El genotipo D/D del gen de la enzima conversiva
de la angiotensina como factor de riesgo
de reestenosis post-stent coronario

Eduardo Guarda, Alejandro Fajuri, Eugenio Marchant, Alejandro Martinez,
Jorge Jalil, Guillermo Illanes, Andrea Vecchiola, Rosa Lazen, Alejandra Flores,
Victoria Barra, Sebastian Irarrazabal y Francisco Illabaca

Departamento de Enfermedades Cardiovasculares.

Pontificia Universidad Catélica de Chile y Clinica Antofagasta. Chile.
angiografia coronaria / angioplastia coronaria transluminal percutanea / angiotensina / bioestadistica / complicaciones postoperatorias / enzima

convertidora de angiotensina / estenosis coronaria / factores de riesgo / genotipos / implante de Stent

Introduccion. Un nuimero significativo de los pa-
cientes en quienes se implanta un stent coronario
experimentan reestenosis, la cual es secundaria a
proliferacion tisular. El sistema renina-angiotensi-
na esta muy involucrado en la hiperplasia neointi-
mal. Se conoce que la enzima conversiva de la
angiotensina esta regulada en parte por el polimor-
fismo I/D del gen de esta enzima y sus concentra-
ciones plasmaticas son mayores en los pacientes
homozigotos D/D. En este trabajo se estudié la po-
sibilidad de que el polimorfismo I/D pudiera estar
relacionado con la reestenosis intra-stent.

Métodos. Estudiamos el polimorfismo I/D del gen
de la enzima conversiva de la angiotensina en 48 pa-
cientes consecutivos en quienes se implant6 un stent
en forma electiva, en arterias nativas y que tuvieran
un reestudio angiografico a los 6 meses. Encontra-
mos reestenosis (definida como estenosis > 50% res-
pecto del lumen del vaso de referencia) en 23 de los
48 pacientes. Los grupos con y sin reestenosis no di-
ferian en variables como diabetes, colesterol plasma-
tico o resultados inmediatos de la angioplastia.

Resultados. Encontramos que el 22,9% de los pa-
cientes presentaba genotipo D/D; el 14,5% de los
pacientes fueron I/l y el 62,5% de los pacientes
eran heterozigotos I/D. Se pudo establecer que el
81,8% de los pacientes D/D desarrollé reestenosis
intra-stent, mientras que sé6lo el 40,0% de los pa-
cientes heterozigotos I/D presentaron reestenosis.
Los homozigotos I/l presentaron reestenosis muy
raramente (14,2%). La diferencia de incidencia de
reestenosis entre los grupos fue estadisticamente
significativa (p < 0,01).

Conclusiones. De acuerdo con estos resultados,
el polimorfismo D/D del gen de la enzima conversi-
va de la angiotensina puede ser un factor de riesgo
de reestenosis intra-stent, mientras que los indivi-
duos con genotipo I/I practicamente no desarrolla-
ron reestenosis.
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D/D POLYMORPHISM OF THE ACE GENE MIGHT
BE A RISK FACTOR FOR IN-STENT RESTENOSIS

Introduction. Although intracoronary stenting
has decreased restenosis rate compared to percuta-
neous balloon angioplasty, still a high number of
patients develop in-stent restenosis, which is an en-
tity primarily due to tissue proliferation. Experi-
mental studies have indicated that the renin-angio-
tensin system is involved in neointimal hyperplasia.
Plasma and cellular levels of ACE are associated
with an I/D polymorphism in the ACE gene. Indeed,
DD subjects have the higher ACE levels. The purpo-
se of this study was to explore the possibility that
the I/D polymorphism might be related with in-
stent restenosis.

Methods. We studied the ACE polymorphism in
48 consecutive patients who underwent successful
implantation of an elective coronary stent in native
coronary vessels and had a 6 month angiographic
follow up. Restenosis (50% of the reference vessel)
was observed in 23/48 patients. Patients with or
without restenosis did not differ in demographic
or clinical variables like diabetes, plasma choleste-
rol levels or in quantitative angiographic parame-
ters such as vessel reference size or minimal lumen
diameter after stent implantation.

