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ORIGINAL

Influencia del polimorfismo I/D del gen ECA
en laprogresion de la nefropatia diabética

P Alia® M.T. Gonzdlez®, M.A. Navarro?

INFLUENCE OF ACE GEN I/D POLYMORPHISM
IN DIABETIC NEPHROPATHY PROGRESS ON

Summary. Introduction. Nephropathy is a usual complication of diabetic patients. Over the
last years, a possible relation between diabetic nephropathy and polymorphisms of several
genes has been studied. One of them is the ACE (angiotensin converting enzyme) 1/D
polymor phism. Patients and methods. ACE genotype was determined by PCR in 300 diabetic
patients with nephropathy and 53 non-diabetic controls. A follow-up of more than 2 years was
available for 230 type Il diabetics and 19 type | diabetics. The association between 1/D
polymorphism and progression of diabetic nephropathy was studied comparing creatinin
concentrations in patients of each genotype at the beginning and at 2 and 5 years. To
homogenize initial conditions concernig the severity of the nephropathy, 5 groups were
established considering serum creatinin and proteinuria at start, and all of the comparisons
were made inside each group. Results. Genotype distribution in patients with diabetic
nephropathy was: DD, 30,7%; ID, 50,7%, and I, 18,7%, what significantly differs (p < 0,05)
fromthat of controls (DD, 24,5%; ID, 54,7%; |1, 20,8%). Otherwise, no differences were found
among genotypes concerning progression of nephropathy, neither at 2 nor at 5 years in any of
the previoudly established groups. Conclusion. ACE I/D polymorphism could play arolein the
apparition of diabetic nephropathy but the evol ution seems to depend more on a good clinical
control. [DYT 2004; 25; 17-26]
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Introduccion

mite suponer que pueden existir factores
de predisposicion o de proteccion. A la

La nefropatia es una complicacion habi-
tual en los pacientes diabéticos y repre-
senta una causa creciente de insuficien-
cia rena termina. Sin embargo, € he-
cho de que no todos ellos acaben pade-
ciendo ateracionesrenales, incluso aun-
gue su diabetes tengalarga duracion, per-

diabetes se le reconoce un origen genéti-
co, Y en muchos casos existen varios
miembros de la familia que la padecen.
También hay evidencias de la relacion
entre la presencia de diabetes y lainci-
denciade HTA [1]. Se ha observado que
el riesgo de padecer nefropatia diabética
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es mucho mayor en los hijos de pacien-
tes diabéticos con nefropatia que en los
de diabéticos sin ella[2,3].

Sin embargo, las complicaciones de
la diabetes se deben a la interaccion de
muchos factores, tanto ambientales co-
mo genéticos, y no cabe atribuirlas a
efecto de un determinado gen. Por eso,
durante los Ultimos afios se estudiado la
posible relacion entre diversos genes y
aspectos de la nefropatia diabética [4].

Uno de los genes que puede conside-
rarse implicado es e de la peptidil-
dipeptidasaA —enzima conversora de an-
giotensina (ECA)-Yy, en concreto, un de-
terminado polimorfismo de este gen: la
presencia (insercion, 1) o ausencia (dele-
cién, D) de unasecuenciade 287 nucled-
tidosen e intron 16 del gen ECA.

Este polimorfismo se ha estudiado
con relacion a muy diversas situaciones
fisiopatol 6gicas, principalmente agquellas
en las que e sistema renina-angiotensina
puede representar un papd importante:
alteraciones cardiovascul ares, renales, hi-
pertensién arterial, etc. Aungue no se
produce ateracion en la secuencia de la
enzima (porque e polimorfismo afecta a
un intrén), se ha observado una mayor
concentracion plasmética de la enzima
asociada a alelo D [5]. Algunos autores
opinan que la consecuente mayor con-
centracion de angiotesina |1, entre otros
efectos, puede contribuir a la progresion
de las lesiones renaes por su actividad
hipertensora tanto sistémica como glo-
merular [6] y aumentar € riesgo cardio-
vascular en general [7], mientras que
otros autores [8] creen que € riesgo car-
diovascular no se asocia a una mayor
concentracion delaenzima

De momento no se ha podido demos-
trar una relacién clara entre la presencia
delavarianteadicaD y laprogresion de
la enfermedad rena [9]. Entre las cau-
sas, se cuentan la heterogeneidad de los
distintos estudios y la complgjidad in-
trinseca de una situacion fisiopatol 6gica
de origen multifactorial enlaque segura
mente participan diversos genes [10];
hay que considerar también lainfluencia
del géneroy laraza[11].

