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Resumen

La diabetes es un padecimiento de tipo crénico que afecta mas del 5,3% de la poblacidn
de mas de 20 afios en Costa Rica, esta prevalencia aumento con el tiempo lo cual
implica elevados costos econdmicos para el estado. Hoy dia se asocia la diabetes con la
interaccion de miltiples genes, lo cual hace suponer que en esta poblacién el consejo
genético podria cobrar importancia, conforme se vayan aclarando cuales interacciones
de cuales genes interfieren con su prondstico, ya sea negativo o positivo.

La ECA es una enzima reguladora del SRAA, la cual tiene efectos vasodilatadores; no
obstante se estd empezando a observar que no solo tiene efectos vasodilatadores sino
también interviene en procesos como la dislipidemia, nefropatia e incluso cardiopatia
isquémica.

En el presente estudio se busco una asociacion entre el polimorfismo /D del gen ECA y
algunas complicaciones (HTA, dislipidemia, nefropatia, cardiopatia isquémica) de la
DM, también se analizaron los niveles de fibrindgeno de todos los individuos
comprendidos por el estudio.

El estudio fue un estudio de casos y controles (109 y 116 respectivamente), en el cual se
entrevisto a cada individuo para obtener informacion del mismo. Ademas se realizé un
PCR para saber el polimorfismo I'D del gen ECA de cada individuo, junto con la
determinacién del fibrindgeno de cada participante del proyecto. La informacion
obtenida fue procesada utilizando algunas herramientas estadisticas como lo son
epinfo6d, asi como el programa SPSS; también se averiguo si cada grupo cumplia o no
con el equilibrio Hardy-Weinberg.

No se encontrd asociacion directa entre el polimorfismo estudiado y las complicaciones
analizadas, salvo para la HTA. Tampoco se hallaron diferencias entre el
comportamiento de la poblacién diabética contra la poblacion no diabética, esto para el
polimorfismo en cuestién. El fibrindgeno se comporté como una variable confusa.

Se sugiere que la poblacidn costarricense se comporta distinto al comportamiento
descrito por la literatura. Para poder inferir resultados para la poblacion costarricense
hacen falta estudios mas profundos sobre el comportamiento de esta poblacion respecto
al polimorfismo I/D, ademas de adecuar el tamafio de la muestra.



Justificacion

Costa Rica es un pais en el cual los padecimientos de tipo infeccioso han ido
decreciendo en su prevalencia, el lugar que ocupaban estos, ahora se esta empezando
a llenar con padecimientos de tipo més cronico. Un claro ejemplo de lo anterior es la
DM, que se esta convirtiendo en una epidemia mundial de tipo crénico y nuestro pais
no es la excepcidn a esto: se ha convertido en una enfermedad de alta incidencia y
prevalencia (Ayala et al., 2006). A pesar de lo anteriormente descrito, en Costa Rica
aun enfrentamos muchos vacios de conocimiento con respecto a los factores de riesgo
y su distribucion epidemioldgica, asi como la efectividad de las intervenciones que
permitirian controlar estos problemas de salud, por lo cual la investigacion sobre la
realidad nacional en este rubro se hace indispensable. Los estudios disponibles en el
ambito nacional que caracterizan a la poblacidon con DM, y sus asociaciones genéticas,
son escasos y en su gran mayoria han sido desarrollados en localidades especificas
(Ayala et al., 2006). Los grupos de riesgo de padecer las patologias de tipo crénico han
ido cambiando a través del tiempo, por lo que es indispensable implementar sistemas
de vigilancia que faciliten la investigacién, el analisis y monitoreo que permitan

identificarlos. (OPS, 2003)

Los marcadores de salud costarricense arrojan datos propios de un pais
desarrollado gracias, principalmente, a las mejoras que se han implementado en el
sistema de salud tales como elevada cobertura de servicios y la asignacion de una
proporcion del PIB en salud que ronda el 6% (CONARE, 2007) Estos esfuerzos han dado
sus frutos en cuanto a la esperanza de vida de los costarricenses, la cual ha aumentado
con el paso del tiempo: en la pirdmide de poblacion se observa que la estructura de
Costa Rica ha cambiado dramaticamente en los Ultimos afios, se redujo la cantidad de
las personas mds jovenes (0-14 afios) y se incrementd la proporcion de personas con
65 afios o mas, esto es un parametro importante para el estudio dado que el
envejecimiento de la poblacién esta asociado con el incremento en el padecimiento de

enfermedades de tipo crénico como lo es la DM (OPS, 2003).

Existe un componente genético en la DM, el dafio no estd en un solo gen: se han

descrito diferentes loci asociados al padecimiento de DM. Resulta de gran utilidad el
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encontrar o descartar polimorfismos con ciertos padecimientos propios de la DM, esto
para prevenir complicaciones o dar consejo genético a los pacientes para asf alivianar
la carga de esta enfermedad. Para el manejo de esta enfermedad seria, aun mejor,
poder contar con un “marcador de complicaciones” que permita tomar medidas
preventivas, el desarrollo de esquemas de tratamiento para evitar o retardar su
aparicién en el paciente diabético y, ademads, poder brindar mejoras en la calidad de

vida de este grupo de pacientes.

En el dmbito académico, universitario y social, esta investigacion sera de gran
beneficio al promover el estudio de las enfermedades crénicas y, de esta manera,
repercutir en la docencia e investigacién universitaria, permitir una proyeccion en el
sistema de salud y contribuir a la salud de las comunidades. Todo esto corresponde a
una manera de promover el bienestar de la sociedad costarricense y reafirmar el

compromiso de la Universidad con el pais.



