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RESUMEN

Introduccién: El polimorfismo de insercion/delecion del gen de la enzima
convertidora de angiotensina es uno de los marcadores de predisposicion a
enfermedades mas estudiados del eje renina-angiotensina. Los hallazgos
contradictorios de estudios de su asociacion con diversas afecciones hacen necesario
tipificar previamente las poblaciones de interés.

Objetivos: Caracterizar el comportamiento de este polimorfismo en los principales
grupos raciales cubanos: caucasoide y negroide.

Métodos: Mediante un método basado en la reaccién en cadena de la polimerasa se
genotipificaron 93 muestras de sangre periférica obtenidas de adultos aparentemente
sanos (49 caucasoides y 44 negroides). Se calcularon las frecuencias alélicas y
genotipicas grupales.

Resultados: Los genotipos ID y DD predominaron en los grupos caucasoide y
negroide, respectivamente. La comparacion de las frecuencias genotipicas entre
ambos grupos evidencié diferencias significativas para el genotipo ID. El alelo D
resulté el mas frecuente en las 2 subpoblaciones estudiadas. Ambas se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg para este polimorfismo. Las comparaciones de las
distribuciones alélicas y genotipicas entre los grupos y poblaciones foraneas similares,
no arrojaron diferencias significativas.

Conclusiones: Los resultados permiten considerar los valores de frecuencias
genotipicas y alélicas obtenidos como referencia para posteriores estudios de
asociaciéon con enfermedades en la poblacién cubana e indican la necesidad de tener
en cuenta las caracteristicas particulares de este polimorfismo en cada grupo racial.

Palabras clave: Enzima convertidora de angiotensina, polimorfismo de
insercion/delecioén, reaccién en cadena de la polimerasa, estudio poblacional.
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ABSTRACT

Introduction: The insertion/deletion polymorphism of the angiotensin-converting
enzyme is one of the more studied markers of predisposition to diseases of the renin-
angiotensin axis. The contradictory findings from the studies of its association with
diverse affection make necessary to typify previously the interesting population.
Objectives: To characterize the behavior of this polymorphism in the main Cuban
racial groups: Caucasoid and Negroid.

Methods: By means of the polymerase chain reaction-based on method the
genotyping was made in 93 samples of peripheral blood obtained from adults
apparently healthy (49 Caucasoid and 44 Negroid). The allelic and genotypical-group
frequencies were estimated.

Results: The ID and DD genotypes were predominant in the Caucasoid and Negroid,
respectively. The comparison of the genotype frequencies among both groups showed
significant differences for the ID genotype. The D allele was more frequent in the two
study subpopulations. Both are in balance of Hardy-Weinberg for this polymorphism.
The comparisons of the allelic and genotypical distributions among similar foreign
populations and groups had not significant differences.

Conclusions: Results allows us to consider the values of genotypical and allelic
frequencies obtained as reference for further studies on the association with diseases
in Cuban population and suggest the need of to take into account the own features of
this polymorphism in each racial group.

Key words: Angiotensin-converting enzyme, insertion/deletion polymorphism,
polymerase chain reaction, demographic study.

INTRODUCCION

El sistema renina-angiotensina-aldosterona tiene una funciéon primordial en la
regulacion de la presién sanguinea y en el balance electrolitico del organismo. Uno de
sus componentes es la enzima convertidora de angiotensina (ECA), una dipeptidil
carboxil zinc metalopeptidasa que convierte el decapéptido angiotensina | en el
octapéptido angiotensina Il, un potente vasoconstrictor. Otro sustrato importante de
la ECA lo constituye el vasodilatador bradicinina, al cual inactiva, y de esta forma, la
ECA refuerza la accién de la angiotensina Il y produce un efecto vasoconstrictor
general.!

En el hombre, el gen que codifica a la ECA comprende 21 000 pares de bases, se
localiza en el cromosoma 17 (17g23) y est4 compuesto por 26 exones y 25 intrones.*
El gen de la ECA presenta un polimorfismo de insercién/delecion (1/D), el cual se debe
a la presencia o no, en el intrén 16, de una secuencia Alu repetitiva que comprende
287 pares de bases.? Al sistema polimérfico 1/D se le atribuye el 47 % de la varianza
fenotipica de las cifras plasmaticas de ECA con un patron de herencia codominante.
Los individuos homocigdticos para el alelo de delecién (genotipo DD) poseen niveles
circulantes de ECA incrementados, y constituyen el doble de los encontrados en los
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individuos homocigéticos para el alelo de insercion (genotipo Il). Los sujetos
heterocigo6ticos (genotipo ID) presentan niveles intermedios de ECA.?