En e presente trabgjo se analiza la
posible asociacion entre el polimorfis-
mo /D y la progresion de la nefropatia
diabética, evaluada mediante la determi-
nacion de la excrecion de proteinaen la
orina y la evoluciéon de la creatinina
séricaalo largo del estudio.

Pacientes y métodos

Se ha determinado € polimorfismo 1/D
del gen ECA en 300 pacientes diabéticos
con distintos grados de nefropatia. Como
poblacién de referencia, se ha utilizado
un grupo de 53 individuos no diabéticos.

Laextraccion de ADN se harealiza-
do a partir de sangre recogida en tubos
con EDTA-K; como anticoagulante,
utilizando un método de precipitacion
salina (salting out). El genotipo I/D se
ha determinado mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y poste-
rior separacion electroforética de los
productos [12]. La PCR sellev6 a cabo
en un volumen final de 25 pL, a partir
de 100-500 ng de ADN, con 100 pM/L
dedATR, dGTR, dCTPy dTTP; 0,75U de
polimerasa Taq (Roche); 1,5 mM/L
de MgCl,, 10 mM/L de Tris-HCI pH

DyT 2004; 25 (1): 17-26



8,30, 50 mM/L deKCl y 1 uM/L delos
cebadores 5'-CTGGAGACCACTCC-
CATCCTTTCT-3' y 5-GATGTGGC-
CATCACATTGGTCAGAT-3'. Las con-
diciones de los ciclos fueron: una pri-
mera desnaturalizacién (95 °C durante
2 min), seguida de 35 ciclos de 94 °C
durante 45 s, 60 °C durante 1 min, 72 °C
durante 1 min, y una extension final de
5mina72°C.

A partir del alelo tipo D se generaun
producto de 192 pares de bases (pb), y a
partir del alelo tipo I, un fragmento de
479 pb. Los pacientes ID presentan los
dos fragmentos. Puesto que se han pu-
blicado casos de genatipificacion err6-
neade los heterocigotos ID acausadela
amplificacion preferente del alelo D
(porque es més corto el fragmento que
se debe amplificar), se redizd una se-
gunda reaccién en cadena de la polime-
rasa utilizando cebadores especificos de
la insercion: 5'-TGGGACCACAGCG-
CCCGCCACTAC-3 y 5-TCGCCAG-
CCCTCCCATGCCCATAA-3'. Las de-
mas condiciones fueron idénticas salvo
en la temperatura de apareamiento, que
se elevd de 60 a 65 °C. Los productos de
la segunda PCR, de 335 pb, también se
separaron electroforéticamente.

Como indicadores del grado de afec-
tacion renal de los pacientes diabéticos,
se han valorado la concentracion sé&rica
de creatininay € nivel de proteinuria en
la primera visita d Servicio de Nefrolo-
gia. Asmismo, se harealizado un segui-
miento de lafuncion renal de hasta cinco
afos, controlando la variacion de las ci-
fras de creatinina sérica, y se havaorado
en funcion de las variantes genctipicas
gue presentan los enfermos. Se han com-

POLIMORFISMO I/D DEL GEN ECA

parado las medias de la concentracion de
creatinina entre los pacientes de cada ge-
notipo a inicioy auno, dosy cinco afios.

Para tratar de disminuir la influencia
del momento evolutivo en que se hallaba
lanefropatia en cada uno de los pacientes
a inicio ddl estudio, se han establecido
cinco grupos segun los niveles de cresti-
ninaséricay € nivel deproteinuriaal ini-
cio, y se han hecho las comparaciones
dentro de cada uno de los grupos:

— Grupo |: pacientes con cregatinina sé&-
rica normal y proteinuria inferior a
0,5 g/dia (nefropatiaincipiente).

— Grupo |l: pacientes con cregtinina
séricanormal y proteinuria superior a
0,5 g/dia (nefropatia ya establecida).