Objetivos del proyecto

Objetivo principal

Analizar los polimorfismos I/D del gen ECA y su asociacién con las complicaciones

diabeticas en pacientes con DM-2 de los EBAIS de Montes de Oca y Tres Rios.

Objetivos secundarios

elnvestigar la frecuencia del polimorfismo del gen de la ECA en los

pacientes diabéticos estudiados.

eComparar la frecuencia del polimorfismo de la ECA en los pacientes

analizados con: HTA, nefropatia, dislipidemia y cardiopatia isquémica.

e Analizar las alteraciones en los valores de Fgo en los pacientes

diabéticos y explorar si existe alguna asociacion con el polimorfismo I/D del gen

ECA.




Antecedentes

Con los nuevos avances tecnoldgicos en el campo de la salud, las enfermedades a
las que los humanos se enfrentan ha cambiado con el tiempo: se ha pasado de un
periodo en el que el principal problema eran las enfermedades infecciosas, a uno en el
que se han logrado controlar la mayoria de éstas y las principales patologias son las de
tipo crénico como el céncer, la hipertension arterial y la DM (Ayala et al., 2006).
Inclusive, se han descubierto asociaciones tan fuertes entre distintos padecimientos
como lo es la resistencia a la insulina, la hipertension arterial, la obesidad vy la
dislipidemia que algunos piensan que estas entidades son en verdad distintas partes
de un unico problema llamado sindrome metabdlico (Rodriguez et al., 2008). Muchas
investigaciones actualmente se dirigen a buscar aln mas asociaciones entre estos
padecimientos de origen metabdlico, de esta manera tratando de armar el

rompecabezas de interacciones moleculares que actualmente la ciencia esta tratando
de solucionar.

Para el adecuado funcionamiento del organismo, todas las células del cuerpo
deben captar los nutrientes provenientes de la dieta que circulan por las vias
sanguineas. Esta labor se cumple satisfactoriamente gracias a un equilibrio muy bien
regulado entre nutrientes, hormonas transportadoras y receptores celulares para estas
hormonas. En caso de que se rompa este equilibrio, en cualquier punto, se podrian
desencadenar fendmenos patoldgicos en practicamente cualquier sistema fisiologico,

dado que las células se quedarian sin abastecimiento de los recursos necesarios para

una adecuada funcionalidad (Berne et al., 2001).

Una situacion en la que se rompe el equilibrio es en la diabetes, que se refiere a
un conjunto de trastornos que comparten la caracteristica principal de provocar
niveles elevados de glucosa en la sangre. La hiperglicemia es causa directa de diversas
complicaciones en el organismo (Olefsky, 2001). Dicha patologia se debe a una
cantidad de insulina disminuida o nula, o la incapacidad de los receptores de insulina

en las células para responder adecuadamente ante la presencia de ésta (Beckham et

al., 2006).
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La insulina es una hormona anabdlica producida en las céluias beta de ios islotes
de Langerhans del pancreas, que interviene en el aprovechamiento metabolico de los

nutrientes, principalmente, en el anabolismo de los carbohidratos (Berne et al., 2001).




Marco tedrico

Diabetes Mellitus

La Diabetes mellitus es un conjunto de desdrdenes metabdlicos que comparten
en comdn el fenotipo de hiperglicemia. Hay distintos tipos de diabetes y corresponden

a una compleja interaccion de genes, el ambiente y estilos de vida.

Los factores que contribuyen a la hiperglicemia pueden deberse a una secrecion
disminuida o ausente de insulina, utilizacidn de la glucosa disminuida o produccion de
glucosa aumentada.

La falta de regulacion del metabolismo de la glucosa causa diversos cambios
fisiopatoldgicos en multiples drganos. Estos se comentardn mas adelante (Kasper et al,

2006).

Tipos de Diabetes

Una de las clasificaciones de la diabetes mas utilizadas es la siguiente (Alberti et

al., 2004):
[. Diabetes tipo 1: en la cual hay una destruccion de células B, llevando a la

deficiencia absoluta de insulina.
A. Inmune.
B. Idiopatica.

Il. Diabetes tipo 2: que puede ser por resistencia a la insulina con deficiencia

relativa de insulina o a ser predominantemente por defecto en la secrecidon con

resistencia a la insulina.
I1l. Otros tipos especificos:
A. Defectos genéticos en la funcion de la célula beta:
1. Cromosocma 12 (MODY3).
2. Cromosoma 7, glucokinasa (MODY2).

3. Cromosoma 20 (MODY1).




4. Cromosoma 13, factor promotor de la insulina-1 (IPF-1; MODY4).
5. Cromosoma 17 (MODY5).

6. Cromosoma 2 (MODY6).

7. ADN mitocondrial.

8. Otros.

B. Defectos genéticos en la accién de la insulina:
1. Resistencia a la insulina de tipo A.
2. Leprechaunismo.

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall.
4. Diabetes lipoatrofica.
5. Otros.

C .Enfermedades del pancreas exocrino:

1. Pancreatitis.
2. Trauma/pancreatectomia.
3. Neoplasia.
4. Fibrosis quistica.
5. Hemocromatosis.
6. Calculos.
7. Otros.
D. Endocrinopatias:
1. Acromegalia.
2. Sindrome de Cushing.
3. Glucagonoma.
4, Feocromocitoma.

