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RESUMEN.

La Diabetes tipo 2 (DT2) es un trastorno metabdlico complejo, de etiologia heterogénea. En el
desarrollo de la enfermedad intervienen factores genéticos y ambientales que influyen en su
expresion. Varios polimorfismos del gen Calpaina 10 han sido asociados con DT2 y la
resistencia a la insulina; sin embargo se han reportado resultados diferentes en varias
poblaciones a nivel mundial. El objetivo de este trabajo fue determinar los haplotipos formados
por los SNP43, Indel 19 y SNP 63 del gen Calpaina 10 en poblacion lojana, ademas evaluar su f
xcvasociacién con DT2. Del analisis de 380 personas, 197 diabéticas y 183 no diabéticas, se
obtuvo que el haplotipo mas frecuente fue el 221 (SNP43, Indell9 y SNP63) con una frecuencia
de 0.326 en diabéticos y 0.334 en no diabéticos; ninguno de los haplotipos con frecuencia

mayor al 5% encontrados en la poblacién analizada mostré asociacién con diabetes tipo 2.

Palabras claves: Diabetes tipo 2, SNP, CAPN10



ABSTRACT

The type 2 diabetes is a complex metabolic disorder with a heterogeneous etiology. In the
disease development are involved environmental and genetic factors that influence in the
expression. Several polymorphism of the Calpain 10 gen have been associated with type 2
diabetes and the insulin resistance, however, the results of this association are different in
several populations around the world. The objective of this assay was to determinate the created
haplotypes by the SNP43, Indel 19 and SNP 63 of the Calpain 10 gen in the Loja population,
also to evaluate its association with type 2 diabetes. 380 people were analyzed, 197 diabetic
people and 1983 non-diabetic people, the most common haplotype found was 221 (SNP43,
Indell9 and SNP63) with a 0.326 frequency in diabetic people and 0.334 in non-diabetic people;
none of the haplotypes found with a higher frequency of the 5% showed association with the
type 2 diabetes.

Key words: Type 2 diabetes, SNP, CAPN10



INTRODUCCION.

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome o conjunto de sindromes que se caracteriza por una
alteracion metabdlica cuyo marcador es la hiperglucemia crénica, con alteraciones afiadidas en
el metabolismo de las grasas y proteinas. Aunque la diabetes se conoce desde hace muchos
siglos, nuestros conocimientos sobre su etiologia y patogenia distan mucho de ser completos.
Esto conlleva implicaciones desfavorables a la hora de planificar la investigacion basica y
clinica, la asistencia y la prevencion de una enfermedad, cuya prevalencia aumenta de formas

alarmantes (Camena R, 2004)

La diabetes tipo 1 (DT1) y la diabetes tipo 2 (DT2) son enfermedades complejas, determinadas
por multiples factores genéticos y ambientales, cuyo resultado final es la hiperglucemia y, con
ella, el riesgo a desarrollar complicaciones cronicas microvasculares y macrovasculares que
condicionan el pronéstico de los pacientes. En la DT1 como en la DT2, son multiples los genes
gque intervienen en la patogenia de la enfermedad (poligénica) (Wiebe et al., 2011). Estudios
han demostrado que el gen de Calpaina 10 se relaciona directamente con la DT2, debido a que
interviene en la translocacion del transportador de la glucosa 4 que responde a insulina, y su
liberacion permitiendo que actle sobre la glucosa en tejidos periféricos. Entre las variantes
genéticas de este gen, tres han sido asociadas con un aumento del riesgo a padecer dicha
enfermedad: SNP43, SNP63 e Indel 19 (Cuevas et al., 2010; Paredes et al. 2014), siendo el
SNP43 el que se asocia con mayor riesgo en poblaciones México-americanos y en poblaciones

del norte de Europa (Cruz et al., 2005).

En el Ecuador la diabetes es la segunda causa de muerte en poblaciéon general segin datos
reportados por el INEC en el 2011. Es poca la informacion que existe en nuestro medio sobre
los factores genéticos asociados a la enfermedad, razén por la cual en esta investigacion se
plantea estudiar el efecto de polimorfismos del gen de Calpaina 10 y la enfermedad mediante la

determinacion del haplotipo de riesgo.
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1.1. Diabetes.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica de naturaleza cronica, no
transmisible, degenerativa y de etiologia multifactorial, caracterizada por hiperglucemia,
que al no ser tratada se ha asociado con dafio a largo plazo de varios 6rganos,

especialmente ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineo (A. Diabetes, 2012).

La base de las anomalias del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas
en la DM, es la secrecion oly accion deficiente de insulina sobre los tejidos diana, la
deficiencia de esta proviene de su secrecion inadecuada y/o la disminucién de la
respuesta de los tejidos a la insulina en uno 0 méas puntos en la compleja via de la accién
hormonal. Adicionalmente, varios procesos patogénicos estdn involucrados en el
desarrollo de la DM, desde la destruccién autoinmune de las células 3 del pancreas, con
la consecuente deficiencia de insulina, hasta las anomalias que provocan resistencia a la

accion de la esta hormona (Carmena R 2004).

La diabetes se perfila en la actualidad como uno de los grandes retos para la salud
publica a nivel mundial. Segun la Federacion internacional de diabetes (IDF) existen 371
millones de personas afectadas. Mas del 80% de las muertes por diabetes se registran en
paises desarrollados, paises de ingresos bajos y medios. Casi la mitad de esas muertes
corresponden a personas de menos de 70 afios y un 55% a mujeres. Se calcula que esta
cifra aumentard hasta alcanzar los 552 millones de personas para el 2030, afectado al
9,9% de los adultos, lo cual equivale aproximadamente a tres nuevos casos de diabetes
cada 10 segundos. Si a estas cifras se agrega que en el 2011 padecian alteracion de la
tolerancia a la glucosa (el estadio previo al desarrollo de la diabetes como enfermedad)
280 millones de personas, se observa que el total de diabéticos seria de 646.2 millones,
una cifra alarmante por las consecuencias organicas de enfermedades cardiovasculares,
neuroldgicas, de los rifiones, los ojos (ceguera) y dérmicas principalmente (“Diabetes
Atlas 2012,” 2013).

