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RESUMEN

Introduccion. Los factores clasicos de riesgo cardiovascular estan ampliamente estudiados y estrechamente vinculados con el
desarrollo de infarto agudo del miocardio, accidente vascular cerebral y enfermedad vascular periférica. Entre los factores gené-
ticos que subyacen a estas condiciones estan las mutaciones en el gen de la enzima convertidora de angiotensina. El principal
objetivo de este estudio fue establecer la relacion entre polimorfismos Insercion/Deleccién de la enzima conversora de angio-
tensina en una grupo de pacientes con cardiopatia isquémica.

Métodos: Se realizd un estudio prospectivo de casos y controles en un grupo de pacientes con infarto agudo del miocardio
referidos para coronariografia. Se obtuvo informacion clinica a partir de los expedientes clinicos y la entrevista personal. La
obtencién de &cido desoxirribunocleico y el anélisis del polimorfismo de la enzima convertidora de angiotensina (Insercion /
Deleccidn), se realizaron con técnicas de biologia molecular previamente descritas.

Resultados: Se incluyeron en el estudio 33 casos y 67 controles. El 87.7% de los pacientes fueron de sexo masculino y el indice
de masa corporal fue mayor en los casos (35.6) que en los controles (24.8). En el grupo de casos, el fumado (p<0.001), hiper-
tension (p<0.001) e hiperfibrinogenemia (p<0.001) fueron factores significativamente asociados a la presencia de enfermedad
cardiovascular (OR: 16.78; OR: 5.63; y OR: 16.8, respectivamente). No se encontrd asociacion del genotipo DD entre los casos y
controles, ni su asociacion con la hipertension arterial en los individuos estudiados; en cambio, s se encontrd asociacion entre
los niveles del fibrindgeno y del genotipo Il (p< 0.005). Angiograficamente, la arteria descendente anterior fue el vaso coronario
mas frecuentemente afectado en este grupo.

Conclusion: No se encontré asociacion entre el genotipo DD de la enzima convertidora de angiotensina y la presencia de en-
fermedad cardiovascular. Este primer reporte ofrece la posibilidad de analizar otros polimorfismos de la enzima convertidora de
angiotensina en enfermedades trombdticas y tromboembdlicas .

Descriptores: polimorfismo, genotipo, enzima convertidora de angiotensina, sistema renina-angiotensina, fibrindgeno, enfer-
medad cardiovascular.

Key words: polimorfismo, genotipo, enzima convertidora de la angiotensina, sistema renina-angiotensina, enfermedades car-
diovasculares, fibrindgeno.

ABSTRACT

ﬂ euibed

Angiotensin converting enzime gene polimorphisms Insertion/Deletion and cardiovascular
risk factors in patients with acute myocardial infarction

Introduction Traditional cardiovascular risk factors are widely studied and closely linked with the development of acute
myocardial infarction, stroke and peripheral vascular disease. The underlying genetic background includes the angiotensin
converting enzyme gene mutations. The main objective of this study is to establish an association between the
polymorphism Insertion/Deletion of angiotensin converting enzyme in a group of patients with coronary artery disease.
Methods. We performed a prospective, case-control study, in a group of patients with acute myocardial infarction referred
to our center for coronary angiogram. Clinical information was obtained from medical records and personal interviews.
DNA collecting and analysis of angiotensin converting enzyme | / D polymorphism, were done by molecular biology
techniques as previously described.

Results. We included 100 individuals, 33 cases and 67 controls. The average age was 43.16 years old; 87.7% were male.
Body mass index was higher in cases (35.6) than in controls (24.8). Smoking (p <0.001), hypertension (p <0.001) and high
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fibrinogen levels (p <0.001) were significant factors associated with cardiovascular disease (OR 16.78,
OR 5.63 and OR: 16.8, respectively). No association was found in the DD genotype between cases and
controls, nor with hypertensive patients. An association was found between the levels of fibrinogen
and Il genotype (p <0.005). Angiographically, the anterior descending coronary artery was the most

frequently affected vessel in this group.

Conclusion. There was no association between the DD angiotensin converting enyme genotype and
the presence of the cardiovascular disease. This first report opens the possibility of analyzing other
angiotensin converting enyme polymorphisms in other thrombotic and thromboembolic diseases.

