ARTICULOS ORIGINALES

Asociacion entre los Microsatelites D4S2912, D4S230 y D4S3001 (4P15.1) y
Diabetes Tipo 2 en la poblaciéon peruana

Monica Paredes Anaya', Dina Torres Gonzales?, Frank Lizaraso Soto?,Carlos Padilla Rojas*, Jorge Calderén Ticona®,
Jorge Medina®', Giovanna Rodriguez Lay °.

RESUMEN

Objetivo: Determinar la asociacion entre los microsatélites D452912, D4S230 y D4S3001 y diabetes tipo 2 (DM2) en la
poblacion peruana.

Material y Métodos: En 99 diabéticos se analizaron los marcadores de los microsatélites D452912, D45230 y D453001 y como
controles: individuos sanos procedentes de Lima, 120 para D452912, 129 para D45230y 133 para D453001. Se proceso6 el ADN
extraido de sangre endovenosa, amplificandose por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a los tres
marcadores de la region 4p15.1. Finalmente, se analizé las frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores y determind
la homogeneidad genética de la poblacion mediante la prueba de Hardy-Weinberg (H-W), continuandose con el estudio de
asociacion a DM2 en casos versus controles.

Resultados: Se encontré en D452912 y D4S3001 ausencia de un alelo en el grupo control al compararlo con la poblacion
diabética. Al realizar el analisis de asociacion utilizando el modelo de regresion logistica condicional y la prueba de
permutacion de Montecarlo, se observoé asociacion entre D453001 y poblacion peruana con DM2.

Conclusion: Esta investigacion muestra al microsatélite D453001, localizado en la region cromosémica 4p15.1 como un
marcador asociado a DM2 en la poblacion peruana y que se encuentra en una region cromosomica que contendria un gen(es)
que jugaria(n) un rol en la etiologia de DM2. (Horiz Med 2015; 15(1): 6-13)

Palabras clave: Frecuencia alélica, frecuencia genotipica, equilibrio de Hardy-Weinberg, asociacion, microsatélite. (Fuente:
DeCS BIREME).

Association of Microsatellites D452912, D45230 and D4S3001 (4P15.1) to type 2 diabetes in
peruvian population

ABSTRACT

Objective: To determine the association of microsatellite markers D452912, D45230 and D4S3001 with diabetes type 2 (DM2)
in the Peruvian population.

Material and Methods: We analyzed the microsatellite markers D452912, D45230 and D4S3001 in 99 diabetics and 120
healthy individuals to D452912, D4S230 and 129 to 133 for D4S3001 as controls from Lima. We processed the DNA extracted
from blood intravenously, amplified by the technique of polymerase chain reaction (PCR) for the three markers in the region
4p15.1. Finally, we analyzed the polymorphisms of the markers and determined the genetic homogeneity of the population
through proof of Hardy-Weinberg (HW), and continued in the study of association of DM2 in patients versus controls.
Results: In D452912 and D4S3001 there was absence of an allele in the control group when compared with the diabetic
population. When performing association analysis using conditional logistic regression model and the Monte Carlo permutation
test, they showed an association between D453001 and Peruvian population with DM2.

Conclusion: This research shows the microsatellite D4S3001, located on chromosome 4p15.1 region as a marker associated
with DM2 in the Peruvian population and is located in a chromosomal region that contain a gene(s) which would play a role
in the etiology DM2. (Horiz Med 2015; 15(1): 6-13)

Key words: allelic frequency, genotypic frequency, Hardy-Weinberg, association, microsatellite. (Source: MeSH NLM).
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Asociacién entre los Microsatelites D452912, D45230 y D4S3001 (4P15.1) y Diabetes Tipo 2
en la poblacién peruana

INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), es un trastorno
metabolico que incapacita al paciente en producir
suficiente insulina o usarla adecuadamente (1), sin
la cantidad suficiente de insulina el organismo no
es capaz de metabolizar la glucosa en las células.

Desde el punto de vista genético, se considera
que algunas personas presentan susceptibilidad
genética a desarrollar DM2, y esto seria
influenciado a su vez por otros factores de riesgo
como obesidad, hipertension, hipercolesterolemia
e hipertrigliceridemia (2,3).