Results. I/D polymorphism was distributed as fo-
llows: 22.9% of the patients were D/D; 14.5% were
I/T and 62.5% of the patients were heterozygous
I/D. The presence of restenosis was strongly rela-
ted with the I/D polymorphism: 81.8% of the pa-
tients with D/D genotype had restenosis, compared
with 40.0% of I/D patients and only 14.2% of the I/I
patients (x> p < 0.01).

Conclusions. In this limited cohort, homocygous
D/D of the ACE gene was significantly associated
with in-stent restenosis, whereas restenosis was in-
frequent in patients with the I/T genotype.

Key words: Stents. Restenosis. Angiotensin. Genes.
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INTRODUCCION en humanos, $) en humanos el mecanismo de rees-
tenosis postangioplastia con balén seria fundamental-
La enzima conversiva de la angiotensina (ECA) tie-mente por estrechamiento del vaso, y no por prolife-
ne un papel importante en el metabolismo de dos pépacidn celulatr.
tidos vasoactivos, la angiotensina Il (ATIl) y la bradi- Si bien losstents al suprimir el estrechamiento de
cinina. La formacién de Bl, mediada por la ECA, la arteria, han logrado reducir la incidencia de reeste-
ha sido implicada en la formacién de neointima en laosis postangioplastiahan creado una nueva enti-
reestenosis postangioplastia desde hace al menos udad, la reestenosis intetent en la cual el mecanis-
década Powell et al popularizaron el concepto demo parece depender exclusivamente de proliferacion,
que la ATII, por su capacidad de aumentar la prolifeimigracién de células musculares lisas y secrecién de
racion de las células musculares lisas, era un péptidmatriz extracelular. La reestenosis instantes una
clave en la formacién de neointitn®iversos autores entidad de dificil manejé, por lo cual la basqueda de
demostraron que el tratamiento con inhibidores de lanarcadores de reestenosis puede contribuir ya sea a
ECA (IECA) disminuia significativamente el tejido restringir el uso dstentsa ciertos pacientes, o a usar
de neoformacion en diversos modelos animales de reierto tipo de terapia que pueda prevenir la formacion
estenosis. Sin embargo, ensayos clinicos a gran esade neointima en aquellos pacientes que aparezcan
la, como los estudios MARCAIR y MERCATOR®#, como susceptibles. En los ultimos afios se ha identifi-
no demostraron que el uso de IECA disminuyera lacado al polimorfismo I/D del gen de la ECA como un
incidencia de reestenosis postangioplastia. Se han ipotencial marcador de diversos eventos cardiovascu-
vocado dos posibles teorias para explicar esta contréares, como infarto agudo de miocardio (IAM), hiper-
diccién: a) la dosis de IECA usada en esos modelogension arterial y reestenosis postangioplastia con
animales fue muy superior a la que puede ser usadmlorf'° Este polimorfismo se caracteriza por la pre-

TABLA 1
Caracteristicas basales y medicamentos
postangioplastia

DD ID Il

NUmero de pacientes 11 30 7
Edad (afios) 58+3 60 +2 62+3
Varones (%) 91 87 86
Fumadores (%) 48 41 42
Diabetes mellitus (%) 19 14 17
Hipertension (%) 25 32 29
Historia familiar (%) 35 27 32
Colesterol LDL (mg/dl) 137 +£5 139+4 127 +6
Colesterol HDL (mg/dl) 41 +£3 4715 39+3
Angina estable/inestable (%) 55/45 57/43 52/48
Infarto previo (%) 14 11 13
Multiples vasos (%) 12 15 14
Fraccion de eyeccion (%) 58 +3 61+2 60+1,7
Arteria sometida a angioplastia (%)

Descendente anterior 51 53 48

Coronaria derecha 31 28 26

Circunfleja 17 14 23
Caracteristicas de la lesion (%)

Tipo A 18 23 17

Tipo B 68 61 70

Tipo C 14 16 13
Tipo destent(n)

Palmaz 1 7 1

AVE 8 18 3

NIR 2 5 3
Tratamiento posterior (%)

