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El polimorfismo insercién/delecion del gen de la
enzima convertidora de angiotensina y su asociacién
con algunas complicaciones en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2

Angiotensin Converting Enzyme Insertion/Deletion
Polymorphism and its Association with
Complications in Patients with type 2 Diabetes Mellitus

Diego Moya-Zeleddn, Juan José Madrigal-Sanchez, Lizbeth Salazar-Sdnchez

Resumen

Justificacion: La diabetes mellitus es una enfermedad de gran repercusiéon en la poblaciéon
costarricense y predispone a los pacientes a tener diversas complicaciones. Se desconoce exactamente
el origen de estas complicaciones y se han sugerido polimorfismos que se asocian fuertemente con
la aparicién de algunas de éstas.

Objetivo: determinar si existe relaciéon entre las complicaciones de la diabetes y el polimorfismo
insercién/delecién de la enzima convertidora de angiotensina.

Métodos: Se trabajé con 225 individuos; 109 corresponden a casos y 116 a controles. A cada
participante se le extrajo una muestra de sangre y se realiz6 estudios de niveles de fibrinégeno y
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa el estudio de la mutacién insercién/delecién del
intrén 16 del gen de la enzima convertidora de angiotensina. Luego se comparé con la presencia de
diabetes o complicaciones de ésta.

Resultados: Se encontré un mayor nimero de controles con el polimorfismo insercién/deleciéon
sin que esto llegue a ser significativo; en el grupo de los casos ningin polimorfismo mostré un
comportamiento dominante. En cuanto al fibrinégeno, el polimorfismo delecién/delecién se
asocia con valores elevados de este. Mediante andlisis de regresién logfstica se determind que el
polimorfismo delecién/delecién es significativo en cuanto a la disposicién a desarrollar diabetes,
pero apenas logra explicar esta variable en un 3,58% por lo que hay variables de mayor peso.

Conclusion: En la poblacién estudiada no se encontré asociacién fuerte entre los polimorfismos
de la enzima convertidora de angiotensina y el padecimiento de diabetes mellitus tipo 2. Se puede
afirmar que en la poblacién estudiada no existe asociaciéon alguna entre ninguno de los polimorfismos
de la enzima convertidora de angiotensina y la aparicién de complicaciones diabéticas.

Descriptores: diabetes mellitus, enzima convertidora de angiotensina, polimorfismo, PCR.

Abstract

Background: Diabetes mellitus is a disease with serious repercussions on the Costa Rican population
and it predisposes patients to diverse complications. The exact origin of these complications is
not known; it has been suggested that certain polymorphisms are strongly associated with the
appearance of some of them.
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Aim: To determine if there is a relation between complications from diabetes and the insertion/
deletion polymorphism of the angiotensin converting enzyme.

Methods: This investigation included 225 subjects. 109 were cases and 116 control subjects. A
blood sample was taken from each participant and fibrinogen levels were measured; also, using
a polymerase chain reaction of the intron 16 of the angiotensin converting enzyme gene, the
insertion/deletion mutation of the angiotensin converting enzyme was studied. Then, the results
were compared to the presence of diabetes or its complications.

Results: A greater number of controls were found to have insertion/deletion polymorphism,
however this was not considered statistically significant. In the case group, none of the polymorphisms
showed a dominant behavior. D/D was associated with high levels of fibrinogen.

Conclusion: No strong association was found between the polymorphisms of the angiotensin
converting enzyme and suffering from Diabetes mellitus type 2 in the studied population. Using a
logistic regression analysis, it was determined that the polymorphism D/D is significant regarding
the predisposition to develop diabetes, but it explains only 3,58% of this variable, therefore there
are variables that have a greater significance. Yet, elevated levels of fibrinogen are related with the
polymorphism D/D. It can be established that in the studied population there is no relation between
the polymorphisms of the angiotensin converting enzyme and the emergence of complications from

diabetes.

