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Resumen
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Introduccion: previamente se ha demostrado que los pacientes diabéticos poseen una incidencia
aumentada de patologias micro y macrovasculares. En la exploracion de posibles determinantes
aparece como candidato atractivo el gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) el cual
presenta de acuerdo al polimorfismo InDel existente, un aumento de la concentracion enzimdtica en

sangre asociado a enfermedades vasculares.

Objetivo: se plantearon como objetivos establecer la prevalencia del polimorfismo del gen de la ECA,
en pacientes diabéticos y comparar las frecuencias con las halladas para la poblacion general de
manera de revelar si existe asociacion del locus con la diabetes mellitus.

Material y método: la poblacion estudiada consistio en 131 individuos con diagndstico certero de
diabetes segun criterios de la American Diabetes Association. Se hallaron las frecuencias génicas y
genotipicas del polimorfismo InDel del gen de la ECA mediante la técnica de reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR).

Resultados: no se encontraron diferencias significativas en la prevalencia del marcador estudiado
entre diabéticos y la poblacion general. Las frecuencias génicas halladas en diabéticos fueron 0,435
para alelo 1y 0,565 para alelo D versus 0,440 alelo I y 0,560 alelo D en la poblacion general.
Discusion: en suma, este marcador es un factor de riesgo que no esta asociado a la diabetes en si
misma, sino que la relacion entre este gen y las complicaciones vasculares serian las mismas para

diabéticos que para la poblacion general.
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Introduccion

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades meta-
bolicas caracterizadas por hiperglicemia resultante de de-
fectos tanto en la secrecion de insulina, accion de insuli-
na, o ambas". Este aumento de glucosa en sangre conlle-
va a complicaciones multiples a nivel de distintos siste-
mas del organismo.

La hiperglicemia cronica esta asociada con dafio, a
corto o largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos,
especialmente ojos, rifion, corazon y vasos sanguineos.
Por esta razén se han hecho multiples esfuerzos por en-
contrar marcadores genéticos que determinen genotipos
que conlleven un comportamiento diferencial de la enfer-
medad ya instalada asi como una predisposicion indivi-
dual y familiar a presentar los trastornos asociados. Una
de las complicaciones cronicas que afecta mayormente a
los diabéticos es la evolucion hacia enfermedades vascu-
lares y desarrollo de cardiopatias. Los pacientes diabéti-
cos muestran una incidencia aumentada de aterosclerosis
cardiovascular, vascular periférica y cerebrovascular®?.
Esto presenta su mayor incidencia en diabéticos con diag-
nostico de diabetes mellitus tipo 2. A su vez, entre 20%
y 60% de los pacientes diabéticos presentan hipertension
la cual es también el principal factor de riesgo para even-
tos cardiovasculares tales como infarto agudo de miocar-
dio (IAM), accidente vascular encefalico (AVE) asi como
para complicaciones microvasculares (retino y nefropa-
tia)®. Una extensa enumeracion de evidencias sefiala la
importancia de la susceptibilidad genéticaen la patogenia
de las complicaciones diabéticas cronicas®. En este cami-
no se estan estudiando a nivel mundial muchos genes
posiblemente relacionados con la diabetes y sus compli-
caciones, cligiendo candidatos atractivos seglin sus ro-
les metabolicos y la complicacion cronica en analisis. Uno
de los genes estudiados para diabetes en general, y para
eventos macrovasculares asociados en particular, es el
gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). El
locus genético de este gen ha sido propuesto como can-
didato para la susceptibilidad a desarrollar enfermedades
cardiovasculares en vista al rol fisiologico de la ECA y el
beneficio establecido de la terapia de los inhibidores de la
ECA®. Algunos estudios han mostrado que en pacientes
hipertensos con diabetes tipo 1, los inhibidores de la ECA
pueden reducir el nivel de albuminuria y el rango de pro-
gresion a la enfermedad renal en mayor grado que otros
agentes antihipertensivos.