Key words: polymorphism, genotype, angiotensin-converting enzyme, renin-angiotensin system,

cardiovascular disease, fibrinogen.

Abreviaturas: ECA: Enzima convertidora de angiotensina; ECV: enfermedad cardiovascular; SRA: sistema
renina-angiotensina; IAM: Infarto agudo de miocardio; ADN: acido desoxirribonucleico.

INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las mayores cau-
sas de muerte en los paises desarrollados. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), este tipo de enfermedades causa 12 mi-
llones de muertes en el mundo cada afo y representan la mitad de
todas las muertes en los Estados Unidos y otros paises desarrolla-
dos'. La ECV constituye una de las principales causas de muerte en
los costarricenses desde 1970, tanto en hombres como en mujeres
mayores de 30 afos y la tasa de mortalidad por dicha enfermedad se
ha mantenido constante a través del tiempo'. En nuestro pais, en la
ultima década, se ha presentado un cambio epidemiolégico impor-
tante, caracterizado por una disminucion de la mortalidad asociada
a enfermedades transmisibles, adquisicion de estilos de vida seden-
tarios e incremento de la esperanza de vida de 75 a 79 afnos con el
consecuente aumento de la prevalencia de enfermedades crénicas?.

Los factores de riesgo clasicos asociados al desarrollo de la ECV
son el estilo de vida, tabaquismo, hipertension arterial, dislipidemias
y diabetes mellitus; sin embargo, al ser una enfermedad multifac-
torial, el estudio del componente genético es de importancia para
comprender las diferencias alélicas entre los grupos poblacionales,
y la informacion disponible sobre la interaccion entre la herencia y
los factores de riesgo comunes es limitada. Es por este motivo que
el estudio de algunos marcadores moleculares en este grupo de
pacientes costarricenses puede ser de valor desde el punto de vista
diagndstico y terapéutico, sin dejar de lado la prevencién, en espe-
cial para individuos con factores de riesgo hereditarios y por ende
con mayor posibilidad de sufrir eventos cardiovasculares a edades
tempranas.

El sistema renina-angiotensina (SRA) es fundamental en la regu-
lacion del tono vasomotor y de la funcion endotelial, y como tal, en el
desarrollo de hipertension arterial. El tratamiento con bloqueadores
del SRA, asi como antagonistas de los receptores de angiotensina,
reduce los riesgos de ECV34, lo que confirma su relacion patogénica
con la enfermedad vascular. De la misma forma, se ha relacionado
este sistema con la patogénesis de algunos aspectos del sindrome

metabdlico tales como la aterosclerosis®, y enlaactualidad, el péptido
de mayor actividad de este sistema, la angiotensina Il, es reconocido
como un regulador del crecimiento celular y fibrosis, ademas de su
conocido rol fisiologico en el mantenimiento de la integridad del sis-
tema circulatorio®.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es una serin-
proteasa, cuyo gen estd localizado en el cromosoma 17g23’. Este
gen codifica para 2 isoenzimas, una somatica que se expresa en las
células endoteliales y otra de tipo germinal que solo se expresa en
los testiculos®’. Se han identificado un total de 78 variantes mo-
leculares para este gen, pero el més estudiado es la insercién (1) o
deleccion (D) de una secuencia Alu de 287 pb en el intron 1672, La
insercién de la secuencia Alu en el gen de la ECA se ha relacionado
con un efecto protector frente al riesgo de padecer infarto agudo
de miocardio (IAM), ya que su presencia (alelo 1) disminuye los ni-
veles de angiotensina Il. El polimorfismo I/D del gen ECA ha sido
extensamente investigado y es un locus genético candidato para
afecciones cardiovasculares, como la enfermedad coronaria, rees-
tenosis postangioplastia®'®, infarto de miocardio?, hipertensién y la
enfermedad cerebrovascular®.

En el presente estudio se analiza la prevalencia de los polimor-
fismos de la ECA, junto con los factores de riesgo clasicos, en una
poblacién de pacientes jéovenes con historia de IAM.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es prospectivo, de casos y controles, inscrito
en la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica
(VI-807-A4307) y apoyado por el Consejo Nacional de Inverstigacion
en Ciancia y Tecnologia (CONICIT, FI-2004-04).