5. Hipertiroidismo.




6. Somatostatinoma.
7. Aldosteronoma.
8. Otros.
E. Inducido por quimicos o drogas:
1. Vacor.
2. Pentamidine.
3. Acido nicotinico.
4. Glucocorticoides.
5. Hormona tiroidea.
6. Diazdxido.
7. Agonistas [3- adrenérgicos.
8. Tiazidas.
9. Dilantin.
10. Interferén alfa.
11. Otros.
F. Infecciones:
1. Rubéola congénita.
2. Citomegalovirus.
3. Otros.
G. Formas poco comunes de diabetes autoinmune:
1. Sindrome del hombre rigido.
2. Anticuerpos contra el receptor de insulina.

3. Otros.

H. Otros sindromes genéticos asociados con diabetes.




IV. Diabetes mellitus gestacional

Existe, ademas, un estado llamado pre-diabetes, el cual es un cuadro donde se
contempla a las personas con intolerancia a los carbohidratos y glicemia alterada en
ayunas y al azar, pero que no llega a niveles tan altos de glucosa en sangre como para
ser diagnosticado como diabetes; no todas las personas con estos sintomas llegan a
padecer de DM, algunas pueden alcanzar una glicemia normal con solo un cambio en
su estilo de vida. Hoy dia se empieza a considerar como un estado diabético silente en
el cual el paciente no presenta todos los sintomas clasicos de la diabetes, pero se ha

asociado fuertemente con altos riesgo de padecimiento cardiovascular (ADA, 2004).

La DM-1 se da, principalmente, en personas jovenes de ahi que se le conozca
también como diabetes de comienzo juvenil. Se desarrolla por la destruccion total de
las células beta con una consecuente produccion nula de insulina, es por ello que
también se le conozca como diabetes insulino-dependiente. La causa exacta no se
conoce aunque se asocia con el estrés, infecciones, toxinas, desérdenes inmunoldgicos

y diversos genes. Es mucho menos frecuente que la DM-2: uno de cada 20 diabéticos

padece DM-1 (Guerrero, 2007).

La DM-2 se presenta con mas frecuencia en edades avanzadas y se asocia
sobretodo con obesidad, aunque también se relaciona con factores genéticos,
hormonales y ambientales. Se produce por la incapacidad de las células de interactuar
con la insulina y como resultado se produce una incapacidad de la glucosa de ingresar
a las células, aunado a esto, la deficiente secrecion de insulina por parte del pancreas.
Es comun que la aparicidon de este tipo de DM sea paulatina, por el normal deterioro

del pancreas con el paso del tiempo. El 90-95% de los diabéticos presentan DM 2

(Olefsky 2001).

Epidemiologia

Hoy dia en el mundo entero se cuentan mdas de 143 millones de personas con
DM (Rosello-Araya et al., 2004) convirtiendo este padecimiento en uno de los

principales problemas de salud mundial, ya que implica grandes costos econdmicos

PR (R S JRO VA P ORVU VR N TR SRS GRS TN S ORGSR [P G [ DR JPRIR S VRSV
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invalidez laboral y costos asociados a las complicaciones propias de ia DM. Las
hospitalizaciones por urgencias en diabéticos son 4 veces mas frecuentes comparado
con la poblacién en general, a pesar de que esta uUltima cifra podria ser drasticamente

disminuida con una educaciéon adecuada (Hart et al., 1998).

En Estados Unidos, entre un 6 y un 7 por ciento de la poblacion es diabética
(aproximadamente 16 millones de personas); la Diabetes para ese pais es la sexta
causa mas frecuente de muerte y en 1997 murieron 193 000 personas debido a esta
enfermedad, sin embargo, este valor estd subestimado porque la Diabetes contribuye
a las muertes por otras causas, como las enfermedades cardiovasculares (Olefsky,
2001). La Diabetes es una enfermedad gue resulta costosa econdmicamente en el
sistema de salud (en el 2002 en Estados Unidos se gastaron 132 mil millones de

doélares) y, ademas, la incidencia y prevalencia en el mundo estd en aumento (Jones et

al., 2006).

Situacién en Costa Rica

En Costa Rica, a pesar de no tener una encuesta directa se calcula que para el
afo 1998 la prevalencia de DM auto-reportada era de 4,8% en las personas de 20 aios
y mas, para el afio 2006 se estimd que el porcentaje de pacientes diabéticos llegaba al
5,3% en la poblacion de 20 afios y més (Ayala et al, 2006), poniéndose de manifiesto la
importancia que ha cobrado la enfermedad con el pasar de los afios para las
autoridades de salud en Costa Rica. Si se divide la poblacién por edades, la prevalencia

para los mayores de 40 afios es de un 9,4% vy para adultos mayores en un 23,4%
(Brenes, 2007).

Segun la encuesta CARMEN (OPS, 2009) para la poblacion 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, ademads, se sabe que la
prevalencia de DM es mds baja en las dreas rurales, tanto dentro como fuera del Valle
Central (Ministerio de Salud, 2002). En el caso del drea urbana se presento una cifra de
10,2% tanto fuera como dentro del Valle Central (Ministerio de Salud, 2003). A pesar

del incremento en el numero de diabéticos, no se cuenta con datos oficiales
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constantemente actualizados, ni estudios que profundicen sobre la realidad de esta

poblacion en Costa Rica.

Complicaciones

Dentro de las complicaciones mas frecuentes se encuentran la dislipidemia, la
nefropatia y las alteraciones vasculares dentro de las cuales caben la hipertensién y la
cardiopatia isquémica. Ademads, la diabetes es la mayor causa de amputaciones de
miembros y en el embarazo, una mujer diabética tiene cinco veces mas posibilidades

de que su hijo tenga alguna malformacién (Olefsky, 2001).