Esta enfermedad cronica presenta una etiologia
genética que viene siendo dilucidado a través de la
busqueda de genes candidatos (4).

A la fecha, se han encontrado genes candidatos
asociados a DM2 involucrados en distintos grupos
étnicos (3,5,6). Seclen et al.(7) realizaron estudios
de prevalencia de DM2 en poblacién peruana y
observaron que esta enfermedad es més frecuente
en la costa (7.6%) que en la sierra (1.3%).

Estos resultados confirman otros estudios que
relacionan prevalencia de DM2 y el componente
genético de la poblacion, observando 20% en México-
americanos, 15% en personas de origen africano y
11.9% en las poblaciones de origen caucasico (8),
considerando que poblaciones con un origen étnico
comin como las poblaciones hispanoamericano
comparten variaciones (mutaciones) en genes
comunes causales de DM2.

Los marcadores moleculares como los microsatélites
han permitido descubrir el componente genético
gue subyace en las enfermedades cronicas de alta
prevalencia como DM2 (9).

Estos marcadores tienen una alta tasa de mutacién
y un mayor nimero de alelos por locus a diferencia
de otros marcadores como los polimérfismos de
nucleotido simple (SNPs) (10).

Ademas los pocos antecedentes que existen de esta
region cromosomica (4p15.1) han sido realizados
en microsatélites, postulandose genes de
susceptibilidad asociada a obesidad en poblacién
mexicana (11,12), observando al microsatélite
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Figura 1. Ideograma mostrando la region 4p15.1 del cromosoma 4 y
los marcadores D45230,D452912 y D4S3001.

D452912 con desequilibrio de ligamiento de
4.5,considerado un valor alto para enfermedades
genéticas complejas (4,11) Fig. 1.

En un estudio familiar (trios caso-progenitores),
el microsatélite D4S230 (4p15.1) presentaba
trasmision diferencial de alelos de padres a hijos,
encontrandose que los estudios familiares reducian
la probabilidad de falsos positivos a diferencia
de los problemas de estratificacion poblacional
observados en los estudios caso-control (13).

Considerando estos antecedentes, se propuso
evaluar la posible asociacion entre los microsatélites
D4S230, D4S2912 y D4S3001 (4p15.1) y diabetes
tipo 2 en la poblacion peruana.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién en estudio

Se analizaron dentro de la poblacion urbana de
Lima, mayoritariamente de origen mestizo a 99
pacientes diagnosticados con DM2 y como controles
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Tabla 1. Comparacion entre pacientes y controles segin edad, glucosa y valores antropométricos

EDAD GLUCOSA PESO TALLA IMC CIRC.ABD.
(MM=+DS) (MM+DS) (MM+DS)  (MM#DS)  (MM#DS) (MM+DS)
CONTROLES 39.53+ 91.89+ 60.26+ 159.5+ 23.66+ 84.7+
(n=129) 8.13 5.82 5.82 6 1.33 6.67
PACIENTES 50.44+ 174.05+ 72.88+ 1.56+ 30.28+ 101.66+
(n=99) 14.31 51.49 12.9 0.08 4.45 10.14

n : numero de pacientes; CIRC: ABD.: circunferencia abdominal; (MM+DS); promedio + desviacion standard

120 individuos sanos para D452912, 129 para D45230
y 133 para D453001 que no presentan DM2, sobrepeso
u obesidad, (Tabla 1),provenientes de los Servicios
de Endocrinologia del Hospital Edgardo Rebagliati
Martins y Hospital Nacional Arzobispo Loayza (Lima-
Perq).

Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN a partir de 3 ml de
sangre obtenida de cada paciente utilizando kit
de extraccion de ADN de Invitrogen. Los pacientes
firmaron el consentimiento informado aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad de San Martin de Porres.