Casos y Controles

Los casos son pacientes costarricenses con IAM diagnosticados
en los ultimos 24 meses, de uno u otro sexo y de cualquier etnia,
con o sin historia familiar de este tipo de enfermedad, de 18 a 50
anos, procedentes de hospitales publicos y privados donde fueron
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inicialmente atendidos y de donde fueron referidos para realizarles
coronariografia. En todos se confirmoé el diagndstico de IAM con los
sintomas toéracicos caracteristicos, electrocardiograma con cambios
tipicos y elevacién de la creatin kinasa y de la isoenzima MB a mas
de 2 veces del nivel normal. Todos los pacientes incluidos debieron
consentir por escrito su participacion.

Se consideraron como controles personas de 18 afios a 50 afos,
tanto hombres como mujeres, conocidos sanos que no hubieran su-
frido ninguna enfermedad cardiovascular y sin ninguna relacién de
parentesco con los sujetos de estudio. Este grupo fue constituido por
personal de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa
Rica, personal del Centro de Investigacion de Hemoglobinas Anor-
males y Trastornos Afines y del Hospital San Juan de Dios. Todos los
sujetos accedieron a participar por medio de la formula de consenti-
miento, seguin las normas de bioética institucionales.

A cada individuo se le tomd una muestra de 5 ml de sangre ve-
nosa en un tubo que con anticoagulante (K,EDTA), la cual se centrifu-
g6 a 5000 r.p.m por 10 minutos y se almaceno a -20°C.

Andlisis de Biologia Molecular

El acido desoxirribonucleico (ADN) se extrajo de las muestras
de sangre con K, EDTA segun el método de Miller et al . Para la
determinacion del polimorfismo ECA I/D se realizd una reaccién
en cadena de polimerasa (RCP), de acuerdo a la presencia o ausen-
cia del intrén 16 segun el protocolo descrito por Rigat et al'%. Se
utilizaron para cada determinacion 2 ul de ADN. El producto de la
RCP es un fragmento de 190 pb en ausencia de la insercién (alelo
D) y un fragmento de 490 pb en presencia de la insercion (alelo
1). Los individuos heterocigotos presentan ambas bandas (I/D)". A
las muestras que presentaron un genotipo heterocigoto (I/D) se les
aplicé una segunda RCP, con otro conjunto de iniciadores, segin
lo descrito por Odawara et al, para evitar el diagnoéstico de falsos
negativos'®. Se observa una banda de 300 pb para el genotipo he-
terocigoto (I/D) y para el homocigoto del alelo deleccién (D/D), una
banda de aproximadamente 200 pb (Fig. 1).

Dosificacion de fibrinégeno

Se realizé dosaje de fibrindgeno, considerandose hiperfibrino-
genemia como un nivel mayor o igual a 400mg/dl.

Anadlisis Estadistico

Los datos se analizaron con el programa Epi.info.6.4b del Center
for Disease Control de Atlanta. El equilibrio de Hardy-Weinberg fue
obtenido por medio de la prueba Chi cuadrado (X?). Se realizaron fre-
cuencias simples para describir las variables de mas relevancia de la
poblacién de casos y controles, se compararon los porcentajes y me-
dia para describir los grupos. Se usaron pruebas de asociacién para
evaluar su existencia entre las variables en la poblacion y el efecto. La
asociacion para las variables cualitativas se evalué por medio del OR,
equivalente al riesgo relativo para los estudios de casos y controles;
en este caso se estima la asociacion entre un factor de riesgo y las
enfermedades mencionadas.
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Figura 1. Corrida electroforética de la mutacién insercion (1) o delecion (DD) de la secu-
encia de Alu 298 pb en el intron 16 del gen de la enzima convertidora de angiotensina.
Gel de Agarosa al 3%; se puede apreciar la migracion de las bandas.