Otros estudios han mostrado que son beneficiosos en
reducir la progresion a la microalbuminuria en pacientes
normotensos con diabetes tipo 1 y normo ¢ hipertensos
con diabetes tipo 2®. En la poblacion uruguaya un estu-
dio realizado en poblacion de alto riesgo cardiovascular
ha demostrado que el genotipo D/D (deleccion/deleccion),
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junto con otros genes, esta asociado con el aumento del
riesgo para patologias vasculares®”. Sin embargo, estu-
dios sobre este marcador y su relacion con la diabetes a
nivel mundial han resultado controversiales. Parte de es-
tos estudios sefialan que el genotipo D/D esta relaciona-
do con el riesgo de desarrollar aterosclerosis en pacientes
diabéticos!'?. A su vez, otros trabajos le adjudican el mis-
mo riesgo para este marcador en individuos no diabéti-
cos!'D, Existen estudios en los que se demostro relacion
del genotipo DD con valores clinicos que caracterizan al
sindrome metabdlico, por ejemplo hipertrigliceridemia?,
aumento de apolipoproteina B!®, desregulacion del con-
trol glicémico", y con la progresion hacia la nefropatia
diabética’. En contraste, otros trabajos encontraron re-
lacion entre el genotipo I/1 (insercién/insercion) y una me-
nor sensibilidad a la insulina®!”, Estos resultados no
esclarecen si el gen se encuentra asociado a la diabetes
mellitus en si misma, o la patologia simplemente actiia como
variable confusora. Por tanto, los objetivos de este traba-
jo fueron establecer la prevalencia del polimorfismo del
gen de la ECA en pacientes diabéticos y compararla con la
frecuencia hallada previamente en la poblacion general de
manera de revelar si existe asociacion del locus con la
diabetes mellitus.

Material y método

La seleccion de la poblacion estudiada fue realizada por el
equipo médico especialista de ambas instituciones de sa-
lud. Consistié en pacientes que asistieron a consulta en
los afios 2002 y 2003. Se seleccionaron 131 individuos que
cumplian con diagnostico certero de diabetes (tipo 1y
tipo 2) de acuerdo con los criterios de laAmerican Diabe-
tes Association®. Se excluyeron de la muestra los pacien-
tes que presentaran alglin proceso tumoral o tuviese otra
enfermedad autoinmune asociada. Todos los sujetos fue-
ron entrevistados por un mismo médico tratante, quien
lleno el protocolo respectivo. En base a los estudios esta-
disticos anteriores que determinaron que una muestra de
500 individuos es representativa de toda la poblacion de
Montevideo y teniendo en cuenta la prevalencia de 8%,
seria suficiente el analisis de unos pocos individuos. A
los efectos de obtener mejores resultados se analizo esta
cantidad de pacientes. Todos los pacientes participantes
dieron su consentimiento escrito (aprobado por el Minis-
terio de Salud Publica, Ref. 1081/96). El presente estudio
fue autorizado por los directivos de cada institucion de
salud participante asi como por el comité de ética del Ins-
tituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable.
Para determinar las caracteristicas de la muestra se rea-
1iz6 el analisis de Kolmogorov-Smirnov y se utilizaron tests
estadisticos no paramétricos para el resto de los analisis. Se
realizo, a su vez, el analisis de equilibrio de Hardy Weinberg.
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Una vez definida la muestra, a cada paciente se le rea-
lizé extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de san-
gre periférica. Para la genotipificacion del polimorfismo
InDel del gen de 1a ECA se realiz6 la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con primers ya descrip-
tos"® y corrida electroforética de los productos en gel de
agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio (5 mg/ul).
Esta técnica incluye doble amplificacion y juego de primers,
a los efectos de descartar falsos positivos D/D por com-
peticion en la reaccion.

Las comparaciones realizadas entre ambas muestras
en estudio (diabéticos y poblacion general) fueron reali-
zadas mediante el uso de tablas de contingencia de 2 x 2.

Para los analisis estadisticos se utilizaron los paque-
tes estadisticos SPSS 10.0 y Epilnfo 2000.

Resultados

Las caracteristicas de la muestra en base al test de
Kolmogorov-Smirnov mostraron que la poblacion estu-
diada no presentaba una distribucién normal.