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la diabetes afecta entre un
10 - 15% de la poblacién adulta de América Latina y el Caribe. Segun la IDF en el 2012
en América Central y Latina 26 millones de personas padecieron diabetes, lo que

representd una prevalencia del 9.2 %, de estos casos solo el 45.5% son diagnosticados.



En el pacifico occidental la prevalencia de diabetes es del 8%, en el sudeste Asiatico de

8.7%, y en el resto del mundo la prevalencia se aumenta cada vez mas (Asia, 2012).

En la actualidad la Diabetes tipo 2 (DT2) es una de las enfermedades mas comunes en
nuestro pais, los factores como el estilo de vida, el exceso de ingesta calérica, la obesidad
y el sobrepeso han provocado un incremento acelerado en la Gltima década. En Ecuador,
los casos informados fueron de 92 629 en el 2010. En este afio la diabetes fue la segunda
causa de muerte para la poblacién en general, alcanzando el primer lugar en el afio 2011,
y siendo la primera causa de muerte en el sexo femenino. En Loja en el 2011, se estimé
que 20 mil personas fueron afectadas y 1145 personas fallecieron por esta patologia.
(INEC. 2011).

1.1.1. Clasificacién de la Diabetes.

Segun la Asociacibn Americana de Diabetes (ADA) se clasifica esta patologia de la

siguiente manera:
1.1.1.1Diabetes tipo 1 (DT1).

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune que se desarrolla como consecuencia
de la interaccion entre factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales. Resultando en la
destrucciéon de las células B, que suelen provocar una deficiencia absoluta de insulina
(ADA, 2012a); Breu et al., 2008).

Hasta la actualidad, no se ha identificado variante alélica de ningan gen gue pueda inducir
DT1 por lo que hablamos de una enfermedad poligénica, con patrén de herencia no
conocido. Los factores genéticos contribuyen en un porcentaje aproximado de un 50% a
la patogenia de esta enfermedad (ADA, 2012a); Breu et al., 2008).

1.1.1.2 Diabetes tipo 2 (DT2).

La DT2 se puede considerar como un sindrome metabdlico cronico, de etiologia
heterogénea, en el que coexisten una disminucién de la secrecidn pancreética de insulina
y una disminucion de su accién bioldgica (insulinoresistencia) en los tejidos musculares,
hepaticos y adiposos. Se presentan disturbios en el metabolismo de carbohidratos, grasas
y proteinas resultando en una hiperglucemia. En el desarrollo de la enfermedad

intervienen factores genéticos (poligénicos) y ambientales (vida sedentaria, tabaquismo,



malos habitos dietéticos) (Barrio 2004; Buraczynska, el at., 2013a; IDF 2012; Da Silva
Xavier, et al., 2013).

La DT2 es el tipo mas frecuente de diabetes, constituyendo aproximadamente un 90-95%
de todos los casos. Se desarrolla a menudo en etapas adultas de la vida y esta en

asociacion con obesidad (Diabetes 2011; (Ning et al., 2013).
1.1.1.3 Diabetes Gestacional (DG).

La Diabetes Gestacional es cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se inicia
durante el embarazo, se produce un aumento de resistencia a la insulina y por tanto
hiperinsulinismo, que puede predisponer a ciertas mujeres a desarrollar diabetes posterior
al embarazo. Los hijos de madres con DG tienen un riesgo 4 a 10 vece mayor de
presentar malformaciones congénitas, abortos espontaneos y muerte neonatal. Las
investigaciones actuales en el campo de la genética apuntan hacia la presencia de una
variacién del gen Calpaina 10 (CAPN10) que estaria relacionada con el desarrollo de la
DG. (Tobosoa et al., 2012; Gutiérrez et al,. 2012; Lopeza et al,. 2005). La prevalencia de
DG en las diferentes poblaciones varia de manera proporcional a la prevalencia de DT2
en la poblacion general y el origen étnico es un factor de riesgo independiente. Las
mujeres latinas, por cuestiones genéticas, estdn mas propensas a padecer diabetes que
el resto de la poblacién, en muchos casos, desconocen que tienen diabetes, por lo que su

embarazo es mas riesgoso (Diabetes 2011; Gattullo et al., 2010; Carrera et al., 2005).

1.1.1.4 Otros tipos de Diabetes

A. Defectos Genéticos en las Células B.
Se caracterizan con frecuencia por la aparicién de hiperglucemia a una
edad temprana. También conocida como diabetes de apariciéon en la
madurez de los jévenes (MODY) (Torres Morera, 2001). Entre los

defectos genéticos en las células g, tenemos:

1. Cromosoma 12, HNF-1a (MODY3)

2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY?2)

3. Cromosoma 20, HNF-4a (MODY1)

4. Cromosoma 13, factor promotor de insulina -1 (IPF-1; MODY4)



5. Cromosoma 17, HNF-1b (MODY5)
6. Cromosoma 2, NeuroD1 (MODY®6)
7. ADN mitocondrial

8. Entre otros.

Defectos genéticos en la accion de la insulina.
Son formas muy poco frecuentes. Incluyen mutaciones del receptor de
la insulina que puede cursar con hiperinsulinemia e hiperglucemia leve

o diabetes importante. Entre estas tenemos: (Torres Morera, 2001)

Resistencia a la insulina tipo A
Leprechaunismo

Sindrome de Rabson-Mendenhall
Diabetes lipoatréfica

Otros.

o~ w0

Enfermedades del pancreas exocrino.
Este grupo incluye aquellos procesos que dafian el pancreas y

producen diabetes como (Torres Morera, 2001):

Pancreatitis
Trauma/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis
Pancreatopatiafibrocalculosa
Otros.

No o bk~ wDdh e

Endocrinopatias.

Determinadas hormonas como la hormona de crecimiento, el cortisol,
el glucagon y la epinefrina antagonizan la accion de la insulina. El
exceso en la produccion de alguna de estas hormonas, puede
desencadenar diabetes. (A. Diabetes, 2012); (Torres Morera, 2001)

Entre ellas tenemos:



Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromocitoma
Hipertiroidismo
Somatostatinoma

Aldosteronoma

© N o a0 ks~ w NP

Otros.