— Grupo |l pacientes con creatinina
por encima ddl limite de la normali-
dad hasta 200 uM/L (insuficienciare-
nal leve).

— Grupo 1V: pacientes con cregtinina
entre 200 y 500 pM/L (insuficiencia
moderada).

— Grupo V: pacientes con creatinina su-
perior a500 uM/L (insuficienciaavan-
zada).

Paralavaloracién estadistica, se han uti-
lizado | as pruebas delat de Student y 2
con el sistema estadistico incluido en €l
programa Excel de Microsoft.

Resultados

La distribucion genctipica del polimor-
fismo 1/D del gen ECA en la poblacion
estudiada de 300 pacientes diabéticos con
nefropatiafue: DD, 30,7%; ID, 50,7%, y
I1, 18,7%, que difiere significativamente
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(p < 0,05) de la que se observéd en un
grupo de referencia constituido por per-
sonas no diabéticas (Tablal). Ladiferen-
cia estriba en una proporcién mayor de
lo esperado de losindividuos con genoti-
po DD vy, por tanto, una proporcion me-
nor delosindividuos|l elD.

Del conjunto de 300 pacientes geno-
tipificados, tenemos un seguimiento su-
perior a dos afios en 230 diabéticos de
tipoll y 19 detipol.

El primer hecho que Illama la aten-
cion es que el grupo de diabéticos tipo |
presenta una distribucion genotipica que
no difiere significativamente de la que
presentala poblacién de referencia, aun-
gue esto puede deberse al escaso nime-
ro de pacientesincluidos (Tablal).

Asi pues, las diferencias que se ob-
servan en el grupo total se deben a la
distribucion en € grupo de diabéticos de
tipo I1. Por este motivo, y porque consti-
tuyen una gran mayoria entre los pa
cientes que se han genotipificado, se de-
cidig iniciar con los diabéticos de tipo |1
el estudio de la relacion entre € poli-
morfismo 1/D del gen ECA y la progre-
si6n de la nefropatia diabética.

En latabla Il se observa la distribu-
ciéon genotipica por grupos ateniéndo-
nos alos cinco grupos de gravedad de la
nefropatia en que habiamos dividido a
nuestros pacientes. La mayor parte de
los pacientes que se estudiaron acudi6 a
nefrélogo, como maximo, con una insu-
ficienciarenal leve (204 casos).

Llamalaatencion que lamayor abun-
dancia de pacientes DD que se observa
en e grupo genera se debe a su mayor
presencia porcentual en los grupos con
funcién renal normal o ligeramente alte-

Tabla . Distribucién genotipica de la poblacién estudiada. Se incluyen el nu-
mero absoluto y el porcentaje de individuos de cada genotipo. La probabili-
dad Pes la que se obtiene en la prueba xz de comparacién entre los diversos

grupos vy la poblacion n de referencia.

DD (%) ID (%) I1(%) Total P
n (referencia) 13 (24,5) 29(54,7) 11(20,8) 53
N (diabéticos) 92 (30,7) 152 (50,7) 56 (18,7) 300 0,046
Diabetes tipo | 4(21,1) 10 (562,6) 5 (26,3) 19 0,822
Diabetes tipo Il 72 (31,3) 118(51,3) 40 (174) 230 0,049

Tabla Il. Distribuciéon por grados de nefropatia segun la creatinina basal (en
uM/L) y el grado de proteinuria iniciales (primera visita al servicio de nefrolo-
gia). Se observa una importante diferencia en la distribucién genotipica se-

gun el grado de nefropatia.

DD ID Il Total

Normal 13 18 10 41
(proteinuria < 0,5 g/dL)

Normal 30 29 8 67
(proteinuria > 0,5 g/dL)

Normal - 200 27 54 15 96
200 -500 1 12 7 20
> 500 1 5 0 6

rada, mientras que este porcentgje dismi-
nuye en los grupos que |legan con insufi-
cienciarenal avanzada