Seglin los tests estadisticos no paramétricos aplicados
y a la tipificacion genética se observaron las siguientes
frecuencias génicas, 0,435 para el alelo [ y 0,565 para el alelo
D. Se establecid, a su vez, que la muestra se encontraba en
equilibrio de Hardy Weinberg para el locus en estudio.

Las frecuencias obtenidas se compararon con las deri-
vadas del trabajo de Zorrilla P!, para el mismo marcador
en una muestra representativa de la poblacion general de
Montevideo (figura 1, tabla 1).

Discusion

La diabetes mellitus en estas ultimas décadas ha cobrado
mucha relevancia llegando a ser considerada una enfer-
medad epidémica®”. Este aumento observado a nivel mun-
dial parece haber sido potenciado por las caracteristicas
de la sociedad occidental actual. La transicion demografi-
ca y epidemiologica de las poblaciones de los paises de
mayor desarrollo relativo han traido un cambio en las cos-
tumbres alimenticias y de actividad fisica, junto con modi-
ficaciones genéticas particulares y ambientales, que han
ido dando progresivamente mas relevancia a la expresion
de esta patologia®?. Esto implica que la diabetes es en
Uruguay una enfermedad que cada vez tiene mas peso
socioecondmico, tanto en recursos humanos como hos-
pitalarios para el Estado, asi como serios problemas a ni-
vel de la poblacion.

Tabla 1. Tabla de contingencia 2 x 2 para diabéticos
(n=131; 2n=262) y poblacion general
(n=108; 2n=216)

Con alelo D  Sin alelo D  Total 2n

Diabéticos 148 114 262
No diabéticos 121 95 216

OR = 1,02 (0,7-1,49), IC 95%, p valor >0,05

0,6+
0,51

0,3- 8
0,2- =

0,1+ a

Alelo |

Alelo D

0 Pobl. Gral. 0,44

0,56

g Diabéticos 0,435

0,565

Figura 1. Prevalencia del polimorfismo de la enzima convertidora de angiotensina en poblaciéon general y diabéticos
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Creemos, a su vez, que la caracterizacion de la pobla-
cion de diabéticos de Uruguay es sumamente importante,
principalmente debido a que nuestra poblacion, desde el
punto de vista genético, no parece comportarse de igual
modo que otras en cuanto a las frecuencias genotipicas y
alélicas de diferentes genes analizados®>29,

En el caso particular de este polimorfismo nuestros
resultados indican que no existen diferencias estadistica-
mente significativas entre la poblacion general y la pobla-
cion diabética. Este hecho pareceria apoyar la idea de que
la asociacion que presenta el gen de la ECA con el riesgo
a desarrollar complicaciones macrovasculares seria inde-
pendiente de la presencia de diabetes. Si bien ya se ha
comprobado que los pacientes diabéticos presentan una
mayor incidencia de complicaciones, en el caso de este
polimorfismo, el ser diabético no aumentaria el riesgo sino
que seria igual que para la poblacion general. Esto, a su
vez, podria ser una de las posibles explicaciones a los
resultados contradictorios que se encuentran en la biblio-
grafia con respecto a este marcador y la diabetes!'*!'”. En
dichos trabajos no se ha tenido en cuenta la prevalencia
de dicho polimorfismo en cada una de las poblaciones
analizadas, lo que podria traer aparejado el fendmeno de
tomar a la diabetes como variable confusora. La asocia-
cion pareceria no ser con la diabetes en si misma, sino que
los distintos genotipos para este gen darian una suscep-
tibilidad diferencial a alguna de las complicaciones croni-
cas, apoyado esto por el papel funcional de la enzima ECA,
lo cual hace plausible biologicamente que este marcador
afecte a nivel de complicaciones micro y macrovasculares,
potenciando asi los efectos de la hiperglicemia sostenida.

En suma: no se encontraron diferencias significativas
en la prevalencia del marcador molecular estudiado entre
la poblacion de diabéticos y la poblacion general. Por tan-
to, estudios posteriores deben estar dirigidos a la bus-
queda especifica de asociaciones de este gen con patolo-
gias cronicas que lo involucren, tanto a nivel de su parti-
cipacion en rutas metabdlicas como en aquellos casos
donde, en la fisiopatologia, se vea implicado su producto
génico.
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Summary

Introduction: we have previously demonstrated that dia-
betic patients have an increased incidence of micro and
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macrovascular pathologies. Upon exploration of possible
determining factors, the ACE gene appears as an attrac-
tive factor, since it presents, according to the existing InDel
polymorphism, an increase of the enzyme concentration
in blood associated to vascular diseases.