Inducida por Farmacos o quimicos.

Algunos farmacos pueden alterar la secrecion de la insulina. No
causan por si solo diabetes, pero puede precipitar en individuos con
resistencia a la insulina. Téxicos como el Vacor (raticida) o la
pentamidina por la via intravenosa pueden destruir las células B
pancreaticas, y farmacos como los glucorticoides o el acido nicotinico
pueden alterar la accion de la insulina (Torres Morera, 2001).

Entre ellos tenemos:

Acido nicotinico.
Hormona tiroidea.
Diazéxido.
3-adrenérgicos.
Tiazidas.

Dilantin.
interferén-y.
Otros.

© N o 0 bk~ wDdh R

Infecciones.
Varios virus han sido asociados con la destrucciéon de las células B.

Entre ellos se encuentran (Torres Morera, 2001):

1. Virus de la rubéola



Virus de la parotiditis
Cotiditis.
Coxsacie

Adenovirus

o gk~ w DN

Citomeglivirus.

Formas infrecuentes de diabetes autoinmunes.

Anticuerpos contra el recetor de la insulina pueden causar diabetes por
su unién con el receptor al bloguear la accién de la insulina. Sin
embargo, en otros casos, estos anticuerpos pueden comportarse como
agonistas y causar hipoglucemia. Anticuerpos contra el receptor de la
insulina se han descrito en el lupus eritematoso sistémico y en otras
enfermedades autoinmunes (Torres Morera, 2001).

Tenemos las siguientes:

1. Sindrome del "hombre rigido".
2. Anticuerpos anti receptores de Insulina.
3. Otros.

Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente a diabetes.
Muchos sindromes genéticos estdn acompafiados por un aumento de
la incidencia de la diabetes, a los que se los incluye (Torres Morera,
2001):

Sindrome de Down.

Sindrome de Klinefelter.

Sindrome de Turner.

Sindrome de Wolfram.

Ataxia de Friedreich.

Corea de Huntington.

Sindrome de Laurence-Moon-BiedI.

Distrofia miotonica.

© ©® N o o b~ 0w DdPE

Porfiria.
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1.1.2 Factores de riesgo a diabetes tipo 2.
Los factores de riesgo establecidos para la DT2 son los siguientes:
1.1.2.1 Factores Genéticos.

En la DT2 existe una interaccion compleja entre multiples genes, en la cual no se ha

identificado un patrén mendeliano especifico (Wiebe et al., 2011).

El riesgo de padecer DT2 es del 30-40% en pacientes que tienen un padre con la misma
enfermedad. Se estima que las personas que tienen un hermano o un familiar con DT2
corren un riesgo de un 40% de desarrollar a lo largo de su vida. Estos factores de riesgo
genéticos hasta el momento no se pueden modificar (Garagnani et al., 2013; Park 2011).

Se han determinado algunos genes como: CAPN10, TCF7L, el HHEX, el EXT y el
SLC30A8, PPARG, FTO, HHEXIDE, CDKAL1l, CDKNZ2A/2B, IGF2BP2 y SLC30A8

asociados a la presencia de diabetes (Gutierrez Valverde, 2010).
1.1.2.2 Factores Demogréficos.

La prevalencia de diabetes varia dependiendo de la edad y el sexo. En las personas
menores de 60 afios es inferior al 10% y entre los 60 y 79 afios de edad su prevalencia
aumenta entre el 10-20%. A nivel mundial existe una mayor prevalencia de DT2 en

varones de 30 a 69 afios y en mujeres mayores de 70 afios ( ADA 2012)

Ciertos grupos étnicos estan expuestos a desarrollar con mayor facilidad diabetes, como
los indios americanos, las comunidades de las islas del Pacifico, las poblaciones del sur
de Asia, los aborigenes australianos, los afro-americanos, los mexicano-americanos y los
indios Pima, debido a que la poblacion es obesa, tiene poca actividad fisica, y podrian
compartir un gen "econémico" que les dejaron sus ancestros, y les ayud6 a sobrevivir
durante los ciclos de "escasez y abundancia". Pero, ya que esos ciclos han pasado, ese
mismo gen podria hacer que una persona sea mas vulnerable al desarrollo de la diabetes
tipo 2, por los que todos ellos tienen un riesgo dos veces mayor a desarrollarla en
comparacion con los nativos europeos. Por el contrario, las personas que viven en areas
no occidentales son menos propensas a padecer DT2, independientemente de su riesgo
genético (Park, 2011).
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1.1.2.3 Comportamiento y estilo de vida.

Un elemento esencial en el tratamiento de la diabetes es la alimentacién, tanto que en
muchos pacientes basta una alimentacién adecuada para lograr el control metabdlico
deseado. En cambio una alimentacion inadecuada, con lleva a la obesidad lo cual es un
factor directamente asociado a la resistencia a la insulina y por lo tanto a DT2 (Gutierrez
Valverde, 2010). Personas que tiene el habito de fumar tienen un riesgo entre 1.2 y 2.6
veces superior de desarrollar diabetes en comparacion con los no fumadores, y este

riesgo es independiente de la actividad fisica y la obesidad (Montero 2007).

La realizacion cotidiana de actividad fisica resulta ser una de las practicas prioritarias en
su tratamiento integral, ya que uno de sus principales beneficios es el retardo en la
aparicion de las complicaciones de este padecimiento (Huerta et.al., 2013). En los
pacientes con DT2 juega un papel clave para la mejoria de la sensibilidad periférica a la
insulina y la disminucion de la glucemia plasmatica, puede ayudar en el control glucémico

a largo plazo (Carral San Laureano et al., 2010).

1.1.2.4 Factores metabdlicos y determinantes de categorias intermedias
deriesgo a DT2:

1.1.2.4.1 Intolerancia alaglucosa.

Es una condicién en donde los niveles de glucosa en ayunas son superiores a los
normales (100 mg/dl), pero inferiores a los de diagnéstico de DT2, se conoce con el
nombre de prediabetes (>100 hasta <125mg/dl) (ADA 2012).