Keywords: Diabetes mellitus, angiotensin converting enzyme, polymorphism, PCR

Fecha recibido: 29 de marzo de 2011

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de desérdenes
metabdlicos que comparten en comun el fenotipo de
hiperglicemia.! Hay distintos tipos de diabetes y corresponden
a una compleja interaccién de genes, el ambiente y estilos de
vida. Los factores que contribuyen a la hiperglicemia pueden
deberse a una secrecién disminuida o ausente de insulina,
utilizacién de la glucosa disminuida o produccién de glucosa
aumentada.?® La falta de regulacién del metabolismo de la
glucosa causa diversos cambios fisiopatoldgicos en mdultiples
6rganos; dentro de las complicaciones mds frecuentes se
encuentran la dislipidemia, la nefropatfa y las alteraciones
vasculares.*

Actualmente en el mundo entero se cuentan mds de 143
millones de personas con DM? convirtiendo este padecimiento
en uno de los principales problemas de salud mundial, ya
que implica grandes costos para cualquier pafs. En Costa Rica
se calcula que para el afio 1998 la prevalencia de DM auto-
reportada era de 4,8% en las personas de 20 afios y méds, para
el afio 20006 se estimé que el porcentaje de pacientes diabéticos
llegaba al 5,3% en la poblacién de 20 afios y mds,' poniéndose
de manifiesto la importancia que ha cobrado la enfermedad
con el pasar de los afios para las autoridades de salud en Costa
Rica.t

Segtin la encuesta CARMEN’ para la poblacién diabética
el porcentaje por sexos indica que la prevalencia es mayor en
mujeres (3,4%) que en hombres (2,2%), la edad promedio de
muerte son los 65 afios, ademds, se sabe que la prevalencia de
DM es mds baja en las dreas rurales, tanto dentro como fuera
del Valle Central.? En el caso del 4rea urbana se presenté una
cifra de 10,2% tanto fuera como dentro del Valle Central.®

Fecha aceptado: 26 de enero de 2012

Enzima convertidora de angiotensina (ECA)

La ECA es una proteina que se tiene evidencia que puede
tener efectos pleiotrépicos y un rol en diversos padecimientos
y no sélo en la hipertensién arterial.” La ECA es una enzima
reguladora del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA);
gracias a la activacién de la ECA se da la conversién de la
angiotensina I en angiotensina II, que es un vasoconstrictor.
A la ECA también se le conoce la funcién de inactivar la
bradiquinina y la kalicrefna, moléculas vasodilatadoras (figura
1). Por estos efectos la ECA es una enzima que aumenta la
presion arterial.!°

El gen de la ECA estd localizado en el cromosoma 17 g23y
contiene un polimorfismo que puede ser una insercién (I) o una
delecién (D) de 287 pares de bases en el intrén 16. El genotipo
D/D ha sido asociado a mayores niveles de ECA y una actividad
4 veces mayor que los genotipo 1/I,'! ademds de mayores
niveles de presién arterial, obesidad y riesgo cardiovascular.'®
Otros estudios sugieren que el polimorfismo /D es un factor
agresor para desarrollar dafio renal en diabetes tipo 1.2

Materiales y métodos

Se trabaj6é con una poblacién de 225 individuos, de los
cuales 109 corresponden a casos y 116 a controles, el grupo de
casos corresponde a aquellos pacientes diabéticos que fueron
atendidos en las zonas cubiertas por los Equipos Bésicos de
Atencién Integral en Salud (EBAIS) dentro del programa de
atencion integral en salud del convenio Caja Costarricense del
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Figura 1. Resumen de la fisiologia y acciones de la ECA en el sistema renina-angiotensina-aldosterona, adaptado de la referencia 23.

Seguro Social-Universidad de Costa Rica, durante el perfodo
de marzo 2007 hasta julio 2008. El grupo controles fueron
personas no diabéticas que desearan participar voluntariamente
en el estudio.