Nefropatia

La nefropatia esta presente entre el 3 y el 35% de los pacientes diabéticos
(Goday, 2002), la diabetes produce lesiones en los rifiones que son inconfundibles con
otra enfermedad. En Estados Unidos el 40% de las insuficiencias renales terminales se

deben a diabetes (Olefsky, 2001).

La nefropatia en DM es un sindrome caracterizado por: aumento de la presion
arterial, alteraciones en la funcion endotelial y por aumento en los lipidos junto con
albuminuria persistente en mas de 300 miligramos en 24 horas, disminucidn lenta y
constante de la tasa de filtracion glomerular y alteraciones de las pruebas de funcion

renal como NU y creatinina lo cual es muy indicativo de dafio renal. (Gross, 2005).

Macrovasculares vy de coagulacion

Las personas diabéticas tienen un riesgo de 2 a 4 veces mayor que la poblacion
general de desarrollar enfermedad arterial coronaria y tienen un riesgo de sufrir un
infarto agudo de miocardio tan elevado como aquella persona que ya ha tenido uno
(Beckham et al., 2002).

En la diabetes, la hiperglicemis, el exceso de acidos grasos libres y la resistencia a
la insulina interfieren con la funcidén normal de {a célula endotelial {figura 1), aumentan
la vasoconstriccion y la inflamacion, ademas, promueven la trombosis. Disminuye el

oxido nitrico mientras que aumentan la endotelina-1 y la angiotensina Il: esto conlleva
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a un aumento del tono vascuiar y a la proliferacion y migracién del musculo iiso.
Ademds, se activan los factores de transcripcion nucleares como por ejemplo el NF-«B
que induce la expresion de genes inflamatorios, con liberacién de quimioquinas que
atraen a leucocitos y, de esta manera, se producen citocinas inflamatorias y se
aumenta la expresion de moléculas de adhesidon celular. También, se aumenta la
produccion del factor tisular y del inhibidor del activador del plasmindgeno 1, creando
un entorno protrombotico, mientras que disminuye el Oxido nitrico y aumenta la
prostaciclina. Asimismo, se ha visto que la diabetes aumenta los factores de la
coagulacion, como el factor VIl y disminuye algunos agentes anticoagulantes, como la

antitrombina il y la proteina C (Beckham et al, 2002).

La cardiopatia diabética es una realidad demostrada por estudios
epidemiologicos, clinicos, necrésicos y experimentales; su repercusion clinica es la
insuficiencia cardiaca congestiva. A pesar de que el paciente no presente clinica
alguna, ya existen algunas alteraciones morfo-funcionales del miocardio. Es
importante resaltar que este tipo de padecimiento no depende del tiempo de
evolucion de la DM, por esta razén no es necesario enfocarse en poblacion de edades

avanzadas para encontrar dicha afeccion. (www.portalesmedicos.com, 2007)

Con frecuencia las personas que padecen DM también sufren de obesidad
ademas de trastornos en el metabolismo de los lipidos, los cuales son factores de
riesgo de la aterosclerosis. Algunos autores han relacionado el padecimiento de DM
con niveles elevados de Fgo, lo cual explicaria la gran cantidad de personas diabéticas
que en el transcurso de su vida sufren de enfermedad aterosclerética. El Fgo juega un
papel importante en el desarrollo de alteraciones que caracterizan la dislipidemia
diabética como lo son el HDL-colesterol disminuido y los triglicéridos aumentados
(Pérez et al, 2004). Se ha demostrado una asociacién directa entre los niveles
plasmaticos elevados de Fgo y el aumento de cardiopatia isquémica, por esa razon el
Fgo se puede tomar como un parametro ya conocido que se asocia directamente con

padecimientos cardiovasculares. (www.portalesmedicos.com, 2007)



Diabetes mellitus
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10xido nitrico 1 Oxido nitrico 1Oxido nitrico
TEndotelina 1 TAngiotensina II TFactor tisular
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T Activacién de la del plasminogeno 1
proteina activadora 1 | Prostaciclina
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'
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Figura 1: Resumen de las alteraciones vasculares y de la coagulacion en la DM (Traducido de

Beckham et al., 2002)

Asociaciones con otros padecimientos

La DM, especificamente la tipo 2, no es una entidad que se presenta sola en la

poblacion. Suele estar acompafiada de obesidad, hipertension arterial, v dislipidemia.
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También hay una fuerte asociacién con la microalbuminuria, alteraciones en la
fibrindlisis y la coagulacion. Los mecanismos moleculares que conectan estas entidades
y que expliquen el por qué de su relacidn todavia son desconocidos. Se ha propuesto
como mediadores al factor de necrosis tumoral alfa, la interleucina 6, el inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 1, la proteina c reactiva, las catecolaminas y la enzima

convertidora de angiotensina entre otros (Eisenman et al, 2009; Quirds et al., 2006;

Rodriguez et al., 2008)

Enzima convertidora de angiotensina

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) consiste en una cascada de
interacciones que culminan con la produccién de angiotensina Il (Angll), que es el
péptido responsable de los efectos de este eje fisioldgico. La ECA es una proteina que
se tiene evidencia que puede tener efectos pleiotropicos y tener un rol en diversos
padecimientos y no solo en la hipertensién arterial (Mauer et al, 2001). La enzima
convertidora de angiotensina es una enzima reguladora del SRAA. Gracias a la
activacion de la ECA se da la conversion de la angiotensina | en angiotensina I, que es
un vasoconstrictor. A la ECA también se le conoce la funcidén de inactivar la
bradiquinina y la kalicreina, moléculas vasodilatadoras. Por estos efectos la ECA es una

enzima que aumenta la presidn arterial. (Eisenman et al., 2009).