1.1.2.4.2 Resistenciaa lainsulina.

Es la inhabilidad de la insulina de metabolizar la glucosa en el higado, musculo
esquelético, tejido adiposo y otros tejidos periféricos como también para producir sus
efectos sobre la captacién, metabolismo o almacenamiento dentro del organismo. En esta
patologia el cuerpo no responde a la accion de la insulina y con el tiempo los niveles

elevados de glucosa comienzan a afectar el organismo (Gutierrez Valverde, 2010).
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1.1.2.4.3 Diabetes Gestacional.

Estudios refieren que en el 90% de las mujeres con diabetes gestacional la intolerancia a
los carbohidratos desaparece después del embarazo, y el 10% padecera DT2 posterior al

parto (Gutiérrez et al., 2012).
1.1.3 Genética de la Diabetes tipo 2.

En la DT2 existe una compleja interaccion entre mdultiples genes y diversos factores
ambientales, se caracteriza por defectos en la secrecion y/o en la accion de la insulina
gue conduce a la hiperglucemia (Wiebe et al., 2011). Se ha estimado que el 30-70% del
riesgo puede deberse al componente genético del individuo. En su desarrollo participan
multiples genes en nimero y combinacion distinta en las diversas poblaciones. El analisis
de ligamiento y el enfoque de genes candidatos han llevado al descubrimiento de defectos
genéticos altamente penetrantes que participan en el desarrollo de la diabetes, sin
embargo, soélo alrededor del 10% del riesgo de esta patologia se explica por los SNPs
causales que se han detectado hasta la fecha (Kwak & Park 2013; Da Silva Xavier et al.,
2013a).

Entre los genes candidatos de riesgo para desencadenar DT2 se encuentran los
transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4, el gen de hexocinasa ll, fosfofructocinasa,
gluc6geno-sintasa, sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1), calpaina 10 (CAPN10) vy el
receptor activado de proliferacién de los peroxisoma gamma 2 (PPARGZ2). Todos estan
involucrados en la disfuncion de la célula pancreatica productora de insulina y respuesta
baja a la accién de esta hormona en distintos érganos vy tejidos, principalmente higado y

musculo (Garcia-E.,et al, 2009).

Segun Horikawa et al. 2000, el riesgo para la DT2 que confiere el gen de CAPN10 viene
dado para los haplotipos formado por los SNP63, SNP43, y la insercién/delecién de 32 pb
conocida como Indel 19 y su haplotipo de riesgo para el desarrollo de la enfermedad es el
112/121((SNP43 G, Indell9 2 repeticiones de 32pb, SNP63 T) / (SNP43 G, Indell9 3
repeticiones de 32pb, SNP63 C)).

Afos posteriores, Del Bosque-Plata et al. publica un trabajo en poblacion mestiza
mexicana, en el que analizaron 5 polimorfismos del gen de CAPN10 (SNP43, Indell19,
SNP63, SNP44 y SNP110) encontrando diferencia significativa en las frecuencias

genotipicas del SNP44 (p 0.017) entre individuos diabéticos y no diabéticos, por tanto un
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mayor riesgo a padecer DT2. En este grupo poblacional el haplotipo 112/121 no confirid

riesgo como en el caso de Horikawa.

En la cuidad de Loja - Ecuador se han realizado estudios de determinacion del SNP43,
Indell9, SNP63, SNP44 del gen CAPN 10, cuyos resultados no mostraron diferencias
significativos para frecuencias alélicas ni genotipicas en personas diabéticas y no
diabéticas (Morocho V. Loaiza D,. 2010; Ochoa S, Cordova A., 2013).

1.2 Calpainas.

Las calpainas son una amplia familia de cisteina proteasas citosolicas. Existen 15 genes
de calpaina no lisosomales, su actividad esta determinada por las concentraciones de
Ca®" y por la presencia de calpastatina (Gnico inhibidor enddgeno conocido) (Hernando
Martinez 2010; Herraddn 2011). Se encuentran en todos los tejidos y estan involucradas
en una amplia gama de procesos como: proliferacion, motilidad celular, diferenciacién
celular, y particularmente, en la diferenciacion de adipocitos, en la regulacién del sustrato
del receptor de la insulina, incluyen la remodelacién del citoesqueleto, la migracién
celular, el desarrollo embrionario y la funcion de las plaquetas. También estan
involucradas en procesos patoldégicos como en las enfermedades neurodegenerativas,

distrofias musculares, cancer, gastropatias, diabetes mellitus (Rasbach et al., 2010).

Existen 15 genes del genoma humano que codifican toda la familia de calpainas. Estas
proteinas contienen un dominio EF- mano penta (calpainas clasicos), y otras que no
contienen este dominio (calpainas no clasicos o atipicos). La CANP10 es un miembro

atipico de la familia de la calpaina (Panico et al., 2014).

El gen CAPN10 se localiza en el cromosoma 2 region g37.3, en el cual se ha descrito
previamente una region de susceptibilidad para la diabetes denominada NIDDM1 (Non-

insulindependent diabetes mellitus) (Panico et al., 2014).
1.2.1 Estructurade las calpainas.

La familia de calpainas comprende diversas isoformas especificas de tejido y dos
isoenzimas ubicuas. Las calpainas m y calpainas u son las mejor caracterizadas y se
diferencian en sus afinidades por Ca?*. La p-calpaina (o calpaina 1) y la m-calpaina (o
calpaina Il) requieren cantidades micromolares y milimolares de Ca®* respectivamente,

para su activacion (Hernando Martinez, 2010).
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La calpaina consta de una unidad catalitica y una reguladora. Ademas de estas unidades,
en la m-calpaina se expresa una region extra, formada por 248 aminoé&cidos, que al unirse

con la

unidad catalitica produce una protedlisis de la enzima, activAndola en un 70%, por lo que

puede sustituir a la unidad reguladora (Rodriguez Lépez, 2009); S4inz Gonzalez 2012).
1.2.1.1Unidad catalitica o mayor.
La subunidad mayor presenta cuatro dominios (dI-dIV) (Figura 1).

Dominio | (dl): Corresponde al NH2-terminal, es una a-hélice anclada en una cavidad del
dlV, y contribuye a la estabilidad de la proteina (Sainz Gonzélez, 2012); (Rodriguez
Lépez, 2009).

