién de los polimorfismos SNP-19, -43 y —63 del gen
CAPN10 con la diabetes mellitus tipo Il en una poblacién estrechamente
relacionada con la mexicana, se decidié evaluar dicha asociacion en una muestra

de la poblacion queretana.

En el presente estudio se encontré que, para el polimorfismo SNP-19, los valores
de “p” (alelo 1) y “q" (alelo 2) entre el grupo de personas clinicamente sanas y el
grupo de diabéticos tipo Il son bastante similares. Los resultados obtenidos del
analisis estadistico de 2 nos indican que los dos grupos no difieren
significativamente y por lo tanto pueden considerarse como pertenecientes a la
misma poblacion. Con ello se puede afirmar que no existe ligamiento de ninguno de
los dos alelos de SNP-19 analizados con la diabetes mellitus tipo Il en la poblacién

estudiada.

En estudios anteriores, el polimorfismo SNP-19 fue asociado con diabetes mellitus
tipo Il en México-Americanos. Sin embargo, en la poblacion queretana estudiada no
encontramos dicha asociacién. Esto nos indica la existencia de variacién genética
en las poblaciones, incluso en aquellas con origenes comunes. Y, por lo tanto, la
necesidad de una busqueda de determinantes genéticos especificos de la

poblacién de interés.

Ademas del polimorfismo SNP-19 se decidié analizar el polimorfismo SNP-43 del

mismo gen. Para este andlisis se compararon los valores de “p” y “q" del grupo de
personas sanas con el grupo de pacientes diabéticos. Se pudo notar que parecia

[y 1} [{ s 1)

existir una diferencia significativa entre los valores de “p” y “q” entre los dos grupos
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estudiados. Los resultados del analisis estadistico de x* nos confirmaron que existe
una diferencia significativa entre los dos grupos. Por ello, podemos decir que existe
ligamiento del alelo 1(G) del polimorfismo SNP-43 a la diabetes mellitus tipo il en

esta poblacién.

Se ha reportado que existe asociacion del polimorfismo SNP-43 con la diabetes
mellitus tipo Il en una poblacién México-Americana. Ademas que, en estudios in
vitro, el alelo 1(G) de este polimorfismo tiene mayor actividad transcripcional que el
alelo 2(A) (Horikawa y col., 2000). En otros estudios se reporta que en personas
homocigotas para el alelo G de este polimorfismo existe una reduccion en los
niveles de mRNA de calpaina 10 y resistencia a insulina en masculo esquelético
(Baier y col., 2000).

Interesantemente, la diferencia entre las dos principales isoformas de mRNA de
CAPN10 esta determinada por sitios de procesamiento en el intrén 3, intrén en el
cual se encuentra el polimorfismo SNP-43 (Yang y col., 2001). Estos resultados en
conjunto sugieren que el sitio afectado por SNP-43 pudiera jugar un papel
importante en la regulacion transcripcional o en la desestabilizacion del transcrito
primario. Nosotros encontramos resultados similares a los reportados sobre la
asociacion de este polimorfismo a la diabetes tipo Il. Por ello podemos sugerir que,
en la poblacién estudiada, este polimorfismo pudiera aiterar la regulacion
transcripcional de calpaina 10 o generar transcritos inestables.

Por otra parte, los resultados del andlisis estadistico de +* indican que en el
polimorfismo SNP-63 la frecuencia tanto del alelo “p” como del “q” del grupo de
personas sanas no es significativamente diferente que la frecuencia de estos
mismos alelos en el grupo de diabéticos. Esto sugiere que no existe ligamiento de
ninguno de los alelos estudiados del polimorfismo SNP-63 a la diabetes mellitus

tipo Il en la poblacidon queretana estudiada.
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De los tres polimorfismos estudiados, solo el alelo 1 (G) del polimorfismo SNP-43
present6 ligamiento a la diabetes mellitus tipo Il en la poblacién estudiada. En
investigaciones previas se reportaron resultados similares: fuerte ligamiento del
polimorfismo SNP-43 a la diabetes tipo Il en México-Americanos y en dos
poblaciones europeas de Finlandia y Alemania. En este mismo estudio se encontr6
que la combinacién de haplotipos 211/112 (definido por SNP-19, -43 y -63,
respectivamente) esta asociada con un incremento de tres veces el riesgo de esta

enfermedad en dichas poblaciones (Horikawa y col., 2000).

Para analizar la asociacion de combinaciones de haplotipos de los polimorfismos
SNP-19, 43 y 63 a la enfermedad, se calcularon las frecuencias de las
combinaciones de haplotipos presentes en las muestras estudiadas tanto del grupo
de personas clinicamente sanas como del grupo de pacientes diabéticos. Haciendo
la comparacién de las frecuencias de dichas combinaciones de haplotipos para
cada uno de los grupos estudiados podemos observar que sélo existe diferencia
significativa en las combinaciones de haplotipos 211/112 y 222/122 (en el orden
SNP-19, 43 y 63).

La combinacion de haplotipos 222/122 esta significativamente aumentada en el
grupo de personas clinicamente sanas en comparaciéon con el grupo de diabéticos.
Lo que nos sugiere que, de alguna manera, la presencia de esta combinacién de
haplotipos pudiera “proteger” de la susceptibilidad a la diabetes tipo Il, al menos en
la poblacion estudiada. Por otro lado la combinacién de haplotipos 211/112 esta
significativamente aumentada en el grupo de pacientes diabéticos. Por lo anterior
podemos sugerir que, en la poblacién estudiada, existe asociacion de la
combinacion de haplotipos 211/112 a la diabetes mellitus tipo Il. Resultado que
concuerda con lo reportado previamente (Horikawa y col., 2000).

Esta dltima combinacién de haplotipos contiene el homocigoto del alelo 1(G) del
polimorfismo SNP-43. Alelo que, con base en nuestros resultados, esta asociado
con la enfermedad en la poblaciéon estudiada. Por lo anterior, no es de sorprender
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la asociacion de esta combinacién con la enfermedad. Sin embargo, otras
combinaciones en las cuales se encuentra el homocigoto del alelo 1(G) de SNP-43
no presentaron asociacion, con lo que podemos sugerir que existen complejas
interacciones entre los alelos de los polimorfismos estudiados y tal vez otras

regiones del gen CAPN10 u otros genes.
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CONCLUSIONES

No existe asociacién de los polimorfismos SNP-19 y SNP-63 con la presencia de
diabetes tipo Il, en el grupo de pacientes estudiado y atendidos en unidades

médicas de la Secretaria de Salud del Estado de Querétaro.

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia del alelo
1(G) del polimorfismo SNP-43 y la presencia de diabetes mellitus tipo Il. Esto
sugiere que dicha variacion del gen CAPN10 pudiera estar involucrada en la

susceptibilidad a la enfermedad en la poblacién estudiada.

La combinacién de haplotipos 211/112 (en orden SNP-19, -43 y -63) tiene una

asociacion significativa con la enfermedad en la poblacién estudiada.

El polimorfismo SNP-43 y la combinacion de haplotipo 211/112 del gen CAPN10
pueden ser utilizados, junto con otras variaciones en el mismo o en otros genes,

como marcadores genéticos para predisposicién para esta enfermedad.
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