Analisis molecular

A partir del ADN extraido, se amplificaron los
fragmentos correspondientes a los 3 microsatélites
de la regidon 4p15.1 utilizando los partidores
(primers) D4S2912, D4S230 y D4S3001 con el
siguiente protocolo: se realiz6 la mezcla para PCR
en un volumen de 10ul conteniendo buffer de PCR
1x, 0.4pl de dNTP, 1.75mmol de MgCl2 (D452912),
1.5mmol de MgCl2 (D4S3001) y 1.25 mmol de MgCl2
(D4S230), 0.4l de cada primer, 0.25U de Amplitaq
Gold (Applied biosystem) y 1ul de ADN genémico. Las
condiciones del protocolo de PCR fueron 94°C por
10min., 94°C por 30 seg., 55°C por 30 seg., 72°C por
30 seg. Por 40 ciclos y 72°C por 10 min. Los productos
de PCR se analizaron en el secuenciador automatico
ABIPRISM-310 del Laboratorio de Biotecnologia y
Biomédicina del Instituto Nacional de Salud.
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Analisis estadistico:

Las frecuencias alélicas y genotipicas para cada
microsatélite fueron estimadas por el programa
STATA 8.0 (Statacorp, 2003), evaluandose el
equilibrio de Hardy Weinberg (H-W) (16), este
analisis permite determinar homogeneidad genética
de las poblaciones en estudio y es necesario para
continuar los estudios de asociacion, los resultados
fueron validados con un Chi cuadrado de Pearson y
de razon de verosimilitud, respectivamente.

Al no observarse, equilibrio de H-W, fue necesario
realizar dos pruebas de asociacién; permutacion de
Montecarlo y regresion logistica condicional, para
validar los resultadosobtenidos en este estudio.

RESULTADOS

La poblacién en estudio estuvo conformada por
99 pacientes DM2 y 120 controles individuos sanos
para D452912, 129 para D45230y 133 para D453001.

El primer microsatélite en estudio, D452912,
presentd 9 alelos en el grupo de diabéticos y
8 alelos en el grupo control de la poblacion
peruana  (238pb), observandose diferencias
estadisticamente significativas en el alelo 230pb(p<
0.05) al comparar casos vs controles (Tabla 2).No
se registré equilibrio de H-W en D452912 tanto en
casos como en controles.

El segundo microsatélite en estudio, D45230,
registr6 la presencia de 12 alelos para ambos
grupos de estudio, observandose diferencias
estadisticamente significativas en los alelos 211pb y
195pb al comparar casos versus controles (p< 0.05).
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Tabla 2. Frecuencia alélica de los microsatélites D452912, D45230 y D453001 en la poblacion Peruana

Frecuencia alélica de poblaciéon peruana caso - control (%)

D4S2912
Alelo Pb Casos Control Pb
(n=99) (n=120)

1 238 0.0051 0.0000 217
2 236 0.0657 0.0375 215
3 234 0.1414 0.1042 213
4 232 0.3636 0.2958 2112
5 230? 0.1869 0.2875 209
6 228 0.0707 0.0792 207
7 226 0.0657 0.0458 205
8 224 0.0253 0.0375 203
9 222 0.0758 0.1125 199
10 197
11 195%
12 191

n : numero de individuos
pb : pares de bases

*En equilibrio de hardy Weinberg
a : p<0.05 (significativo)

El alelo menos frecuente fue 195pb en diabéticos y
217pb en el grupo control (Tabla 2). No se registro
equilibrio de H-W en D45230tanto en casos como en
controles.

El tercer microsatélite en estudio,D453001,presentd
7 alelos en el grupo afectado y 8 alelos en el
grupo control (nuevo alelo 238pb). Al comparar
ambos grupos de estudio, se registré diferencia
estadisticamente significativa encontrando en los
alelos de 224pb, 222pb mayor frecuencia en los
controles y, el alelo 216pb se observo con mayor
frecuencia en la poblacion afectada.El microsatélite
D4S3001 se encuentra homogéneamente distribuida
al encontrarse en equilibrio de Hardy Weinberg
(Pearson x2 = 0.1786) en el grupo control pero
no en el grupo afectado. La Tabla 3, presenta
el analisis de frecuencias genotipicas de los 3
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D4S230 D4S3001
Casos Control Pb Casos  Control*
(n=99) (n=129) (n=99)  (n=133)
0.0303 0.0078 228 0.0000 0.0263
0.0354 0.0310 226° 0.0051 0.0376
0.0101 0.0233 2242 0.0152 0.0639
0.0101 0.0543 2222 0.2121 0.3045
0.1364 0.1240 220 0.1263 0.1880
0.2222 0.1240 218 0.1970 0.1504
0.3384 0.3411 2162 0.2626 0.1128
0.1414 0.0969 214 0.1818 0.1165
0.0202 0.0116
0.0101 0.0271
0.0051 0.0504
0.0404 0.0853