El gen de la ECA estad localizado en el cromosoma 17 ¢g23 y contiene un
polimorfismo que puede ser una insercién {I) o una delecidn (D) de 287 pares de bases
en el intrén 16. El genotipo DD ha sido asociado a mayores niveles de ECA y una
actividad 4 veces mayor que los | (Coto, 2001), ademas de mayores niveles de presion
arterial, obesidad y riesgo cardiovascular aumentado (Eisenman et al., 2009). Otros
estudios sugieren que el polimorfismo ID es un factor agresor para desarrollar dafio

renal en diabetes tipo | (Marre et al., 1997)
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Procedimientos y metodologia

La presente investigacion es de tipo transversal porque se analizaron individuos
que, en el momento del anélisis, presentaban diabetes y algunos de estos padecian

complicaciones derivadas de esta enfermedad.

Ademas, es de tipo analitico, porque se ha sugerido, pero no se ha confirmado,
que haya asociacion del polimorfismo 1/D de la ECA en pacientes diabéticos (Feng et al,

2002).

Pacientes

Los pacientes del estudio corresponden a aquellos pacientes diabéticos que sean
atendidos en las zonas cubiertas por los EBAIS dentro del programa PAIS del convenio
CCSS-UCR del area de Montes de Oca, Curridabat y Tres Rios (Tirrases, José Maria
Zeleddn, Cipreses-Guayabos, Granadilla, Curridabat Centro y Hacienda Vieja, de
Curridabat; San Ramodn, Barrio Los Angeles de Concepcidn, Concepcién Este, San
Diego, San Juan y Villas de Ayarco; y Mercedes, Vargas Araya, Barrio Pinto, Lourdes y
San Rafael, de Montes de Oca), durante el periodo de marzo 2007 hasta julio 2008. Es
importante destacar que debido a la imposibilidad de visitar todos los EBAIS de las
zonas en estudio el mismo dia, se selecciond al azar un EBAIS cada dia que se hizo fa

visita, ademas por imposibilidad de horario no se pudo obtener una misma cantidad de

pacientes de cada EBAIS.

Se aceptd todo paciente diagnosticado como diabético que deseara participar
voluntariamente en el proyecto y que expresara esto mediante la Formula de
Consentimiento Informado (ver anexos) elaborada para explicarles los propdsitos del
estudio, lo que se les realizaria y los riesgos y beneficios que involucraba su
participacién. Cada individuo debid firmar este documento (proyecto numero 807-A5-
311, aprobado segun el documento VI-8163-2008) para poder ser incluido dentro de la
investigacion segln lo estipula la Comisiéon de Bioética de la Vicerrectoria de

Investigacion de la Universidad de Costa Rica.



Estudios realizados

Obtencidn v estabilidad de las muestras

Al paciente se le extrajo una muestra de sangre por venopuncién, la cual se
colecto en un tubo con anticoagulante (citrato).
Con el fin de garantizar la estabilidad en la muestra, ésta se conservo en

refrigeracion desde que fue extraida y se procedio a separar el plasma de las células

sanguineas lo mas pronto posible luego de tomada la muestra, esto para prevenir la

hemoalisis de los eritrocitos.

Andlisis genético-molecular

Aislamiento de ADN: se obtuvo siguiendo el método estandar de precipitacion

con NaCl descrito por Miller et al (Miller et al, 1988).

El estudio de la mutacion I/D del gen ECA en los pacientes se desarrollé mediante
la PCR del intron 16 del gen de la de la ECA, segln el protocolo descrito por Rigat (Rigat
et al., 1992), obteniendo un fragmento de 190 pb en ausencia de la insercién (alelo D)
y un fragmento de 490 pb en presencia de la insercion (alelo I); los individuos
heterocigotos presentan ambas bandas (I/D). Para evitar falsos positivos del genotipo
DD, se realizé una segunda amplificacion segun lo descrito por Odawara et al
(Odawara, 1997), procurando la obtencién de una banda de 300pb para el genotipo
heterocigoto (I/D) y para el homocigoto del alelo delecion (D/D) una banda de 200pb

(ver figura 2). Las bandas obtenidas se analizaron en geles de poliacrilamida, por

medio de electroforesis.






Analisis de ios datos

La unidad de estudio son los casos, los cuales son los individuos que aceptaron
ser parte del estudio que accedieron a que se le extrajeran dos tubos de sangre,
ademads de haber completado la informacién solicitada por la entrevista, ademas de
haber leido y firmado el consentimiento informado. La poblacidn de estudio son tanto
los individuos incluidos en el grupo de los casos como los incluidos en el grupo
controles.

Como se menciona previamente, para obtener la informacién de las personas se
disefid un instrumento de recoleccién de datos o encuesta que contiene una serie de
preguntas estructuradas de manera tal que permita obtener datos relacionados con las
caracteristicas sociodemograficas, enfermedades o padecimientos de los individuos
incluidos en el estudio para llevar a cabo el estudio. Paralelamente se llevaron a cabo
las pruebas de laboratorio, con la informacién obtenida segun los resultados de las
pruebas efectuadas se termind de completar la baso de datos del estudio. La
informacion obtenida gracias a la entrevista y las pruebas de laboratorio se digitalizd y
de esta manera se llevd un registro de informacidn en una hoja de célculo electronico
(Excel) y luego se procedid a realizar el analisis de los datos con la ayuda de la
herramienta computacional Epi-info6d.