De acuerdo con las funciones de la ECA y la dependencia de sus concentraciones
plasmaticas del polimorfismo 1I/D del gen que la codifica, es l6gico pensar que el tipo
de genotipo puede influir en el riesgo de presentar determinada condicién fisiolégica o
enfermedad. Asi, el genotipo DD, responsable de la mayor actividad de la enzima,
debe relacionarse, por ejemplo, con mayor incidencia de trastornos circulatorios. En
ese sentido, se han realizado numerosos estudios buscando posibles asociaciones del
polimorfismo I/D del gen de la ECA con diversas enfermedades y/o cambios
fisiolégicos, la mayoria han correspondido a las cardiovasculares.?

Otras enfermedades y condiciones para las cuales se ha evaluado la asociacién con el
polimorfismo 1/D de la ECA son: insuficiencia renal, asma bronquial, diabetes mellitus
tipo 2, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, sarcoidosis,
aterosclerosis, longevidad, rendimiento fisico, habito de fumar y respuesta al
tratamiento con medicamentos como inhibidores de la ECA y diuréticos tiazidicos.®*
Los resultados reportados al evaluar estas correlaciones son contradictorios, algunos
estudios son indicadores de su existencia y otros, no.

Son varios los factores que pueden justificar estas contradicciones, entre los que se
destacan las diferencias en la estructura genética de las poblaciones evaluadas, la
conformacién y tamafio de la muestra de estudio y el método de genotipificacion del
polimorfismo utilizado.® Por eso se recomienda que estas presuntas asociaciones sean
evaluadas en cada poblacion particular y precedidas de estudios que demuestren la
estabilidad de las frecuencias alélicas y la efectividad del método empleado para la
genotipificacion.

En este trabajo nos propusimos caracterizar el sistema polimorfico 1I/D del gen de la
ECA en un sector de la poblacion cubana, estimar las frecuencias alélicas y
genotipicas y evaluar si este sistema se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg,
en los grupos caucasoide y negroide de la poblacion estudiada, asi como determinar si
existen diferencias en las distribuciones alélicas y genotipicas observadas, entre
ambas subpoblaciones estudiadas y entre cada una de ellas y poblaciones similares de
otros paises.

METODOS

Muestra

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 93 individuos aparentemente sanos
que residian en Ciudad de La Habana y acudian al banco de sangre del hospital
"Hermanos Ameijeiras", seleccionados segun criterios étnicos (50 clasificados como
caucasoides y 44, como negroides). Todos expresaron su aprobacion a participar en la
investigacion mediante su consentimiento informado por escrito.

Extraccion y purificacion del ADN

Se colectaron muestras de 5 mL de sangre periférica obtenidas por venopuncion
antecubital. Se extrajo y purific6 el ADN siguiendo el protocolo basado en la
precipitacion salina propuesto por Bunce y otros.° Los ADN obtenidos fueron
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cuantificados por medicién espectrofotométrica de la absorbancia a 260 nm y las
concentraciones resultantes fueron ajustadas a 200 ng/pL. La pureza de todas las
muestras fue garantizada (Azso/Azs0 > 1,8). Se verifico la integridad del ADN obtenido
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en tampon 0,5 X TBE (0,045 M
Tris, 0,045 M borato, 1,25 mM EDTA pH 8,2), tefiido con bromuro de etidio (0,5
pHg/mL) y posterior visualizacién bajo luz ultravioleta.

Genotipificacion del polimorfismo 1/D en el gen ECA

Se utiliz6 el método stepdown propuesto por Chiang y otros, basado en la
amplificacion de un fragmento del gen ECA que comprende el sitio de I/D de la
secuencia Alu mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) con cebadores que originan un fragmento de 190 pb en presencia del alelo
D y de 490 pb en presencia del alelo 1.”

Las secuencias de los cebadores utilizados para la genotipificacion fueron:
oligonucledtido en sentido 5°: 5°-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-37,
oligonucledtido antisentido: 57 -AT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA-3~.