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 33 casos y 67 controles. Las carac-
teristicas de la poblacion estudiada se presentan en los cuadros 1
y 2. El 87.7% de los pacientes fueron de sexo masculino y el indice
de masa corporal fue mayor en los casos (35.6) que en los contro-
les (24.8). En el grupo de casos, el fumado (p<0.001), la hipertension
(p<0.001) y la hiperfibrinogenemia (p<0.001) fueron factores signifi-
cativamente asociados a la presencia de enfermedad cardiovascular
(OR: 16.78; OR: 5.63; y OR: 16.8, respectivamente). Sin embargo, en
el mismo grupo, la diabetes mellitus no mostré cifras significativas
como factor asociado al desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

El genotipo DD se encontrd en 45,7% de los casos y 25,4% de
los controles y no se encontré diferencia significativa, al igual que
para el genotipo II, el cual estaba presente en el 40.0% de los casos
y 35,8% de los controles. Al realizar la comparacién estadistica entre
sexos, polimorfismos y factores de riesgo cardiovascular, no se en-
contrd asociacion entre el genotipo DD y la hipertension arterial en
los grupos estudiados, sin embargo, si se encontrd asociacion entre
el promedio de los niveles de fibrindgeno y el genotipo Il (p <0.005,
promedio mayor: 403,18 mg/dL). Encontramos también una preva-
lencia mayor, estadisticamente significativa del polimorfismo Il en
hombres al compararla con las mujeres (cuadro 3).

Se realiz6 coronariografia en 31 pacientes (cuadro 4); se obser-
vé que el 37.5% tenia lesion obstructiva >85% de la arteria descen-
dente anteriory un 53.1% (17 de 31) con afectacién de cualquier gra-
do en esa arteria, siendo entonces el vaso coronario mas afectado en
el grupo. La afeccion de la arteria circunfleja fue del 34.4% y de estos,
10 individuos presentaron obstruccion >70%, lo que corresponde al
31.25% del total de pacientes. La arteria coronaria derecha estaba
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Cuadro 1
Caracteristicas demogréficas y prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en la poblacién estudiada

Casos Controles (0] P
N 33 67
Edad, afios 43,16 43,16 n.s
Sexo (%)
Hombres 87.5 87.5
Mujeres 125 125
IMC (kg/m2) 35.6 24.8 2.19(1.11-4.32) <0.001
Fumado (%) <0.001
Si 52.5 56 16.78
No 47.5 11
Fibrindgeno (mg/dL) 5.63 (2.09-15.44) <0.001
401.8 261.6
Hipertension (%) 16.8 (5.0-62.98) <0.001
Si 57.5 7.5
No 42,5 92.5
Diabetes Mellitus (%)
Si
No 15 7.5 n.s
85 925
P <0.05 es significativa; n.s.= no significativo.
Cuadro 2

Prevalencia de los genotipos del polimorfismo I/D de la ECA analizados

Polimorfismo (I/D)ECA Casos (%) Controles (%) OR (95%1C) P
Fenotipo
DD 45,7 254 1,01 (0,45-2,29) 0,980
ID 14,3 358 0,399 (0,13-1,20) 0,109
Il 40,0 358 1,83(0,79-4,19) 0,160
Frecuencia Alélica
:D gfég g:i;g 1,07 (0,66-1,74) 0,777

g\ p < 0.05 es significativa.

Q

o

Cuadro 3
n Prevalencia de los factores de riesgo y polimorfismos por sexo
Masculino Femenino OR (95% IC) p

Fibrinégeno mg/dl 420 437.7 0.959 (0.58-1.59) 0.870
IMC 28 22 0.786 (0.38-1.64) 0.526
Hipertension 14.2% 54.1% 3.25(1.01-10.48) <0.05
Fumado 57.1% 62.5% 3.75(1.17-11.92) 0.020
Frecuencia Alélica
D 32.2% 14.2% 2.25(0.25-5.47) 0.078
| 42.9% 10.7% 0.25 (0.09-0.64) <0.004
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Cuadro 4
Hallazgos angiograficos en los pacientes y su asociaciéon con el polimorfismo de la ECA I/D

VASO AFECTADO Pacientes (n=31) % Grado de Obstruccion (%)
Arteria Descendente anterior (ADA) 12 (37.5%) > 85
Arteria Circunfleja (ArtCx) 11 (34.4%) >70
Arteria Coronaria Derecha (ACD) 8 (25.0%) >50

DD/ (n=11) (100%) 7 (63.7%) 4(36.3%)
ID/ (n=13) (100%) 4 (36.4%) 9 (63.6%)
I/ (n=3) (100%) 2 (66.7%) 1(33.3%)

afectada en un 25% de los pacientes (con un grado de obstruccién
>50%). El 45% de los pacientes presenté ademas enfermedad multi-
vaso. No se encontro asociacion entre la presencia de los fenotipos
de la ECA con el grado, numero de lesiones obstructivas angiogréfi-
cas ni el nimero de vasos afectados (x>=0.196, p=0.657, cuadro 4).