Ademas se utilizé un modelo logistico binomial, por medio de la herramienta
computacional SPSS para Windows version 13.0 (SPSS inc, Chicago, USA); con el fin de
determinar una relacidon entre el riesgo de tener diabetes segin algunos factores de

riesgo. (Agresti, 2002)

Por ultimo se determinaron las frecuencias alélicas del pelimorfismo segun la ley
de Hardy-Weinberg (HW), se determiné si cumplian con el equilibrio propuesto por la

ley de HW usando la prueba de y°.
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Resuitados

En total se trabajo con una poblacion de 225 individuos, de los cuales 109
corresponden a casos y 116 a controles. En ambos grupos existié una marcada mayoria
de mujeres; para los controles 86 (74%) de los individuos san mujeres, mientras que 73

(67%) de los individuos de los casos son mujeres.

Se compard la cantidad de individuos del estudio que sufrieron eventos
cerebrovasculares en ambos grupos sin obtenerse una diferencia significativa entre el
numero de casos y el numero de controles que padecieron dicha patologia (ver cuadro
1). Resultados similares se obtuvieron para el caso de la cardiopatia isquémica, en este
caso 4 individuos del estudio no suministraron esta informacién al llenar la entrevista
(ver cuadro 1), no obstante no hay diferencia significativa entre el numero personas
que padecian esta enfermedad en ambos grupos. En el caso de la dislipidemia los
resultados no varfan con los resultados anteriores, no hay diferencia en la cantidad de
individuos dentro del estudio que la presenten en ninguno de los dos grupos

analizados (ver cuadro 1).

lgualmente se compard la cantidad de individuos que presentaron HTA en cada
grupo de estudio, en este caso si existe una diferencia significativa. En el grupo de los
casos existe una gran cantidad de individuos que padecen de HTA lo cual es esperable,
hubo dos individuos que no suministraron esta informacién en la entrevista (ver
cuadro 1).

No existe diferencia significativa entre los casos y los controles en cuanto al

padecimiento de nefropatia, hubo un individuo que no suministré esta informacion en

la entrevista (ver cuadro 1).



Cuaaro 1: Nimero de individuos de la poblacion estudiada que presentaron eventos
cerebrovasculares (AVC), cardiopatia isquémica, HTA, nefropatia y/o dislipidemia

Complicacidn Casos Controles Total
Presente 6 0 6
Ausente 103 116 219
AVC
Total 109 116 225
(p>0,05)
Presente 19 3 22
Ausente 89 110 199
Cardiopatia
Total 108 113 221
(p>0,05)
Presente 22 17 39
Ausente 87 99 186
Dislipidemia
Total 109 116 225
(p>0,05)
Presente 75 8 83
Ausente 34 106 140
HTA
Total 109 114 223
(p<0,05)
Presente 16 0 16
Ausente 92 116 ZCE‘
Nefropatia
Total 108 116 224
(p>0,05)




En ia figura 3 se observa c6mo se comportaron 10s grupos de estudio en cuanio
al polimorfismo I/D del gen ECA, existe un mayor nimero de controles con el
pelimorfismo /D sin gue esto llegue a ser significativo. En el grupo de los casos ningiin
polimorfismo mostré un comportamiento dominante, siends practicamente el mismo

ndmero de individuos para cada polimorfismo.
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Figura 3: Polimorfismo de la ECA en casos vs controles

Se buscd ia reiacidén entre el padecer o no eventos cerebrovascuiares y
polimorfismo de la ECA de cada individuo estudiado, no existe diferencia significativa
entre ninguno de los 3 polimorfismos para esta patologia (ver cuadro 2). Un
comportamiento similar se ohservé a la hora de buscar una relacidn entre el
polimorfismo de la ECA y el padecimiento de: cardiopatia isquémica {ver cuadro 3),

dislipidemia {ver cuadro 4), HTA {ver cuadro 5} y nefropatia {ver cuadro 6j.
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Cuadro Z: Numero de individuos que presentan eventos cerebrovascuiares segin ei
polimorfismo de la ECA

AVC
ACE Si No Total
! 2 64 66
D 1 60 61
I/D 3 78 81
Total 6 202 208

(p=0,7647)

Cuadro 3: Nimero de individuos que presentan cardiopatia isquémica segtin el polimorfismo

de la ECA
Cardiopatia
ACE Si No Total
I 9 55 64
D 6 54 60
I/D 5 76 81
Total 20 185 205

(p=0,2818)



Cuadre 4: Ndmero de individuos que presentan disiipidemia segln ei poiimorfismo de ia

ECA
Dislipidemia

ACE Si Total
I 16 66
D 8 61
I/D 11 81
Total 35 208

(p=0,1493)

Cuadro 5: Numero de individuas que presentan

Hta
ACE Si Total
I 27 64
D 22 61
I/D 26 81
Total 75 206

(p=0,4547)

HTA segln el polimorfismo de Iz ECA
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Cuadro 6: NUimero de individuos que presentan patologia renal segtin el poiimorfismo de la

ECA
Nefropatia
ACE Si No Total
| 2 64 66
D 8 52 60
I/D 6 75 81
Total 16 191 207

(p=0,0955)

También se buscd si existe o no asociacion alguna entre el polimorfismo de Ia
ECA vy el padecer o no DM, obteniéndose una p de 0,3346, lo cual nos indica que no

hay una diferencia significativa para ninguno de los polimorfismos estudiados (ver

cuadro 7).

Cuadro 7: Numero de individuos que presentan DM seglin el polimorfismo de la ECA

DM
ACE Si No Total
I 34 31 65
D 35 26 61
I/D 36 44 80
Total 105 101 200

(p=0,3346)

Al realizar un x2 comparando la variable Fgo con el polimorfismo DD, se obtuvo
una p=0,026118936 lo cual nos indica que el polimorfismo DD esta asociado con

valores alterados de Fgo. Lo cual hace esperable el hecho de que el polimorfismo DD



se asocie aparentemente con algunas de las complicaciones de la diabetes {ver cuadro

8), al ser una variable confusa.