microsatélites en estudio, observandose asociacion
estadisticamente significativa en los genotipos 54,
77 y 87 del microsatélite D453001 a DM2 (p<0.05)
en poblacion peruana, estos resultados tienen
importancia bioldgica porque previamente se han
observado asociaciones alélicas del marcador a
DM2.

Al observar que los microsatélites no estan en
equilibrio de H-W en la poblaciéon afectada y
que solo D4S3001 esta en equilibrio de H-W en
la poblacion control, se consider6 adecuado
realizar el analisis de asociacion con dos métodos
estadisticos diferentes:el modelo de regresién
logistica condicional y la prueba de permutacion de
Montecarlo,que permitieron validar los resultados
y confirmar la asociacion entre el microsatélite
D4S3001 y DM2 en la poblacién peruana (p=0.00001
y p=0.032) (Tabla 4).
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Tabla 3. Frecuencia genotipica de los microsatélites D452912, D45230 y D4S3001 en la poblacion Peruana

Genotipo

3/3
4/3
4/4
4/5
5/3
5/4
5/5
6/3
6/4
6/5
6/6
7/4
8/4
9/2
9/4

9/9
*p < 0.05

D4S2912 D4S230
Casos Control Genotipo Casos
(n=99) (n=120) (n=99)

6.1 5.0 6/5 6.2
8.1 25 6/6 3.1
21.2 15.8 6/7 0.8
3.0 1.7 7/5 39
2.0 4.2 7/6 6.2
7.1 10.0 717 14.0
9.1 16.7 8/5 0.8
2.0 0.8 8/6 1.6
5.1 33 8/7 10.9
2.0 5.0 9/7 0.8
1.0 25 11/6 23
3.0 0.8 12/6 0.8
1.0 1.7 12/7 3.1
1.0 25 121/2 3.1
2.0 33

4.0 7.5

Frecuencia genotipica de poblacion peruana caso - control (%)

n = nimero de individuos

Control Genotipo
(n=120)
2.0 4/4
8.1 5/3
2.0 5/4*
9.1 5/5
141 6/4
10.1 6/5
4.0 6/6
6.1 7/4
16.2 7/5
2.0 7/6
1.0 77
3.0 8/4
2.0 8/5
1.0 8/6
8/7*
8/8

D4S3001

Casos

(n=99)
9.8
1.5
6.8
5.3
9.8
45
3.8
6.8
6.0
2.3
1.5
5.3
23
3.8
1.5
3.0

Control
(n=120)
12.1
1.0
1.0
4.0
4.0
6.1
8.1
71
3.0
8.1

121
5.1
6.1
3.0
7.1
7.1

Tabla 4. Analisis de asociacion de los 3 microsatélites y DM2 utilizando 2 métodos estadisticos diferentes en poblacion peruana.

10

Microsatélites

Regresion Logistica

Condicional
P-value

Prueba de Permutacion

de Montecarlo*
p-value

D4S2912

D4S5230

D4S3001

0.22
0.057

0.0000°
p < 0.05 significativo

0.60

0.94

0.032°

Prueba de permutacion utilizando 10000 simulaciones.
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DISCUSION

El equilibrio de H-W es una pieza clave al estudiar
asociaciones entre mutaciones genéticas y
enfermedades. La prueba de H-W es un paso inicial
para determinar si la poblacién es genéticamente
homogénea, y esto a su vez, es necesario para
continuar con el estudio de asociacion entre casos
versuscontroles, validando el estudio de asociacion
(14,15).