Antagonistas del calcio 90 92 87

3-bloqueadores 15 10 17

Inhibidores ECA 10 7 8

Hipolipemiantes 66 59 71
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sencia (l) o ausencia (D) de un fragmento de 287 pa- _ TABLA 2 _
res de bases en el intron 16 de este gen, localizado en Angiografia cuantitativa de las lesiones
el cromosoma 17923 en humanos. El polimorfismo en la angioplastia y en el seguimiento

del gen de la ECA estaria asociado con la concentra-
cion plasmatica de la ECA, caracterizada por una ma-
yor produccién de esta enzima tanto tisular como cir-Postangioplastia

culante en el caso del genotipo DD. El objetivo del Vaso referencia (mm)  3,5+0,08 36x01

Reestenosis Sin reestenosis

presente trabajo fue estudiar la posible asociacién que E'—M (mm) o ?ivllgffi islfgllz
pudiera existir entre reestenosis instanty el poli- Segiti?r?ig?ti( %) SEL L EL
morfismo I/D del gen de la ECA. Vaso referencia 3,44+0,1 3,58+0,1
DLM (mm) 0,98 +0,09 2,7 £0,1*
METODOS Estenosis (%) 72+2,6 23,7 +1,8*
*p <0,01.

Pacientes

Se estudiaron 48 pacientes que cumplieron los Sigenotipo ECA
guientes criterios: angioplastia coronaria translumi-
nal percutanea (ACTP) castentcoronario electivo, Extraccion del ADN
lesion de novo en arteria nativa, resultado angiografi-
co 6ptimo y que tuvieran seguimiento angiogréafico. Se recolecté una muestra de sangre en un tubo con
La ACTP se realizé con técnicas habituales; losEDTA pH 8,0, que fue centrifugada y se eliminé el so-
stentsfueron implantados utilizando balones de altabrenadante; las células se resuspendieron en NacCl al
presion, hasta obtener un resultado con estenosis r6;9% frio (4 °C), repitiendo hasta eliminar los globu-
sidual inferior al 20%. En lgabla 1se puede apreciar los rojos. Posteriormente se agregd ADNzol para lisar
gue las caracteristicas basales de los pacientes cts globulos blancos. Luego se procedié a extraer el
distintos genotipos (DD, ID o Il) no difirieron signi- ADN, resuspendiéndolo en NaOH.
ficativamente entre si. Los pacientes permanecieron
en trqtamlento con aspirina de forma_l’ndeflmdg, tI—PCR del gen de la ECA
clopidina durante 4 semanas y se dejo a criterio de
los médicos tratantes el uso de otros medicamentos, Se utilizaron 2 ul del ADN extraido. Para el estu-
como RB-bloqueadores, antagonistas del calcio, hipolidio de este polimorfismo se usé la técnica de Rigat et
pemiantes u otros. La gran mayoria de los pacienteal'?. Losprimers5’-CTG GAG ACCACT CCC ATC
fueron tratados con antagonistas del calcio, y un re€TT TCT-3'y 5-GAT GTG GCC ATC ACA TTC
ducido numero de pacientes recibieron IECA (5-10GTC AGA T-3' fueron usados comsensey antisen-
mg/dia de enalapril) desde la angioplastia hasta la cse respectivamente. La PCR se realizé con una solu-
ronariografia de control. cion que contenia 2ldel ADN extraido, 8 jude
dNTPs 1,25 mM, 1,51iMgCl, 50 mM, 2 pl desense
(5 M), 2 ul deantisensed pM, 1 pl Taq polimerasa
1U/ul, y tampén hasta completar 50 pl. La solucion

La coronariografia y la angioplastia se efectuaron efue desnaturalizada a 94 °C durante 5 min. El termo-
un cineangiografo General Electric, y las peliculasciclador (Perkin Elmer) fue programado con los si-
fueron filmadas a 25 imagenes/s. Se eligieron las im&guientes ciclos: 94 °C durante 1 min, 60 °C durante 1
genes mas representativos (postimplantsteisty en  min, 72 °C durante 1 min, durante 30 ciclos, 72 °C
el seguimiento), para luego digitalizarlos por medio dedurante 10 min y posteriormente a 4 °C durante 10
un escaner Microteck Scanmaker [ISp con médulo denin. Los productos de la amplificacion fueron some-
transparencias, usando el programa PhotoShop 4.0tidos a electroforesis en geles de agarosa y luego fue-
un ordenador Macintosh Quadra. EI médulo de transron visualizados con bromuro de etidio y fotografia-
parencias permite escanear directamente la pelicula dims. La calificacion del polimorfismo fue realizada
35 mm, sin necesidad de realizar fotografias. Las imé&en duplicado desconociendo la presencia o la ausen-
genes fueron amplificadas hasta un tamafio de 700 kba de reestenosis.
(14 bit/pixel). Posteriormente se trasladaron al progra-
ma NIH—IMAGE. Tras amplificar nueva}mente, se defi- Analisis estadistico
nié para cada imagen una escala segun el patron de re-
ferencia (catéter de angioplastia, o catéter diagnostico) Los resultados se expresan en media * error estan-
y se procedio a realizar las mediciones. Cada mediciddar. Las variables continuas fueron comparadas me-
fue realizada en duplicado, segun hemos descrito preliante la prueba de la t de Student para medidas inde-
viamentét, pendientes, mientras que las posibles diferencias entre