Cuadro 8: Modelo de regresion logistica para evaluar la contribucién del polimorfismo de la
ECA en la aparicion de la DM

B Sig. Exp(B)
I/1 0,060837852
D/D 0,748717032 0,026118936 2,11428571
I/D 0,565794694 0,096795452 1,76084656
Constant -0,395895657 0,07018065 0,67307692

(r’=0,03583077)

Las frecuencias alélicas del polimorfismo en los controles cumplen con el
equilibrio HW. El polimorfismo 1/D no cumple con el equilibrio HW (x2=10,3673; gl 2;
n=0.005).

Por ultimo se encontro que entre los 116 individuos que componen el grupo
controles, el 68% son individuos con niveles de Fgo plasmatico normales mientras que
29% del mismo grupo son individuos con niveles alterados de Fgo plasmatico. En el
caso del grupo casos se hallé que de 109 individuos el 72% presentd niveles alterados

de Fgo plasmatico, mientras que un 22% tenia niveles normales de Fgo plasmatico.



Discusion

Las personas que padecen DM ademds de poseer un metabolismo de la glucosa
alterado, frecuentemente sufren de otros padecimientos que parecen no tener
relacién con el desorden antes mencionado. Estos padecimientos al ser tan frecuentes
en la poblacién diabética son denominados complicaciones de la diabetes y para
interés del presente estudio tendriamos: HTA, cardiopatia isquémica, nefropatia, AVC

y la dislipidemia. (Bishop et al, 2007)

Podriamos indicar que el estilo de vida posee factores que afecta indirectamente
la aparicién de la DM, o complicaciones de la misma porque el tener un genotipo que
predispone a un individuo a padecer dicha enfermedad y se le suma a esto estilos de
vida que predisponen a padecer la misma, se estaria ampliando las posibilidades de

sufrir dicha afeccion.

debido a que la edad promedio los casos 25 32, en comparacion con la de los
controles que es 42, idealmente, en un estudic d= casos y controles las variables edad
y sexo, entre ambos grupos no deberiz diferir significativamente esto dado que se
busca comparar grupos en condicionss semejanies; pero en el caso de un estudio
genético la edad no es un determinante de peso ya que cada individuo posee un

determinado genotipo desde que nace y el mismo no varia con la edad.

El porqué de la fuerte asociacion entre el padecer DM vy cualquiera de las
complicaciones antes mencionadas no esta del todo claro y aun no hay una explicacion
convincente y que integre los mecanismos fisiopatologicos por los cuales se producen
estas alteraciones tan frecuentemente en esta poblacidon (Kasper et al, 2006).
Ultimamente se ha propuesto que todo obedezca a un mismo sindrome (Quirds et al,
2006), de ésta manera se debe ver a la DM como un signo mas y no como una
enfermedad  aislada; hoy dia se estan empezando a buscar respuestas en la
composicion genética de los individuos, para asi establecer relaciones entre
padecimientos de la poblacién y genotipos de la misma (Tusié, 2000). Es asi gue Sayed

y colaboradores (2006) proponen que los poiimorfismos del gen ECA se asocian

directamente con la presencia o ausencia de algunas de estas complicaciones.
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Determinar si las frecuencias alélicas cumplen con ia ley del equiiibrio de Hardy-
Weinberg es una pieza clave cuando se realizan estudios de asociacidon, entre
polimorfismos genéticos y la enfermedad, mas atn en estudios de casos y controles
(Llorca et al, 2005). Para este tipo de estudio se utiliza la poblacion propuesta por HW
como un referente de comparacion, entre las frecuencias alélicas obtenidas en el
estudio y las esperadas. Las frecuencias alélicas del polimorfismo 1/D de la ECA del
grupo de los casos no cumplen con el equilibrio propuesto por HW esto es esperado

porque se estd sometiendo a la poblacion a una fuente de cambio, como lo es la

mutacion.

Hay reportes donde se indica que los eventos cerebrovasculares son mucho mas
frecuentes en personas diabéticas que en individuos sanos. (Beckham et al.,, 2002) En
esta investigacion los Unicos que presentaron ECV fueron los diabéticos. En cuanto al
polimorfismo de la ECA y su asociacion con ECV, esta investigacion no muestra
asociacion del uno con el otro y los datos sefialan que los dafios endoteliales y el
estado protrombotico que existen en la diabetes se debe a otros factores que no son

este gen. Similares resultados se pueden encontrar en la literatura, dandole mucho

mavyor peso a este hallazgo (Catto et al, 19396)

La literatura indica que en la secuencia del alelo | en el polimorfismo /D, tiene
una secuencia similar a un “silenciador”, esto podria explicar la asociacion del alelo D
con niveles elevados de ECA en plasma, produciendo HTA (Carluccio et al2001; Ganong
2004; Niu et al 2002); en la poblacion estudiada se mostro este comportamiento
levemente. La presencia o ausencia de HTA no mostro diferencia estadistica al
compararlo contra los 3 polimorfismos estudiados, sin embargo, mediante el modelo
de regresion logistica aplicado, el polimorfismo D/D es significativo en cuanto a la
disposicion a desarrollar diabetes, pero apenas logra explicar esta variable en un
3,58% de la variabilidad, por lo que el peso importante de la etiologia 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 tomo6 en cuenta, ademas del
polimorfismo 1/D que realmente influye sobre el padecimiento o no de ia DM y sus