Cada individuo debi6 firmar el debido consentimiento
informado (proyecto ntmero 807-A5-311, aprobado segun el
documento VI-8163-2008) para poder ser incluido dentro de
la investigacién segtin lo estipula la Comisién de Bioética de la
Vicerrectorfa de Investigacién de la Universidad de Costa Rica.

Por motivos de casualidad en cuanto a los pacientes que
integran el estudio, tanto en el grupo casos como los controles
existié una marcada mayorfa de mujeres; para los controles 86
(74%) de los individuos son mujeres, mientras que 73 (67%) de
los individuos de los casos son mujeres.

Estudios realizados

¢ Obtencidn y estabilidad de las muestras: Al paciente se le
extrajo dos tubos de sangre por venopuncién, uno con EDTA
como anticoagulante y otro con citrato. Esta se conservé en
refrigeracién desde que fue extrafda y se procedié a separar
el plasma de las células sanguineas lo mds pronto posible
luego de tomada la muestra.

e Andlisis genético-molecular: para el aislamiento de
ADN se utiliz6 el método estdndar de precipitacién con
NaCl descrito por Miller et al.'® El estudio de la mutacién
[/D del gen ECA en los pacientes se desarrollé mediante la
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reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del intrén 16
del gen de la de la ECA, segln el protocolo descrito por
Rigat,' obteniendo un fragmento de 190 pares de bases
(pb) en ausencia de la insercién (alelo D) y un fragmento
de 490 pb en presencia de la insercién (alelo I). Las bandas
obtenidas se analizaron en geles de poliacrilamida, por
medio de electroforesis (figura 2).

¢ Anadlisis de coagulacién: El plasma se congel6 a -70°C
para ser analizado antes de un plazo méximo de dos meses,
éste se proceso para obtener los valores de fibrindgeno (Fgo)
plasméticos segtn el método descrito por Clauss en 1957.15

¢ Analisis de los datos: la informacién obtenida gracias a la
entrevista y las pruebas de laboratorio se digitaliz6é y luego
se procedi6 a realizar el andlisis de los datos con la ayuda de
la herramienta computacional Epi-Info6d; también se utilizé
un modelo logfstico binomial, por medio de la herramienta
computacional SPSS para Windows versién 13.0 (SPSS Inc,
Chicago, USA). Por ultimo se determiné las frecuencias
alélicas cumplian con el equilibrio propuesto por la ley de
Hardy-Weinberg usando la prueba de x2.

Resultados

Se compar¢ la cantidad de individuos del estudio que
sufrieron eventos cerebrovasculares, dislipidemia, nefropatia
y cardiopatfa isquémica en ambos grupos sin obtenerse una
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Figura 2. Forma en que se observa el polimorfismo del intron 16 de la enzima convertidora de angiotensina luego de la PCR.%

diferencia significativa entre el nimero de casos y el ntimero
de controles que padecieron dichas patologfa. En el caso de la
hipertensién arterial (HTA) si hay una diferencia significativa, lo
cual es esperable. (Cuadro 1)

En cuanto al polimorfismo I/D del gen ECA, existe un mayor
ntmero de controles con el polimorfismo 1/D sin que esto llegue
a ser significativo. En el grupo de los casos ningun polimorfismo
mostré un comportamiento dominante, siendo practicamente el
mismo numero de individuos para cada polimorfismo.

Se buscé la relaciéon entre el padecer o no eventos
cerebrovasculares y el polimorfismo de la ECA de cada individuo
estudiado, no existe diferencia significativa entre ninguno de los
3 polimorfismos para esta patologfa. Un comportamiento similar
se observd a la hora de buscar una relacién entre el polimorfismo
de la ECA y la presencia de cardiopatfa isquémica, dislipidemia,
HTA vy nefropatia.