Dominio Il (dl): Esta formado por dos subdominios (lla y Ilb) que se encuentran
separados, pero que se unen al activarse la enzima. En el dominio lla se encuentra la
Cisteina en la posicion 105 (m-Calpaina) o 115 (u-Calpaina), y en el dominio llb la His en
la posicion 262 (m-Calpaina) o 272 (u-Calpaina) y la Asn en la 272 (u-Calpaina) o 286 (m-
Calpaina). Estos residuos de aminoéacidos forman una triada caracteristica de las
proteasas de cisteina, y son los que cumplen con la funcion catalitica (Sainz Gonzalez,
2012). Se ha mostrado mediante estudios con un fragmento de p-calpaina compuesto de
los dominios | y Il que tanto el dominio lla como el llb presentan un lugar de unién a Ca**
(Hernando Martinez, 2010).

Dominio Il (dlll): Se relaciona con la regulacién de la actividad de la calpaina por medio
de uniones electrostaticas con los fosfolipidos de la membrana celular y estabiliza el
dominio Il por medio de un lazo acidico. Presenta dos secuencias EF-hand de union a
Ca?*, que se distribuyen una en cada subdominio: Ill y 1lI". Al parecer, el EF-hand que se
encuentra cerca del dominio Il en los residuos de aminoécidos 329-341 no se une a Ca*

en algunas calpainas (Sainz Gonzalez, 2012).

Dominio IV (dIV): Dominio carboxiterminal, ligado con la unidad pequefia por medio de
una dimerizacién que se da con las cinco secuencias EF-hand de unién a Ca*. La m-
calpaina posee dos dominios extra uno de 18 residuos de aminoacidos que se ubican

entre el dominio | y Il, y el otro es de 17 entre los dominios Ill y IV; denominandolos
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dominios de union (Sainz Gonzéalez, 2012), podrian tener un importante papel en la

activacion de calpaina por Ca®* (Rodriguez Lépez, 2009).

Unidad Catalitica o Mayor

dl dil dill div
12345

Sitios de unién del Calcio

Figura 1. Unidad catalitica mayor (dl - dlV=dominio; dIV 1,2,3,4= subdominios)
Fuente: Cortesia de Khorchid e Ikura 2002.

1.2.1.2Unidad reguladora o menor.
La subunidad menor se divide en dos dominios (Figura 2):

Dominio V (dV): Tiene una porcién hidrofilica y una hidrofébica, la cual es rica en glicina
(39.6%) cerca de la region NH2-terminal, que se asocia a fosfolipidos. La forma como se
ordenan los residuos de aminoacidos es muy variante, o que probablemente permite la

union a diferentes moléculas (Sainz Gonzéalez, 2012).

Dominio VI (dVII): Presenta cuatro dominios EF-hands que se unen a Ca** para formar

un complejo que permite la union con la membrana celular (Sainz Gonzélez, 2012).

Unidad Reguladora Menor

1 23 4 8

dv dvi

Figura 2: Unidad menor (dv = dominio ; dvl 1,2,3,4,5= subdominios)
Fuente: Cortesia de Khorchid e lkura 2002.
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1.2.2 Activacién de las calpainas.

La activacion de las calpainas esta dada por el contacto con el calcio, por tanto de
manera contrarreguladora tiene que haber un sistema que impida su activacion
exagerada, este proceso se ha visto implicado en ciertas patologias. La activacién de las
calpainas puede inducir apoptosis en determinados tipos celulares, y esta activacion sélo

ocurre con algunos de los estimulos proapoptéticos (Hernando Martinez, 2010).

Para que las calpainas se activen ocurre el siguiente proceso: se encuentran inactivas en
el citosol, tras incrementar la cantidad de Ca?* las calpainas van hacia la membrana, y se
unen a una molécula de Ca?* en el dominio Ila y dos en el llb haciendo que estas dos
subunidades se unan. Otra molécula de este ion se une al dominio lll, lo que permite la
unién de esta proteina con la fosfolipasa C y la proteina quinasa C en la membrana
(Figura 3). Para facilitar el paso de la calpaina a la membrana se produce una hidrélisis en
el dominio I, proceso que se sigue dando de una forma auto-catalitica (Sainz Gonzalez,
2012).

Canal de Ca?* Fosfolipasa C
@ Proteina quinasa C
—
o

Figura 3. Activacién de las calpainas.
Fuente: Cortesia de la Big. Sofia Ochoa Ochoa 2013.

17



1.2.3 Inactivacion de las calpainas.

La inactividad de las calpainas se da porgque disminuye la concentracion intracelular de
Ca?*, como consecuencia las subunidades Ila y Ilb se separan y se inactiva la enzima. La
quinasa A es capaz de mantener las CAPNs en un estado inactivo por medio de una
fosforilacion en la Ser-369 del domino Ill. El Unico inhibidor intracelular especifico de las
calpainas es la calpastatina (CAST), la cual se ubica en el citosol y est4 formada por tres
regiones conservadas: A, By C; las dos primeras se unen con los dominios IV y VI de las
calpainas para inactivarlas, y la tercera se encarga de la auto-regulacion. De acuerdo a
estas caracteristicas la CAST solo inactiva a aquellas calpainas de tipo diméricas (1, 2y
9) (Sainz Gonzélez, 2012).

Se han descrito inhibidores reversibles e irreversibles de CAPNSs. Los rasgos estructurales
mas frecuentes de estos inhibidores es que son péptidos o peptidomiméticos con pocos

aminoacidos (entre 2 y 6) hidrofobos y alguna funcionalidad electréfila (Giner, 2006).
1.2.4 Calpainas y secreciéon de lainsulina.

Para la liberacion de insulina, deben ocurrir varios procesos. El ICA (lIslet cell autoantigen)
512 es un receptor tirosina-proteinfosfatasa que se encuentra en los granulos o vesiculas
de insulina en las células B. ICA512 esta unido a un complejo formado por 32-Syntriphin-
utrofina y actina, el cual puede anclar los granulos de secrecion al citoesqueleto de actina.
La entrada de Ca*" estimula la desfosforilacién de $2-Syntriphin y promueve la disociacion
del complejo (2-Syntriphin-utrofina y F-actina), el cual se une con ICA512, que esta unido
a los granulos de insulina. Una vez disociados, el dominio citoplasmatico de ICA512 es
dividido por calpaina (activado por Ca?®), lo que promueve la movilizacién de los granulos

de insulina y facilita la exocitosis (Sainz Gonzalez, 2012).
1.3 Calpaina 10 (CAPNL10).