Angiografia cuantitativa
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II PheERD TABLA 3

Distribucién del polimorfismo de la ECA
en pacientes con y sin reestenosis

Reestenosis Sin reestenosis
I 1 6
1/ID 12 18
D/D 9 2

x?=p<0,01.

con genotipo I/D presentaron reestenosis angiografi-
ca (p<0,01).

DISCUSION

En la reestenosis postangioplastia coronaria existen
Fig. 1. Se observa el aspecto tipico de los diferentes genotipoglementos caracteristicos como la proliferacion y la
descritos en este trabajo. migracion de células musculares lisas y/o de miofibro-
blastos desde la adventicia y capa media hacia la sub-
intima, seguidas de una gran acumulacién de elemen-
las variables categdricas fueron analizadas mediante tas de la matriz extracelulgrentre ambas constituyen
prueba de lg?2 la neointima. Aunque ciertamente influyen fenémenos
locales como el grado de agresioén local, el tipo de an-
RESULTADOS gioplastia_(balén.stent rotablator, etc.), para ,eI. caso
de la angioplastia coronaria es un hecho clinico evi-
Angiografia cuantitativa dente de que algunos pacientes, habiendo sido tratados
de igual manera, evolucionan en forma muy diferente,
Las causas de reestudio coronario en ambos grupadgunos perfectamente (sin reestenosis) mientras que
de pacientes fueron diversas. En el grupo con reesteiros desarrollan una gran respuesta tisular, cuya ma-
nosis se reestudiaron 17 pacientes por dolor toracico, rifestacion es la reestenosis. Desde que se comprobo
por IAM reciente, 1 por test de esfuerzo positivo ygue la reestenosis era el punto débil de la angioplastia,
1 por control electivo asintomatico. De los pacientese ha intentado identificar marcadores de riesgo de re-
sin reestenosis, 15 se reestudiaron por dolor toracicestenosis para concentrar esfuerzos en aquellos pa-
10 fueron controles asintomaticos y 1 por test de essientes mas susceptibles de presentarla. Existen ciertos
fuerzo positivo. El tiempo promedio de reestudio fuefactores que han aparecido reiteradamente como pre-
7,9 £1,2 meses en el grupo con reestenosis y de 6,5 dictores de reestenosis como el tamafio del vaso de re-
0,6 meses en el grupo sin reestenosis. Hubo 22 castezencia inferior a 2,7 mm, placas largas y diabetes
con reestenosis angiografica, definida como estenosisellitus. \arios otros factores han quedado descarta-
superior al 50% del vaso de referencia por angiografidos debido a que han demostrado su menor consisten-
cuantitativa {abla ). cia en distintos estudios.
Existen otras lineas de investigacion que buscan
Genotipo ECA Irnar_(:adores genéticos que perm’itan seleccionar mejor
as intervenciones que sean mas adecuadas para de-
En lafigura 1se observa el aspecto tipico de los di-terminados pacientes. Es muy posible que existan
ferentes genotipos descritos en este trabajo. Puede otiertas caracteristicas hereditarias que predispongan
servarse que el alelo de insercion | se detecta coma organismo a reaccionar frente a diversas agresio-
una banda a 490 pb, mientras que el alelo D se presemes, como el balén o stentintracoronario. Esta di-
ta como una banda de 190 pb. Los heterozigotos I/Berente respuesta a la agresion se observa claramente
expresan ambas bandas. en la gran variacién que puede observarse en distin-
Del total de pacientes, el 22,9% (11/48) presentdos sujetos en respuesta a una herida cutanea, que os-
genotipo D/D, el 14,5% (7/48) genotipo I/l y 30/48 cila desde una cicatrizacién perfecta en algunos indi-
(62,5%) present6 genotipo I/D. viduos hasta la aparicion de un queloide en otros.
En la tabla 3 se puede apreciar que el 81,8% Poder identificar genes que influyen sobre estas res-
(9/11) de los pacientes con genotipo D/D presentapuestas puede ser de gran ayuda para seleccionar a
ron reestenosis, mientras que soélo el 14,2% (1/7los pacientes con mejores resultados frente a ciertas
con genotipo I/l y el 40,0% (12/30) de los pacientesntervenciones, o que obliguen a tomar mayores pre-
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cauciones para protegerlos de posibles evolucionegpos de la ECA en respuesta a bloqueadores de