Las condiciones para la reaccion de amplificacion fueron: Tris-HCI 10 mM (pH 8,4),
KCI 50 mM, MgCl, 2,0 mM, 0,2 mM de cada desoxirribonucleétido (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP), Tritbn X 100 0,1 %, 1 uM de cada cebador, 2 unidades de la enzima Taq
DNA Polimerasa (Promega, EUA) y volumen de reaccion de 20 pL. En todas las
amplificaciones se utilizaron aproximadamente, 200 ng de ADN.,

El programa de PCR stepdown utilizado es: desnaturalizacién inicial a 95° C/5 min; 5
ciclos de: 95° C/1 min, 70° C/1 miny 72° C/1 min; 5 ciclos de: 95° C/1 min, 65° C/1
min y 72° C/1 min; 30 ciclos de: 95° C/1 min, 60° C/1 miny 72° C/1 min; elongacion
final a 72° C/10 min.

Los fragmentos producidos en las reacciones de amplificacion se identificaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % a voltaje constante (3 V/cm) en
tampo6n TBE 0,5 X y visualizacion mediante tincidn con bromuro de etidio y exposiciéon
a luz ultravioleta.

Confirmacion del genotipo DD

Para verificar la ausencia del alelo I en todos los individuos con genotipo DD se
empled el método confirmatorio propuesto por Lindpaintner y otros,® modificado por
Schut y otros,® se consideré la amplificacion de un fragmento de ADN de 335 pb como
indicativa de la presencia del alelo I.

En el método confirmatorio, la reaccion de amplificacion se realiz6 en las mismas
condiciones que en el método de genotipificacion, con la adicion de DMSO al 10 % y
el programa de PCR utilizado fue el recomendado por Lindpaintner y otros,® con
ligeras modificaciones: desnaturalizacion inicial a 94° C/3 min; 35 ciclos de 94° C/30 s,
67°C/45 sy 72°C/60 s y una elongacion final a 72° C/10 min.

Se usaron los cebadores: oligonucleétido en sentido 57: 5°-TGG GAC CAC AGC GCC
CGC CAC TAC-37, oligonucledtido antisentido: 5°-TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA
TAA-37.
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Analisis de los resultados

La determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas y el analisis del equilibrio de
Hardy-Weinberg en cada grupo poblacional se realiz6 mediante el programa GENEPOP
(http://genepop.curtin.edu.au/ ) y se utilizé el algoritmo de enumeraciéon completa
descrito por Louis y Dempster.®

El mismo programa se utilizé para comparar los grupos poblacionales, tanto al nivel
de distribuciéon alélica, usando la prueba exacta de Fisher,’* como de distribucion
genotipica, meiante la prueba exacta de Goudet.*?

Las frecuencias de cada genotipo en ambos grupos raciales se compararon mediante
la prueba de chi-cuadrado, usando el programa SPSS v. 11.

RESULTADOS

Fueron genaotipificadas las 93 muestras de sangre periférica, para 100 % de eficiencia.
Veinticinco de las muestras fueron genotipificadas por, al menos, 2 momentos
diferentes y en todos los casos coincidieron los genotipos.

Luego del célculo de las frecuencias génicas y genotipicas, se observé mayor
frecuencia del genotipo DD en negroides (f=0,432) que en caucasoides (f= 0,265),
aunque esta diferencia no tuvo significacion estadistica (p=0,091). Sin embargo, el
genotipo ID presenté mayor frecuencia en caucasoides (f=0,612) que en negroides
(f= 0,364), esta diferencia si fue estadisticamente significativa (p=0,016). En ambas
subpoblaciones se evidenci6 un predominio del alelo D, se obtuvo un valor
discretamente superior de su frecuencia en negroides (f=0,614) que en caucasoides
(f=0,571). En las figuras 1 y 2 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas, en
ese orden, de ambos grupos poblacionales. Las distribuciones genotipicas y alélicas no
se diferenciaron significativamente entre ambas subpoblaciones, p=0,643 y p=0,664,
respectivamente. Ambos grupos raciales se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p > 0,05) para el polimorfismo analizado (tabla 1).