Objective: to establish the prevalence of polymorphism
of the ACE gene in diabetic patients, and to compare the
frequencies with those found in the general population, in
order to find out whether there is a relationship between
locus and diabetes mellitus.

Method.: the population studied consisted of 131 in-
dividuals with a certain diagnosis of diabetes, according
to criteria of the American Diabetes Population. We deter-
mined InDel polymorhism’s genic and genotypic frequen-
cies in the ACE gene through the polymerase chain reac-
tion (PCR).

Results: we failed to find meaningful differences in the
prevalence of the marker studied between diabetic patients
and the general population.

Discussion: to sum up, the present marker is a risk
factor that is not associated to diabetes itself; hence the
relationship between this gene and vascular complications
would be the same in diabetic patients and the general
population.

Résumé

Introduction: on a déja montré que les patients diabétiques
ont une incidence augmentée de pathologies micro et macro
vasculaires. Le géne de ’ECA semble étre le candidat
préféré parmi les possibles responsables. Celui-ci présente,
selon le polymorphisme In Del existant, une augmentation
de la concentration enzymatique sanguine associée a des
maladies vasculaires.

Objectifs: on s’est donc fixé comme but d’établir la
prévalence du polymorphisme du géne de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ECA) chez les diabétiques
et en comparer les fréquences avec celles de la population
générale, afin d’établir s’il existe une relation entre le lo-
cus et le diabete mellites.

Matériel et méthode: on a étudié¢ 131 individus
diabétiques selon les critéres de I’ American Association.
On a trouvé les fréquences génotypiques et génétiques
du polymorphisme InDel du géne de ’ECA, au moyen de
la technique de réaction a la chaine de la polymérase (PCR).

Résultats: il n’y a pas eu de différences significatives
a la prévalence du marqueur étudié entre les diabétiques
et la population générale. Les fréquences génétiques
trouvées chez des diabétiques furent de 0,435 pour alléle |
et de 0,565 pour alléle D versus 0,440 allele I et 0,560 alléle
D dans la population générale.

Discussion: bref, ce marqueur est un facteur de risque
pas associ¢ au diabéte proprement dit, mais la relation de
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ce gene et les troubles vasculaires serait la méme pour les
diabétiques que pour la population générale.

Resumo

Introdugdo: estd demonstrado que os pacientes diabéti-
cos apresentam uma maior incidéncia de patologias micro
y macrovasculares. Na pesquisa de possiveis determinan-
tes aparece como candidato possivel o gen da ECA que
apresenta, de acordo ao polimorfismo Indio existente, um
aumento da concentragdo enzimatica no sangue associado
a patologias vasculares.

Objetivo: estabelecer a prevaléncia do polimorfismo
do gen da enzima convertidora de angiotensina (ECA), em
pacientes diabéticos e comparar as freqiiéncias encontra-
das com as determinadas para a popula¢ao em geral para
verificar a existéncia de uma associac¢do do l6cus com a
diabetes mellitus.

Material e método: a populagdo estudada estava
composta por 131 individuos com diagnoéstico confirma-
do de diabetes de acordo com os critérios da American
Diabetes Association. As freqiiéncias génicas e
genotipicas do polimorfismo InDel do gen da ECA foram
determinadas pela técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Resultados: nao se encontraram diferencas significa-
tivas na prevalén-cia do marcador estudado entre diabéti-
cos ¢ a populacdo em geral. As freqiiéncias génicas en-
contradas em diabéticos foram 0,435 para alelo I ¢ 0,565
paraalelo D e, 0,440 alelo I ¢ 0,560 alelo D na populagéo em
geral.

Discussdo: este marcador ¢ um fator de risco que ndo
esta associado a diabetes, porém a relagdo entre este gen
¢ as complicagdes vasculares seria a mesma para diabéti-
cos que para a populacdo em geral.
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