poco satisfactorias.
Recientemente se han publicado estudios que han
implicado a variantes alélicas del gen de la ECA en di
versas afecciones cardiovasculares como infarto de€
miocardio e hipertension artefi&l La explicacion fi-
siopatoldgica parece estar relacionada con una may@o

la ATII.

CONCLUSIONES
En suma, en esta poblacién seleccionada, el genoti-

D/D se asocio significativamente a mayor inciden-

produccién de ECA circulante y tisular en los pacien-cia de reestenosis pastent Se requieren estudios a

tes que presentan el genotipo B su vez, la mayor

mayor escala y prospectivos para poder establecer de

disponibilidad de ECA permite una mayor producciénforma mas definitiva a este criterio como un factor de
de ATll, que es un potente estimulo para la prolifera-riesgo de reestenosis paséent

cion de células musculares lisas y de sintesis de cola-
geno (centrales en reestenosis). Paralelamente, aumen-
ta la degradacion de bradicinina. Se ha descrito que

ésta puede ejercer un papel inhibidor de la proliferagg| jocrAFiA

cién neointimal.

En este trabajo encontramos que el 22,9% de los pal.
cientes presentaba genotipo D/D, el 14,5% genotipo
I/l y el 62,5% genotipo I/D. Esta frecuencia alélica es
similar a la referida por Ribichini et al, en pacientes ;.
coronario$’. El hallazgo de que en nuestra poblacién
el 81,8% de los pacientes con genotipo D/D presenta-
ron reestenosis es interesante. En el estudio de Ribi®:
chini et al la incidencia de reestenosis para este genoti-
po fue del 60,0%. Seria necesario estudiar a un
namero mayor de enfermos para determinar si en la
poblacion chilena en particular la presencia de este
marcador de riesgo es tan intensamente predictiva dg
reestenosis como se observa en nuestro estudio.

En todo caso nuestros hallazgos concuerdan con las
de la bibliografia, de modo que se suman a diversas
experiencias internacionales en el sentido de que efec-
tivamente existiria una asociacion entre la presencia
de este marcador y la reestenosis postangiopfdétia 5.
Es posible que esta asociacion pueda ser un poderoso
elemento de juicio respecto del usostientsen estos
pacientes. Alternativamente, estos pacientes podrian
ser tratados en forma enérgica con IECA, intentando
bloquear la produccién de ATIl, o con antagonistas de
los receptores AT1 de la ATIl, que son capaces de inhi-
bir la actividad de ATIl generada ya sea por accién de
la ECA o por otras vias, incluyendo la cinasa intersti-
cial®, lo que confiere en teoria méas posibilidades de
éxito, al bloquear completamente el sistema en su8
efector final.

Es conveniente destacar que éste no es un estudio de
la incidencia de reestenosis, sino que esta dirigido a
explorar algunos aspectos poco conocidos de pacientes
con y sin reestenosis angiografica. Una limitacion de-
este trabajo consiste en que la mayoria de los pacien-
tes fueron estudiados por presentar sintomas (aunque
sélo la mitad de ellos efectivamente presentaron rees4.
tenosis), y que numerosos pacientes stentsno fue-
ron incluidos por no contar con una coronariografia de12
control. Ala luz de estos resultados, estamos realizan-"
do un estudio prospectivo en el que se analiza la inci-
dencia de reestenosis en pacientes con distintos geno-
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