complicaciones entonces el efecto de padecer o no DM y sus complicaciones se asocia
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a este factor no contemplado en el estudio y que por o tanto no se conoce. Este
hallazgo también puede deberse al tamafio de la muestra que para fines de un
estudio genético como el presente estudio, resulta muy pequefio tomando en cuenta
la cantidad de variables e informacion que se analiza. También, se podria deber a que
la poblacién estudiada no presenta una verdadera relacion entre HTA vy el
polimorfismo de la ECA, lo cual se evidencia en los resultados obtenidos, donde se
observa que no hay mucha diferencia tanto en los polimorfismos expresados en la
poblacién como la relacion de estos polimorfismos con la presencia de HTA {p y OR);
Mondry vy colaboradores (2005) obtuvieron resultados similares al presente estudio
con un tamafio de muestra mayor, lo cual sustenta la idea de que no hay relacién entre

HTA vy la ECA en la poblacidn estudiada.

Niu y colaboradores (2002) concluyeron que el polimorfismo D/D podria
aumentar el riesgo a desarrollar IAM vz cue se produce cuando ocurre una trombosis
coronaria ¢ cuando se rompe una piacz srieriosclerdtica y se relaciona con aumento
de la concentracion de ECA plasmatica v esta se ha asociado a la presencia del
genotipo D/D. Llos grupos estudiacos no mostraron significancia hacia los
polimorfismos analizados lo cual refuerza la idea de que la poblacidn estudiada se
comporta de manera diferente al menos en cuanto al polimorfismo I/D de la ECA en
comparacion con otros estudios debido a que son poblaciones con origenes etnicos

diferentes y cuyos estilos de vida difieren cuantiosamente o que el tamafio de

muestra debe ser mayor.

La nefropatia diabética no mostro inclinacién alguna hacia ninguno de los
polimorfismos en cuestion, el numero de individuos con el polimorfismo D/D fue
ligeramente mayor (ver cuadro 6), sin darle ninguna significancia estadistica a este
dato. La literatura no define claramente si existe o no una asociacién entre algin
polimorfismo y la nefropatia diabética, algunos autores afirman que el polimorfismo
I/D se asocia directamente a la aparicion de dicha complicacién (Marre et al, 1997),
mientras que otro grupo de investigadores no lograron encontrar asociacion directa

con el polimorfismo 1/D ni con ninguno de los otros polimorfismos del gen ECA

(Andersen et al, 2003).
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Los resuitados obtenidos pueden relacionarse con el hecho de que en ei pais ni
en la zona centroamericana existe un estudio que analice las caracteristicas genéticas
de la poblacidn ni mucho menos su relacién con ningtn padecimiento. Se encuentran
reportes de poblaciones asidtica, europea y estadounidense; se refieren a poblaciones

que poseen origenes muy diferentes al de nuestro pais

Como datos adicionales encontrados y que resultan de interés cientifico, aunque
ya su asociacion ha sido probada en numerosas ocasiones, es que la propension de
tener diabetes es 7 veces mayor en las personas con antecedentes de tabaquismo en
comparacion con la propensién de las personas que no tienen diabetes. El riesgo de
tener diabetes es 30 veces mayor en las personas con antecedentes personales de
hipertensién, en comparaciéon con quienes no padecen diabetes. Este Gltimo dato es
evidencia importante de que la diabetes y la hipertensidn arterial son dos
padecimientos con mucha asociacion y gue uno podria ser considerado factor de

riesgo del otro (Quirés, 2006)

Finalmente, es importante anotar que en futuros estudios se recomienda
realizar una investigacién en la cuai &l nimero de muestra sea mayor y acorde con el
tamafio de la poblacion que se desea estudiar. También se deberia de ampliar el
estudio y abarcar otras dreas del pais en las cuales la poblacién se comporte de un
modo diferente, genéticamente hablando; este punto es importante tomando en
consideracidn la variabilidad de la poblacion costarricense por ejemplo negros, zona de

Guanacaste y zona del area metropolitana.



Conciusiones

Se concluye que para un 95% de confianza, en la poblacidn estudiada no se
encontro asociacion alguna entre los polimorfismos de la ECA y el padecimiento de
DM. Asi mismo, también con un 95% de confianza se puede afirmar que en la
poblacién estudiada no existe asociacidon alguna entre ninguno de los polimorfismos de

le ECAy la aparicion de complicaciones diabéticas.

Para una inferencia del polimorfismo del gen de la ECA sobre la poblacidon
costarricense es necesario hacer un estudio mas amplio en el cual se haga un
adecuado muestreo, esto es tomando en cuenta parametros epidemiolodgicos; una vez
tenido un adecuado numero de muestra v adecuada seleccion del lugar donde
provienen cada individuo se deberia proceder a establecer la variabilidad de!
polimorfismo en la poblacion costarricernse v después de esto se podria hacer una
inferencia a la poblacion costarricense sobre la relacion del gen de la ECA en ciertas
patologias.

Ya es conocido que los niveies 22 Fzo en la poblacidon diabética generalmente
estan alterados, este punto fue imporiante a la hora de analizar los datos y obtener
una aparente asociacion del polimorfismo DD sobre algunas de las complicaciones
estudiadas. Al analizar este detalle a fondo se llegd a la conclusion que los individuos
con el polimorfismo DD presentan una asociacion con valores de Fgo alterados por
esta razdn el peso en la asociacion para con las complicaciones sefialadas lo tiene el

Fgo, al restar el efecto de la variable Fgo el efecto real del polimorfismo no ofrecia un

valor significativo.
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