Se ha estudiado, en cada grupo geno-
tipico de pacientes, la evolucién de las
concentraciones de creatinina sérica du-
rante un periodo de hasta cinco afios.
Aquellos que en la primera visita en
nefrologia tenian unainsuficienciarenal
moderada 0 avanzada presentaron, en
general, unamala evolucién alargo pla-
Zo. Se ha considerado que, puesto quela
escasez de integrantes de estos grupos
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Figura. Evoluciéon de las concentraciones medias de creatinina a uno, dos y cinco anos de los grupos de

individuos con nefropatia incipiente (a,b), nefropatia establecida (c,d) e insuficiencia renal leve (e, f). Al pie de
cada gréfica se indica el nimero de casos estudiados de cada genotipo. No se han observado diferencias
significativas entre las medias correspondientes a los distintos genotipos en ninguno de los grupos estudia-

dos, ni a dos ni a cinco anos de evolucion.

podria sesgar en exceso € estudio, €l
andlisis de laprogresién de la nefropatia
se limitaria a los pacientes de los tres
jprimeros grupos.

En la figura se muestra la evolucion
de las concentraciones medias de creati-
nina en cada uno de estos tres grupos. En
a, cy e seincluyen los pacientes a los
gue se habia hecho un seguimiento de
hastadosafios, y en b, dy f, los pacientes
de los que se tienen datos de hasta cinco
afos. En ninguno de los grupos'y de los

periodos se encontraron diferencias sig-
nificativas entre las medias correspon-
dientes alos diferentes genotipos.

Discusion

Ladiabetes mellitus representa en la ac-
tualidad unade las principal es causas de
insuficiencia renal crénica terminal en
los paises avanzados, y ha pasado a ser
en algunos, como en EE.UU., laprimera
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causa de entrada en tratamiento sustitu-
tivo renal. Esta frecuencia varia de unos
paises aotros [13]. En Japdn representa-
ba en 1997 la causa deinicio de didlisis
en el 30% de los pacientes [14]. En Es-
pafia, la incidencia de la insuficiencia
renal secundaria a diabetes ha aumenta-
do en los Ultimos afios, y |0 mismo ocu-
rre en Catalufia, en donde ha pasado de
representar €l 8% de los pacientes que
entraron en didlisis en 1994 [15] d
20,6%, en datos publicados en € Ultimo
registro de enfermos renales de Catalu-
fia de 2001 [16]. Por tanto, la preven-
cién de la aparicion de nefropatia va a
representar un papel fundamental en las
proximas décadas.

Se ha demostrado que el sistema re-
nina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
desempefia un importante papel en la
aparicion y progresion de la nefropatia
en el paciente diabético [17], através de
dos mecanismos fundamental es. uno, au-
mentando la presion intraglomerular por
vasoconstriccion del esfinter posglome-
rular, especialmente sensible en € pa
ciente diabético [18], y & segundo, ac-
tuando directamente como factor de cre-
cimiento mesangial [19]. Laadministra-
cion deinhibidores de laenzimade con-
version de la angiotensina, o hien de
blogueadores de | os receptores de la an-
giotensinall, en fases precoces de la ne-
fropatia, puede prevenir la aparicion de
microalbuminuria, eincluso hacerladis-
minuir [20,21], y, por tanto, prevenir la
instauracion de la lesion organica. No
obstante, existen todavia hoy una serie
de pacientes que se diagnostican tardia-
mente [22], sobre todo en |os diabéticos
tipo 1, en los que se desconoce el mo-

mento del inicio de la diabetes y en los
gue es por tanto dificil llevar a cabo ac-
tuaciones preventivas.

Puesto que se reconoce cada vez més
un origen genético en ladiabetesy enla
tendencia a desarrollar nefropatia [23],
es esencial identificar a los individuos
con més riesgo para poder someterlos a
un control més estricto.

Ya que existen en la literatura opi-
niones diversas, y a veces contradicto-
rias, sobre la influencia del polimorfis-
mo |/D del gen ECA, en la predisposi-
cion al desarrollo y progresion de la ne-
fropatia en los diabéticos [9,10,24], asi
como en la existencia de diversos gra-
dos de riesgo cardiovascular [8], hemos
guerido estudiar la distribucién genoti-
pica de dicho polimorfismo en un grupo
de nuestra poblacién de pacientes diabé-
ticos con nefropatia y valorar la evolu-
cién de su funcion renal.