Tabla 1. Analisis del equilibric de Hardy-Weinberg en los subgrupo
poblacionales estudiados respecto al polimorfismo /D del gen ECA

Frecuencia Frecuencia

Grupo poblacional Genotipo observada esperada Yalor de P
oD 0,432 0,377
. 1D 0,364 0,474 0,12z
HMegroide
II 0,204 0,149
oD 0,265 0,326
ID 0,612 0,490 0,143

Caucasoide
II 0,123 0,184
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Frecuencia
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,612

I1 1D DD
Genaotipos

B Negroide (n= 44)
B Caucasoide (n= 49)

n: Mdmero de individuos estudiados (ndmero de genotipos comprendidos).
Los valores especificos de las frecuencias aparecen sobre las barras
correspondientes.

Fig. 1. Frecuencias genotipicas del polimorfismo I/D del gen ECA
en 2 subgrupos poblacionales cubanos.

Frecuencia
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,21

U612 571

I Alelos D

B Negroide (n= 88)
B Caucasoide (n= 98)
n: Mimero de alelos comprendidos.

Los valores especificos de las frecuencias aparecen sobre las barras
correspondientes.

Fig. 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo I/D del gen ECA en
los subgrupos poblacionales estudiados.
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Por otra parte, 87,8 % (43/49) de los individuos caucasoides genotipificados son
portadores del alelo D, ya sea en estado homocigoto o heterocigoto, mientras que
79,6 % (35/44) de los negroides porta dicho alelo, diferencia que no representa una

significacion estadistica (p= 0,282).

No se hallaron diferencias significativas cuando se compararon las distribuciones
alélicas y genotipicas de los subgrupos negroide y caucasoide cubanos con las de 2
subpoblaciones negroides y 4 caucasoides extranjeras seleccionadas, respectivamente
(tablas 2 y 3). Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar las

subpoblaciones foraneas del mismo origen étnico entre ellas (tabla 3).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del sistema polimorfico I/D de la ECA

en las subpoblaciones estudiadas y las homalogas extranjeras

Poblacian
MNegroide

Cuba
EE. LIl

MNigeria

Caucasoide

Cuba
Madrid,
Espafia
Canarias,
Espafia
Yalencia,
Espafia

Sevilla,
Ezpafia

44

95

135

49

106

315

135

269

I1

0,204

0,210

0,220

0,123

0,08

0,146

0,140

0,123

Frecuencias
gencotipicas
1D

0,364

0,420

0,470

0,612
0,717
0,419
0,468

0,465

oD

0,432

0,360

0,310

0,265

0,255

0,435

0,392

0,412

Frecuencias

alélicas
I ]
0,326 0,614
0,426 0,574
0,460 | 0,540
0,429 0,571
0,320 | 0,620
0,356 0,644
0,373 | 0,627
0,355 | 0,645

Referencia

El presente
estudia

Lanfear,
2004
Botirmi,
1996

El presente
estudio

Mata-Belaguer,
2004

Hernahdez,
2002

Gher,
2001
Ldpez-Haldon,
1999
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Tabla 3. Comparacion de las distribuciones genotipicas
v alélicas del sistema polimarfico I/D de la ECA entre
las subpoblacitdnes estudiadas y las homalogas extranjeras

Yalar de p

para la comparacian
Poblaciones entre distribuciones
comparadas Genotipica alélica
MNegraoides
Cuba ws., EE. UL, 0,628 0,601
Cuba ws, Migeria 0,295 0,269
EE. U, vs, Migeria 0,595 0,575
Caucasoides
Cuba ws, Madrid 0,415 0,545
Cuba vs, Yalencia 0,320 0,344
Cuba ws, Canarias 0,176 0,127
Cuba vz, Sevilla 0,150 0,176
Madrid vs, Yalencia 0,768 0,724
Madrid vs. Canarias 0,433 0,423
Madrid vs, Sevilla 0,413 0,450
“Yalencia ws, Canarias 0,607 0,527
Yalencia vs, Sevilla 0.638 0,624
Canarias vs, Sevilla 1,000 1,000

DISCUSION

La influencia de un marcador genético sobre la patogenia de una enfermedad puede
presentar un efecto dominante (basta la presencia de un solo alelo para que se ejerza
la influencia) o un efecto recesivo (solo en los individuos homocigotos para el alelo se
expresa la influencia genética). También se presenta frecuentemente un efecto de
dosificacion génica sobre parametros cuantitativos, es decir, los homocigotos para el
alelo "predisponente" presentan mayor afectacion fenotipica que los heterocigotos
para dicho alelo.*®

Respecto a la consideracién del sistema polimdrfico I/D del gen de la ECA como
marcador de predisposicion a enfermedades, por lo general se estima que tiene un
posible efecto dominante y su influencia sobre parametros cuantitativos se considera
de dosificacién génica.’® Pero no se puede descartar la importancia clinica de un
efecto recesivo en algunas enfermedades en las que el efecto del heterocigoto tenga
una manifestacion subclinica.