DISCUSION

La variabilidad genética individual puede desempefar un pa-
pel determinante en la enfermedad coronaria, especialmente en
aquellos pacientes que asocian también los factores de riesgo clasi-
cos. Siendo la ECV multicausal, el componente genético debe anali-
zarse como potenciador, favoreciendo su aparicién a edades tempra-
nas. Los polimorfismos de la ECA (I/D) fueron descritos por primera
vez en 1992'% y uno de los estudios pioneros sobre este tema fue
publicado por Cambien et al'*. Desde entonces, han sido motivo de
intensa investigacion; numerosas publicaciones han establecido la
implicacion del polimorfismo D en la patogenia de la enfermedad
coronaria y el IAM3#415 en enfermedad isquémica cerebral’, el re-
modelado postinfarto™, la dispersion del QT-muerte subita®, la re-
estenosis postintervencién coronaria percutanea, resistencia a la in-
sulina-diabetes mellitus®, la hipertension arterial® y la hipertrofia de
ventriculo izquierdo®'>?'. Por ejemplo, el estudio ECTIM', basado en
el registro MONICA, comprobé que el genotipo DD es un poderoso
factor de riesgo, de tal forma que se triplica en pacientes diabéticos
tipo 2 que presentan este alelo. Sin embargo, existen también resul-
tados contradictorios??, donde se niega tal relacién.

Si bien existe una gran cantidad de documentacion que vincula
intimamente los polimorfismos de la ECA con el desarrollo de ECV,
otra gran proporcién de estudios ha fallado al encontrar dicha rela-
cién. Se conoce, que los niveles séricos de la ECA estan relacionados
con el genotipo®, y aunque un estudio observacional como el nues-
tro no puede ser utilizado para establecer los mecanismos fisiopa-
toldgicos que originan una entidad especifica, es razonable aceptar
que el SRA ejerce un efecto deletéreo en mayor o menor grado que

se conjuga con los factores de riesgo conocidos para ocasionar ECV.
En nuestro estudio, no fue posible encontrar una asociacion directa
del genotipo DD del polimorfismo ECA con el IAM en la poblacién es-
tudiada ni con la hipertension arterial, lo cual ha sido también repor-
tado en otras investigaciones'?'°. Si se encontré asociacién entre los
factores de riesgo clasicos y el IAM, lo cual est4 descrito y concuerda
con la literatura universal, asi como también su asociacién con los
valores aumentados del fibrindgeno; cabe mencionar la relacion de
hiperfibrinogenemia en fumadores con relacién a no fumadores: se
encontrd en niveles aumentados estadisticamente significativos con
el genotipo Il (p<0.004). A este respecto, en los pacientes diabéticos
se ha descrito la asociacién entre el genotipo Il, ID, albuminuria y ni-
veles aumentados de fibrindgeno®'¢, donde el polimorfismo ECA Il
es un sinergista de la ECV.

En esta investigacion no se pudo establecer asociaciones entre
los fenotipos y las lesiones obstructivas coronarias, probablemente
por el reducido nimero de pacientes.

CONCLUSION

Actualmente, los estudios se enfocan hacia los sinergismos en-
tre los diferentes polimorfismos, factores de riesgo y el desarrollo de
estas enfermedades. Tal y como se analizé en el presente estudio, se
confirma laimportancia de disminuir la exposicién a ciertos habitos y
factores de riesgo de la ECV, en especial en individuos que presentan
polimorfismos o variantes genéticas que predisponen su desarrollo.
Es primordial sefialar la necesidad de aumentar el nimero de pacien-
tes estudiados para obtener conclusiones estadisticamente vélidas
para nuestra poblacion y asi fortalecer las medidas preventivas que
ya se desarrollan en el pais.
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