De entrada, Ilama la atencién la ma-
yor proporcion deindividuos homozigo-
tos DD que hemos encontrado en nues-
tra poblacion diabética si comparamos
con la poblacion no diabética, 1o que
permitiria pensar que estos individuos
son més propensos a desarrollar nefro-
patia. Considerando por separado a los
diabéticostipo | y I, observamos que la
distribucion genotipica en los diabéticos
tipo | es similar ala de la poblacién de
referencia, y, por tanto, las diferencias
se producen a expensas de | os diabéticos
tipo 1l. Estos resultados pueden sugerir
gue la aparicion de la nefropatia sigue
un patron distinto en la diabetestipo | y
tipo 11, aungue el bajo nimero de diabé-
ticos tipo | de la muestra nos obliga a
esperar a disponer de una muestra ma-
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yor para poder ser mas radicales en esta
afirmacién.

En segundo lugar, cuando se divide a
los pacientes en cinco grupos, segun €l
grado de afectacion rena en € primer
control por el nefrélogo, se observan dos
hechos destacables: el primero, que to-
davia llegan a nefrélogo pacientes de
formatardia, es decir, con nefropatia es-
tablecida (n = 122; 53%) e insuficiencia
renal avanzada (n = 26; 11,3%). El se-
gundo es que en este grupo de pacientes
es relativamente baja la proporcion de
homozigotos DD (menos del 17%) cuan-
do eran los més frecuentes en las fases
precoces de laenfermedad (entreun 28y
un 45%). Este hallazgo puede sugerir
dos realidades opuestas, 0 bien que estos
paci entes tienen realmente un riesgo car-
diovascular elevado y fallecen antes de
llegar a la fase de insuficiencia rena
avanzada, o que la nefropatia progresa
més lentamente hacia fases avanzadas de
laenfermedad.

En cada uno de estos cinco grupos,
cuando hemos seguido la evolucién de
la funcion renal ados y cinco afios, no
observamos diferencias significativas
entre los tres genotipos, sobre todo s
tenemos en cuenta los pacientes con
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cos depende de multiples factores, como
el control delaglicemia, delaTA, d ta
baquismo, las alteraciones del metabo-
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cudl es e tratamiento de mantenimiento
mas adecuado en estos pacientes.
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POLIMORFISMO I/D DEL GEN ECA

INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO I/D DEL GEN ECA
EN LA PROGRESION DE LA NEFROPATIA DIABETICA

Resumen. Introduccion. La nefropatia es una complicacion habitual en los pacientes diabé-
ticos. En los Ultimos afios se ha estudiado la posible relacion entre polimorfismos de diver-
sos genes y distintos aspectos de la nefropatia diabética. Uno de los probablemente implica-
dos es el polimorfismo 1/D de la enzima conversora de angiotensina (ECA). Pacientes y
métodos. Se ha determinado el genotipo de dicho polimorfismo por PCR en 300 pacientes
diabéticos y en 53 individuos no diabéticos. Se tiene un seguimiento superior a dos afios en
230 de los diabéticos de tipo 11 y 19 de tipo |. La asociacion entre el polimorfismo I/D y la
progresion de la nefropatia diabética se ha estudiado comparando la concentracion de cre-
atinina de los pacientes de cada genotipo al inicioy a los dosy cinco afios. Para homogenei-
zar las condiciones iniciales de grado de nefropatia de | os pacientes, se han establecido cin-
€O grupos seglin la creatinina sérica y la proteinuria al inicio, ademés de hacer las compa-
raciones dentro de cada grupo. Resultados. La distribucion genotipica en |os pacientes dia-
béticos con nefropatia fue: DD, 30,7%; ID, 50,7%, y 11, 18,7%, que difiere significativamen-
te (p < 0,05) de la que se observé en el grupo de referencia (DD, 24,5%; 1D, 54,7%; 11,
20,8%). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre los individuos de
los tres genotipos en la progresion de la nefropatia ni a dos ni a cinco afios en ninguno de los
grupos establecidos. Conclusion. El polimorfismo I/D del gen ECA podria representar algin
papel en la aparicion de la nefropatia diabética, pero la evolucion parece depender mas del
buen control clinico. [DYT 2004; 25: 17-26]

Palabras clave. Nefropatia diabética. Polimorfismos del gen ECA.