CAPN10 es un miembro de la familia de calpainas ubicuas, se localiza en la citosol,
(Rasbach et al. 2010; Covington & Schnellmann 2012). El gen que la codifica se
encuentra en el cromosoma 2, y consta de 15 exones que abarcan 31 kb, es una proteasa
intracelular de 672 aminoacidos. Fue el primer gen identificado por clonaje posicional en
el loci de susceptibilidad para DT2, denominado NIDDM1 (Non-insulindependent diabetes
mellitus) (Manuscript & Human 2009; Cuevas et al., 2010). Sin embargo, la CAPN10 no

se expresa en algunos tejidos y tipos de células, tales como el pancreas exocrino, tejido
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ductal y las neuronas del cerebro. La CAPN10 se ha demostrado involucrada en la
funcion de células B pancreaticas, en la estimulacion de la captacion de glucosa mediada
por insulina, el gen de CAPN10 se asocia a fenotipos metabdlicos de susceptibilidad a la
diabetes (Péanico et al., 2014).

Se expresa principalmente en el higado, masculo esquelético, y los islotes pancreaticos y
es una de las proteasas de cisteina esenciales para la sefializacion intracelular de calcio
(Song, Niu, Manson, Kwiatkowski, & Liu, 2004). Varios estudios de asociacion de casos y
controles muestran que los polimorfismos en CAPN10 estarian relacionados con el
desarrollo de DT2 y la resistencia a la insulina, mas aun en los pacientes obesos los que
presentaron una edad méas temprana de inicio de la enfermedad (Buraczynska et al.,
2013a).

Se ha demostrado que la CAPN10 esta envuelta en el mecanismo de secreciéon de la
insulina, en apoptosis de las células B pancreaticas y en la utilizacion oxidativa de la
glucosa por el musculo esquelético (Cuevas et al., 2010), interviene en la regulacion de
varias funciones celulares, incluyendo sefales reguladas por calcio, proliferaciéon
(Paredes, Lizaraso, & Huapaya, 2010), diferenciacion y apoptosis, expresandose en los
tejidos fetales y adulto. Estd implicada en la reorganizacion del citoesqueleto de actina,
entre otras funciones (Rasbach et al., 2010).

1.4 Haplotipo

El haplotipo corresponde a una region especifica del genoma donde existen
combinaciones de bases particulares identificadas. Un haplotipo estd constituido por
diversos patrones o fragmentos polimérficos de ADN a lo largo de una misma regién
cromosémica y se caracteriza porque sus alelos se transmiten a través de las

generaciones (Panico et al., 2014).

Los polimorfismos de un Unico nucleétido, representan a las variantes genéticas mas
comunmente encontradas en el genoma humano, la variacién genética se ha relacionado
principalmente con los SNP, y esto con la susceptibilidad a padecer diversas
enfermedades comunes. Actualmente se han descrito mas de 20 millones de SNP,
algunos desempefian un papel biolégico importante en el desarrollo de enfermedades

comunes debido a que constituyen SNP funcionales, los cuales pueden afectar al gen, al
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ARNmM de genes gue sintetizan proteinas y a las mismas proteinas (Brumfield, et al, 2003;
Ramirez-Bello et al., 2013).

A los haplotipos se los considera como las unidades biolégicas que contienen mayor
informacién y por lo tanto pueden ser mejores biomarcadores para usar en el examen de
susceptibilidad a enfermedades (Lee, el at., 2011). Por lo general, los haplotipos se han
construido a través del andlisis de segregacion a partir de datos de la familia, o inferidos

por métodos estadisticos (Tyson & Armour, 2012).

La variacion genética humana posee una estructura en mosaico en forma de bloques
haplotipicos. Los bloques haplotipicos poseen una longitud de 5000 a 200000 bp y cada
blogue puede poseer hasta 4- 5 haplotipos distintos. Si un bloque de haplotipo especifico
es mas frecuente entre persona con cierta enfermedad que en quienes no la padecen, es
probable que la mutacién asociada con esa enfermedad se encuentre en el mismo
segmento de ADN (Shaw, Sicree, & Zimmet, 2010).

El analisis de haplotipos es méas poderoso que el analisis de los marcadores individuales
por lo que mismo haplotipo se puede detectar en individuos normales de la misma
poblacion, lo cual nos indica simplemente que la mutacién ocurri6 en un cromosoma
caracterizado por ese haplotipo. (Tyson & Armour 2012; French & Lumley 2012; Romero
et al., 1998).
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MATERIALES Y METODOS



El siguiente trabajo de investigacién es un estudio observacional transversal. Los datos
con los que se realizé este estudio corresponden a los obtenidos en los trabajos
realizados por Morocho V., Loaiza D., Torres P., Ochoa S., Cérdova A. Estos trabajos

previos fueron realizados en personas diabéticas y no diabéticas de la ciudad de Loja.

Las caracteristicas antropométricas y bioguimicas de diabéticos y no diabéticos se

analizaron mediante el programa SPSS version 19.0 programa para Windows.

Las frecuencias alélicas, frecuencias genotipicas, equilibrio de Hardy-Weinberg,
desequilibrio de ligamiento y OR (Odds Ratio) de los polimorfismos SNP44, SNP43,
SNP19 e Indel 19, se (calcularon utlizando el programa SNPStats

(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm). Finalmente, la construcciéon de los

haplotipos y la evaluacion de su relaciébn con DT2 se realizaron empleando el mismo

programa.

El programa MedCalc (http://www.medcalc.org/calc/odds ratio.php) se utiliz6 como

programa adicional para validar los valores de OR. Valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados.

3.1.1. Caracteristicas antropométricas y bioguimicas.

Los datos analizados corresponden a 380 personas de la cuidad de Loja del
Hospital "Manuel Ignacio Monteros" (IESS Loja). De las cuales 197 fueron
diabéticas y 183 no diabéticas.