Ademas, se han reportado diferencias en las frecuencias del polimorfismo genético
I/D de la ECA y en sus asociaciones con enfermedades comunes del adulto,
dependiendo del origen étnico de las poblaciones estudiadas. Eso evidencia la
importancia de incluir el factor racial en los estudios de caracterizacién poblacional.
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Los resultados de la caracterizacion de este polimorfismo en la subpoblacién cubana
evaluada en el presente trabajo pudieran tener implicaciones en el tratamiento
epidemioldgico, en ambos grupos poblacionales, de las afecciones en las que se
encuentre una asociacién con este marcador genético. Si tenemos en cuenta un
patron dominante en la interaccion de este polimorfismo con una enfermedad
particular, entonces la poblacién caucasoide presentaria mayor tendencia que la
negroide a desarrollarla.

En cambio, si se demuestra un patrén recesivo en la asociacion de este marcador
genético con alguna enfermedad, entonces la poblacién negroide presentaria mayor
tendencia que la caucasoide a padecerla por la mayor frecuencia del genotipo DD. No
obstante, debe tenerse en cuenta que estos valores de frecuencias genotipicas
particulares en cada grupo poblacional pueden deberse al azar, por el muestreo
realizado.

Ambos grupos raciales estudiados se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esto implica que sus frecuencias genotipicas pueden ser consideradas como estables
en la poblacién que representan y servir de referencia para estudios de asociacion con
diferentes enfermedades.

La comparacion entre las subpoblaciones cubanas estudiadas y otras de distintos
paises, relacionadas genéticamente, permitié obtener mas informacién sobre el nivel
de confiabilidad de nuestros resultados, asi como evaluar si en nuestro pais este
polimorfismo presenta caracteristicas particulares de importancia para enfoques
antropoldgicos y epidemiolégicos futuros.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los negroides cubanos no resultaron
significativamente diferentes a las de los afronorteamericanos estudiados por Lanfear
y otros™ ni a las reportadas por Rotimi y otros en la poblacién nigeriana,*® dichas
frecuencias se correspondieron con las de los grupos utilizados como controles en
ambos trabajos.

Asimismo, no se hallaron diferencias significativas cuando se compararon las
frecuencias alélicas y genotipicas de los caucasoides cubanos con aquellas de los
individuos controles de 4 estudios de asociaciéon desarrollados en las regiones
espafiolas de Madrid,*’ Canarias,® Valencia® y Sevilla.?°

La ausencia de diferencias estadisticas entre las distribuciones genotipicas y alélicas
de cada subgrupo racial cubano y las de sus similares de referencia, asi como entre
estos ultimos cuando se compararon entre ellos, indica tanto la homogeneidad de
este sistema polimoérfico a través de las poblaciones comparadas, como la adecuada
seleccion, en nuestro trabajo, de las subpoblaciones caucasoide y negroide cubanas,
componentes de una poblacidon general marcada por la mezcla de genes espafioles y
africanos.

Los datos internacionales usados en las comparaciones poseen la limitante de
provenir de estudios de tipo caso-control, o sea, los grupos controles seleccionados
respecto a la enfermedad o condicién, en relacién con la cual tales trabajos exploran
la asociacion con el polimorfismo genético, por lo que pueden no representar
adecuadamente las poblaciones generales respectivas.

En conclusiéon, este primer (hasta donde conocemos) estudio de prevalencia del
sistema polimérfico 1I/D del gen de la ECA en poblacibn general cubana,
particularmente en sus 2 principales grupos raciales, puede emplearse como base
para posteriores investigaciones de su prevalencia y relacibn con padecimientos
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multifactoriales de importante impacto en nuestro pais. Los resultados obtenidos
indican que en estos estudios se debera realizar el andlisis particular de los grupos
raciales de la subpoblacion cubana que se caracterice.
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