También se buscd si existié o no asociacion alguna entre
el polimorfismo de la ECA y el padecer o0 no DM, obteniéndose
una p de 0,334, lo cual nos indica que no hay una diferencia
significativa para ninguno de los polimorfismos estudiados.

Al realizar un ¥? comparando la variable Fgo con el
polimorfismo DD, se obtuvo una p=0,026 lo cual nos indica
que el polimorfismo D/D esté asociado con valores alterados de
Fgo, lo cual hace esperable el hecho de que el polimorfismo D/D
se asocie aparentemente con algunas de las complicaciones de
la diabetes (cuadro 2), al ser una variable confusa.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo en los controles
cumplen con el equilibrio Hardy-Weinberg. El polimorfismo

[/D no cumple con el equilibrio Hardy-Weinberg (x?=10,36;
gl 2; p=0.005).

Por dltimo se encontré que entre los 116 individuos que
componen el grupo controles, el 68% presentan niveles de
Fgo plasmadtico normales mientras que 29% del mismo grupo
tenfan niveles alterados de Fgo plasmatico. En el caso del grupo
casos se hallé que de 109 individuos el 72% presenté niveles
alterados de Fgo plasmadtico, mientras que un 22% tenfa niveles
normales de Fgo plasmadtico.

Discusion

En cuanto al polimorfismo de la ECA y su asociacién con
enfermedad cerebrovascular, esta investigacion no muestra
asociacién del uno con el otro y los datos sehalan que los
danos endoteliales y el estado protrombdtico que existen en la
diabetes se deben a otros factores que no son este gen. Similares
resultados se pueden encontrar en la literatura, ddndole mucho
mayor peso a este hallazgo .!¢

La literatura indica que en la secuencia del alelo I en el
polimorfismo 1/D, es similar a la de un “silenciador”; esto
podria explicar la asociacién del alelo D con niveles elevados
de ECA en plasma, produciendo hipertensién (HTA);'”1° en la
poblacién estudiada se mostré este comportamiento levemente
sin llegar a ser estadisticamente significativo.

La presencia o ausencia de HTA no mostré diferencia
estadistica al compararlo contra los 3 polimorfismos estudiados;
sin embargo, mediante el modelo de regresién logfstica aplicado,
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Cuadro 1. Numero de individuos de la poblacién estudiada que presentaron eventos cerebrovasculares (EVC), cardiopatia
isquémica, HTA, nefropatia y/o dislipidemia. Nuimeros absolutos y en porcentaje

Complicacion Casos Controles Total
Presente 6 (6,5%) 0 6 (13,5%)
Ausente 103 (93,5) 116 (100%) 219 (86,5)
Fv Total 109 116 225
(p>0,05)
Presente 19 (20,5%) 3 (3,4%) 22 (10%)
Ausente 89 (79,5%) 110 (96,6%) 199 (90%)
Cardiopatia Total 108 13 221
(p>0,05)
Presente 22 (20%) 17 (14,6%) 39 (17,3%)
Ausente 87 (80%) 99 (85,4%) 186 (82,7%)
Dislipidemia Total 109 116 225
(p>0,05)
Presente 75 (69%) 8 (7%) 83 (37%)
Ausente 34 (31%) 106 (93%) 140 (63%)
HTA Total 109 114 223
(p<0,05)
Presente 16 (14,8%) 0 16 (7%)
Ausente 92(85,2%) 116 (100%) 208 (93%)
Nefropatia Total 108 116 224
(p>0,05)

en cuanto al polimorfismo D/D hay relacién con la predisposicién
a desarrollar diabetes, pero esta variable apenas logra explicar en
un 3,58% de la variabilidad, por lo que el peso importante de la
etiologfa de la DM recae en otros factores. Una idea que surge
es que tal vez el polimorfismo D/D es una variable confusa a la
hora de estudiar el polimorfismo I/D de la ECA, esto significa
que posiblemente existe otra variable, que no se tomd en cuenta,
ademds del polimorfismo [/D que realmente influye sobre el
padecimiento o no de la DM y sus complicaciones; entonces el
efecto de padecer o no DM y sus complicaciones se asocia a este
factor no contemplado en el estudio. Este hallazgo también puede
deberse al tamano de la muestra que para fines de un estudio
genético como el presente, resulta pequefio. También, se podria
deber a que la poblacién estudiada no presenta una verdadera
relacién entre HTA y el polimorfismo de la ECA, lo cual se
evidencia en los resultados obtenidos; Mondry y colaboradores