En la tabla 1 se puede observar las caracteristicas antropométricas y bioquimicas

de los grupos analizados expresados como media + desviacion estandar.

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de diabéticos y no diabéticos.

% mujeres 67% 55% -

Edad (afios) 64,93 £11,00 66,26+9,5 -

IMC (kg/m?) 29,27 +4,63 26,13+4,06 <0,001
TAD 78,06 +9,45 75,28+10,87 0,82
TAS 137,26+21,02 120,36+16,54 0,015
Colesterol (mg/dl) 211,83 44,13 199,51+43,2 0,012
HDL (mg/dl) 47,70 £14,26 50,28+13,46 0,039
Triglicéridos (mg/dl) 198,79+121,85 168,00£73,74 0,011
LDL (mg/dl) 123,18 +47,03 115,26+39,97 0,079
Glucosa en ayunas (mg/dl) 146,48 £55,78 89,27+8,58 <0,001
Glucosa postpandrial (mg/dl) 182,97 £74,63 ND -
HbA1 (%) 7,69 £1,69 ND -
Insulina (mU/ml) ND 8,87+6,69 -

IMC: indice de Masa Corporal, TAS: Tension Arterial Sistdlica, TAD: Tension Arterial Diastolica,
HDL: Lipoproteinas de Alta Densidad, LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad; * : valor calculado
mediante Prueba de *Chi-cuadrado, ND: no determinado.

Elaboracion: Sarango, P. (2014
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3.1.2.

Polimorfismos en estudio.

Los polimorfismos estudiados mostraron equilibrio de Hard-Weinberg tanto en el grupo de

personas diabéticas y no diabéticas, asi como en la poblacién general. Los valores de p
en cada caso son: SNP43 0.27, 0.41 y 0.17; SNP 44 1, 0.04 y 0,11; SNP63 0.52, 0.27 y
0.88; e Indell19 0.64, 0.22 y 0.66, respectivamente.
En la tabla 2 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP estudiados.

Como se puede observar no existe diferencia estadisticamente significativa entre éstas en

los grupos de diabéticos y no diabéticos.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos Indel19, SNP43, SNP44, SNP 63 en
el gen de Calpaina 10.

Polimorfismo

Indel19

SNP 43

SNP 44

SNP 63

Genotipo

2R/2R
2R/3R
3R/3R
Frecuencia
alélica

G/G
G/A
A/A
Frecuencia
alélica

C/C
CIT
T/T
Frecuencia
alélica

C/C
CIT
T/T
Frecuencia
alélica

Diabéticos

0.141 (26)
0.476 (88)
0.384 (71)
2R: 0.378
(140)
3R: 0,622
(230)

0.43 (83)

0.42 (81)

0.15 (28)
G: 0,627 (247)

A: 0,348 (137)

0.01 (1)
0.14 (27)
0.85 (165)

C: 0,076 (29)

T: 0,92 (357)
0.60 (115)
0.36 (70)
0.04 (7)
C: 0,769 (300)

T: 0,231 (84)

*: Prueba de "Chi-cuadrado, MedCalc OR (IC 95%).
Elaboracion: Sarango, P. (2014)
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No diabéticos

0.168 (31)

0.427 (79)

0.405 (75)
2R: 0,381 (141)

3R: 0,619 (229)

0.42 (72)

0.43 (74)

0.15 (25)
G: 0,596 (124)

A: 0,339 (220)

0.03 (5)
0.17 (28)
0.8 (135)

C: 0,093 (38)

T: 0,89 (298)
0.58 (86)
0.34 (50)
0.08 (12)

C: 0,607 (222)

T: 0,24 (74)

P*
0.47
0.35
0.67

0.94

0.32
0.29
0.61

0.72
0.10
0.59
1.41
0.23
0.85
0,81
0.24

0.15

OR
IC=95

0.99
(0.73- 1.33)

3.19
(2.36-4.33)

0.63
(0.38-1.05)

1,19
(0,83-1,70)



Los valores de OR obtenidos al analizar los genotipos formados por los diferentes

polimorfismos no fueron significativos (valores no mostrados).

3.1.3. Haplotipos.

Al realizar el andlisis de ligamiento se determind que los polimorfismos estudiados
presentan desequilibrio de ligamiento. El figura 4 representa en colores oscuros (rojo)
mayor desequilibrio de ligamiento considerando el valor de D, que representa diferencia
entre frecuencia observada y esperada asumiendo equilibrio.
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Figura 4: Desequilibrio de ligamiento
Elaboracion: Sarango, P. (2014)
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En la tabla 3 podemos observar los haplotipos formados por los SNP 43, Indel19 y SNP63

del gen CAPN 10 que presentaron una frecuencia mayor al 5% en la poblacion. El

haplotipo 221 fue el mas comun en la poblacion analizada. Se consideran estos

polimorfismos para la formacion de haplotipos ya que segun la bibliografia estos

polimorfismos conforman los haplotipos de riesgo para diabetes tipo 2.

Tabla 3. Analisis de haplotipos en diabéticos y no diabéticos.

Haplotipo

221
121
111
112

Diabéticos

0.3262
0.2509
0.182
0.1632

No Diabéticos

0.3342
0.2134
0.2051
0.1911

OR (95% CI) p-value

1 (referencia)
1.31 (0.86 - 2.00) 0.21
1.02 (0.65 - 1.60) 0.94
1.01 (0.61 - 1.67) 0.97

Haplotipo: SNP-43 (alelo 1=G, alelo 2= A), Indel-19 (alelo 1=2 R, alelo 2=3R), SNP-63(alelo 1=C,

alelo 2=T).

Elaboracion: Sarango, P. (2014)

Cabe mencionar que también se realiz6 la formacion de los haplotipos considerando el

SNP44, pero no se encontrd ningun valor significativo (datos no mostrados).
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3.2. Discusion.

La DT2 se ha convertido en un grave problema de salud publica. Esta enfermedad es un
trastorno metabdlico caracterizado por alteracion de la captacion de glucosa estimulada
por insulina en el musculo y la secrecion de insulina inducida por la glucosa (Ezzidi et al.,
2010). Muchos pacientes con DT2 son asintomaticos, y la enfermedad es diagnosticada
luego de muchos afios debido a que la hiperglucemia no suele ser lo suficientemente

grave como para provocar sintomas evidentes (Zaharna, Abed, & Sharif, 2010).