En un estudio realizado en la poblacion de
Sami (Escandinavia), se observd que en la
region cromosomica 4p15.1, se encuentran los
microsatélites D45230 y D4S2912 que poseen
una alta tasa de mutaciones, un gran ndmero de
alelos por locus y desequilibrio de ligamiento > 3,
sustentandose que en 4p15.1 existiria una mayor
concentracién de genes comparado con otras
regiones del genoma humano (16). En tanto que,el
microsatélite D452912 presentaba un desequilibrio
de ligamiento de 4.5, valor considerado alto para
obesidad enpoblacién mexicana (11) y en otro
estudio familiar se observd asociacion en poblacion
inglesa (13), sugiriendo que entre los microsatélites
D4S230y D452912 estan localizados genes asociados
a la etiologia de la obesidad y DM2.

A diferencia de los antecedentes expuestos,
D452912 y D4S230 no se encuentran en equilibrio
de H-W tanto en diabéticos como en los controles
de la poblacién peruana, esto indicaria que la
poblacion en estudio no presenta una distribucion
genéticamente homogénea para dichos marcadores,
esto podria explicarse por la presencia de alelos
en comun en controles y diabéticos, obteniéndose
valores inferiores a lo previsto en el equilibrio de
H-W (16). Por ello, Blanco et al. (17) proponen
que las asociaciones genotipo-enfermedad con
marcadores en desequilibrio de H-W se consideren
como provisionales y deberan ser confirmados por
poblaciones independientes o estudios basados en
familias.

Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente
investigaciéon nos demuestran la asociacién del
microsatélite D4S3001 a DM2, utilizando para
ello dos pruebas estadisticas diferentes, como
son la prueba de permutacion de Montecarlo y el
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analisis mediante el modelo de regresion logistica
condicional, obteniéndose por ambos métodos
la asociacion de D4S3001 a DM2 y se sustentan
estos resultados con las asociaciones alélicas y
genotipicas de este microsatélite a DM2, siendo
esta la base biologica que respalda los resultados
estadisticos.

Segun otras investigaciones (14), una poblacién
en desequilibrio de H-W indicaria error de
genotipificacion (evento poco probable porque
se utiliz6 un método automatizado en el andlisis
molecular) o un riesgo competitivo de muerte
asociado al gen mutante (14). Estos investigadores
sugieren que en enfermedades de aparicion tardia
como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer,
el genotipo estaria fuertemente asociado a un
incremento en la mortalidad, debido a ello, algunos
genotipos serian menos frecuentes al morir los
portadores, esto ocasionaria que la poblacion esté
en desequilibrio de H-W(18). La DM2 al expresarse
en poblaciones adultas y ancianas, genéticamente
se comportaria de forma similar a la enfermedad
de Alzheimer, sugiriendo que el desequilibrio de
H-W en los microsatélites D452912 y D4S230 en la
poblacion peruana se deberia a la falta de algunos
genotipos por mayor mortalidad de los mismos.

Considerando los antecedentes que relacionan
D4S230 y D452912 a DM2 y obesidad, la informacion
encontrada en esa regién cromosémica con un
mayor numero de genes que en otras regiones
cromosémicas, los resultados obtenidos en la
presente investigacion de la asociacion de D453001
y DM2, y a la gran distancia observada entre los
microsatélites (>1 Mb), es posible sustentar que
se encontrarian potenciales genes candidatos
involucrados en la etiologia de DM2 en este segmento
del genoma.Esto se sustenta en antecedentes de
asociacion entre 4p15.1 y obesidad en poblacion
mexicana (11) y entre 4p15.1 y DM2 en otras
poblaciones (12,13), considerando para este efecto
que las enfermedades metabdlicas comparten vias
de transduccion de sehales comunes y por ende
genes comunes entre DM2 y obesidad.

Es importante senalar que estos resultados deberian
ser considerados como exploratorios debido a que
encontramos que dos microsatélites no estan en
equilibrio de H-W. Por lo anteriormente expuesto,
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se complementara esta investigacion, captando
familias nucleares (estudio caso-progenitores) con
antecedentes familiares de esta enfermedad.

En conclusion, este estudio muestra al microsatélite
D453001, localizado en la regién cromosomica
4p15.1 como un marcador asociado a DM2 en
la poblacién peruana y que se encuentra en una
region cromosdmica que contendria un gen(es) que
jugaria(n) un rol en la etiologia de diabetes tipo 2.
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