20 obtuvieron resultados similares al presente estudio con un
tamafio de muestra mayor, lo cual sustenta la idea de que no hay
relacién entre HTA y la ECA en la poblacién estudiada.

Tanto en la nefropatfa, la dislipidemia, como en la
cardiopatfa isquémica no se evidencié inclinacién alguna
hacia ninguno de los polimorfismos en cuestién. En Costa
Rica, especificamente en el Valle Central, se ha realizado
un estudio que revela los origenes genéticos de la poblacién
2Ly otro en el que se investiga patologias seglin el origen de
los genes y que muestran que entre mds herencia de origen
africano occidental que una persona posea mayor serd su riesgo
de infarto de miocardio e hipertensién arterial, mientras que
entre mds herencia indfgena, se aumenta el riesgo de sindrome
metabdlico.?? Sin embargo, no se encontré publicaciones
costarricenses del polimorfismo I/D de la ECA y su relacién
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Cuadro 2. Modelo de regresion logistica para evaluar la
contribucién del polimorfismo de la ECA en la aparicion
de la DM (r2=0,036)

B Sig. Exp(B)
1 0,061
DID 0,749 0,026 2,114
1/ID 0,566 0,097 1,761
Constant -0,396 0,070 0,673

con las complicaciones estudiadas en esta investigacién. Se
encuentran reportes pero de poblaciones asidticas, europea
y estadounidense!®!2 | poblaciones que poseen origenes muy
diferentes al de nuestro pafs.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo I/D de la ECA
del grupo de los casos no cumplen con el equilibrio propuesto
por Hardy-Weinberg. Esto se debe probablemente al tamafio
de muestra el cual no es adecuado para este tipo de andlisis
(n=225), aunado al hecho de que el andlisis idealmente aplica
para muestras en las que se incluyan distintas generaciones para
que de esta manera se pueda comparar el comportamiento de
la mutacién con el paso de las generaciones. Se sugiere para
futuras investigaciones aumentar la muestra para lograr alcanzar
resultados estadisticamente significativos.

Para una inferencia del polimorfismo del gen de la ECA sobre
la poblacién costarricense es necesario hacer un estudio més amplio
en el cual se haga un adecuado muestreo, esto es tomando en
Cuenta pardmetros epidemioldgicos; una vez tenido un adecuado
ntmero de muestra y adecuada seleccién del lugar donde provienen
cada individuo se deberfa proceder a establecer la variabilidad del
polimorfismo en la poblacién costarricense y después de esto se
podria hacer una inferencia a la poblacién costarricense sobre la
relacién del gen de la ECA en ciertas patologfas.

Ya es conocido que los niveles de Fgo en la poblacién
diabética generalmente estdn alterados,!” este punto fue
importante a la hora de analizar los datos y obtener una
aparente asociacién del polimorfismo D/D sobre algunas de las
complicaciones estudiadas. Al analizar este detalle a fondo se
llegé a la conclusién que los individuos con el polimorfismo
D/D presentan una asociacién con valores de Fgo alterados
por esta razén el peso en la asociacién de las complicaciones
seflaladas lo tiene el Fgo, al restar el efecto de la variable Fgo
el efecto real del polimorfismo no ofrecfa un valor significativo.

Conflictos de interés: ninguno de los autores reporta
conflictos de interés al realizar esta investigacion.
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