La diabetes tipo 2 es una enfermedad crénica caracterizadas por hiperglucemia como
consecuencia de los defectos en la secrecion y/o accion de la insulina. La hiperglucemia
cronica se asocia con lesiones a largo plazo en diversos 6rganos, particularmente ojos,
rifidén, nervios, vasos sanguineos y corazén (Salud, 2000). Factores como la edad,
alimentacioén, actividad fisica son causales de la diabetes tipo 2. Se considera que la
obesidad es un factor de riesgo mayor e independiente para diabetes tipo 2. La mayoria
de los pacientes con diagnéstico de diabetes tipo 2 (>80%) tienen sobrepeso (indice de
masa corporal IMC >25 kg/m2) y de ellos 50% son obesos (IMC >30 kg/m2) y casi 10%
tiene obesidad extrema (IMC >40 kg/m2). En nuestro estudio observamos que las
personas tanto diabéticas (29,27 +4,63) como no diabéticas (26,13+4,06) presentan
sobrepeso. Como se indicé anteriormente la obesidad es un factor de riesgo importante
en la DT2, ya que aumenta la resistencia a la insulina. Es necesario cambiar el estilo de
vida como la dieta, modificacion de conductas y ejercicio para mejorar el estado general
de salud y respuesta a la insulina (Esper C., et al, 2012). Al comparar la glucosa en
ayunas entre ambos grupos encontramos una diferencia significativa, como era de
esperarse en el grupo diabético los valores de glucosa son mayores al comparalos con el
grupo control. A pesar de tratarse de un grupo de pacientes diabéticos bajo tratamiento no
se evidencia una disminucién el sus valores de glucemia, pudiendo explicarse por la falta
de seguimiento y apego a las indicaciones médicas en cuanto al estilo de vida y

tratamiento farmacoldgico.

Estudios realizados por Horikawa, et al. vinculados con CAPN10 demuestra que la
combinacion del haplotipo 112/121 formado por los SNP 43, 19 y 63 esta asociados a
DT2 en poblacion mexicano-americana (Ezzidi et al.,, 2010). Los SNPs antes
mencionados aumentan el riesgo a desarrollar DT2, afectando tanto sensibilidad a la
insulina y la secrecién de la misma (Demirci et al., 2008) (Ezzidi et al., 2010), y si bien no

se presenta este efecto en todas la poblaciones, su combinacion en el haplotipo
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especifico (112/121) confiere un mayor riesgo para padecer la enfermedad (Demirci et al.,
2008).

El haplotipo con mayor frecuencia en el presente estudio fue el haplotipo 221 formado por
la combinacién de los SNP 43, Indel 19 y SNP 63 del gen CAPN10. En las muestras
analizadas los haplotipos 112 y 121 presentaron frecuencias menores, y ninguno de los
haplotipos analizados mostré asociacibn a diabetes tipo 2. Comparando nuestros
resultados con otras investigaciones, se observaron diferentes haplotipos frecuentes
segun la poblacién analizada. En las poblaciones México-Americana, Alemana y
Filandesa la combinacion 112/121 del gen CAPN10 confiere riesgo a diabetes tipo 2, sin
embargo esta asociacion no se mantiene en otras poblaciones estudiadas lo que se
evidencia en la poblacion coreana en donde la combinacion asociada a la enfermedad fue
111/221, en el norte de Europa fue 112/221, en China es 112/221. Esta discrepancia de
resultados puede deberse a las caracteristicas propias de cada poblacién y/o grupo de
personas analizadas en cada estudio. (Ezzidi et al.,, 2010); Buraczynska et al.,2013b;
Dasgupta et al., 2012; Horikawa 2003), posiblemente en nuestro medio sean otros
haplotipos o factores genéticos los que estén asociados al desarrollo de la enfermedad

Desde los primeros estudios realizados en poblacion mexicana donde se determina la
asociacion del gen CAPN10 y diabetes tipo 2 se han desarrollado diferentes trabajos con
la finalidad de evaluar el efecto de este gen sobre la enfermedad, ya sea analizando los
polimorfismos presentes en el gen o sus haplotipos. Del Bosque-Plata et al., realiz6 un
estudio de los SNP 43, SNP 44, SNP 63 e Indel 19 del gen en poblacion mexicana sin
encontrar diferencias en las frecuencias alélicas de estos polimorfismos en personas
diabéticas y no diabéticas. En otro estudio realizado en la Franja de Gaza se determiné
que la presencia del SNP 44 esta relacionada con un aumento en el riesgo para diabetes
tipo 2 (Zaharna et al., 2010). Del mismo modo en el presente trabajo al evaluar los datos
de frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos tampoco se encontré ninguna

relacién con diabetes tipo 2.

Es necesario el desarrollo de estudios de asociacion a gran escala y estudios funcionales
gue permitan confirmar la influencia del gen CAPN10 en el riesgo a desarrollar diabetes
tipo 2, estudios que tomen en consideracion factores étnicos y geograficos que puedan
modificar el efecto de las variantes genéticas (Ezzidi et al., 2010). Esto conducira a un

aumento en el numero de variaciones comunes que se asocien con la enfermedad,
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encontrar variantes raras con un mayor efecto es una estrategia para descubrir genes
relacionados a DT2 (Park, 2011).
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Conclusiones.

v' Los haplotipos formados por SN 43, Indel 19 y SNP 63 del gen de CAPN
10 con una frecuencia superior al 5% en la poblacion estudiada fueron el
221,121,111, 112.

v'El haplotipo mas frecuenté tanto en diabéticos y no diabéticos fue 221
(33%.)

v Ninguno de los haplotipos analizados mostro asociacion a diabetes tipo 2.

Recomendacion.
Debido a la bibliografia actual sobre Calpaina 10 y la variedad de resultados
obtenidos en diferentes poblaciones se sugiere realizar un estudio representativo a

nivel nacional donde se evaluaron en varios polimorfismos del gen a fin de

determinar su asociacion a diabetes tipo 2 en poblacién ecuatoriana.
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