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Influencia del polimorfismo de la
enzima convertidora de angiotensina
2 (rs1978124) en la respuesta
hemodinamica posterior a la prueba
aerdbica submaxima en jovenes
estudiantes chilenos sedentarios

NACIM MOLINA GUTIERREZ'*, SANDRA BECERRA MUNOQZ?2®,
ALEJANDRO PACHECO VALLES?*

Effect of angiotensin converting enzyme
2 151978124 gene polymorphism on the
hemodynamic response to exercise

Background: Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) has a protective
role in the regulation of blood pressure. Aim: To evaluate the influence of ACE2
151978124 gene polymorphism on the hemodynamic response after a six-minute
walk submaximal aerobic test. Material and Methods: A six-minute walk
submaximal aerobic test was carried out in 47 men and 55 women, aged 22 +
2 years. Blood pressure was recorded before and after the test. Pulse rate was
recorded continuously. ACE2 polymorphism was determined in DNA extracted
from a blood sample. Results: For women, the genotype distribution did not
deviate from Hardy-Weinberg equilibrium (y? = 0.804, d.f. = 1, P = 0.4) and
no significant differences in heart rate, systolic and diastolic blood pressure were
observed between CC, CT and TT genotypes before and after the test. Among
men no differences in these parameters were observed either between the three
phenotypes. Conclusions: ACE2 rs1978124 gene polymorphism did not influence
the hemodynamic response to submaximal exercise in these participants.
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para realizar un esfuerzo fisico pesado por

un largo periodo de tiempo utilizando gran-

des grupos de musculos sin algin desequilibrio

significativo de la homeostasis'. La presion arterial

(PA) se eleva en respuesta al ejercicio fisico y como

sabemos, la magnitud de esta respuesta depende

del tipo de ejercicio®. Ademds, se estima que entre

20y 60% de la variacion de la PA entre los indi-
viduos, es dado a factores genéticos’.

Uno de los principales reguladores de la PA es

l a condicion fisica es la capacidad del cuerpo

la enzima convertidora de angiotensina (ACE), un
componente del sistema de renina angiotensina y
aldosterona (RAAS), que media la conversién de
la angiotensina I en angiotensina II (Ang II) y la
degradacién kininas, controla la vasoconstricciéon®.

A diferencia de la accién de la ACE, la ACE2
podria regular negativamente el RAAS median-
te la generacién de una via vasodilatadora con
generacion de péptidos Ang 1-9 y Ang 1-7°, que
a su vez se une al receptor MAS®. Este eje ACE2
a través de su molécula Ang 1-7, ha demostrado
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ser anti-hipertensiva que causa vasodilatacién y
mejora el metabolismo del musculo esquelético”®.

El gen ACE2 estd localizado en el cromosoma
X®, comparte cerca de un 42% de semejanza con
el dominio catalitico de la ACE somatico. Se ha
reportado que juega un papel protector en la regu-
lacién de la homeostasis de la presién arterial'®'.
Esto se logra mediante la hidrolizacién de la ape-
lina-36 en la apelina-13 por la ACE2, que también
esresponsable de la inactivacién de la angiotensina
Iy II'*". Los estudios de asociacion entre los po-
limorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus
siglas en inglés de Single Nucleotide Polymorphism)
del ACE2 yla PA han arrojado diversos resultados
en los seres humanos. En poblaciones australiana
y alemana, los estudios no encontraron ninguna
asociacién entre los SNP del ACE2 y la PA™",
Mientras que en poblacién china el rs1978124 de
este mismo gen, se asoci6 positivamente a niveles
mas altos de PA'®. No obstante, cada poblacién
tiene distintas frecuencias en variantes genéticas,
las que pueden matizar en mayor o menor medida
el efecto de un solo polimorfismo. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la influencia
del polimorfismo rs1978124 del gen ACE2 en la
respuesta hemodindmica post prueba aerdbica
submdxima en jévenes estudiantes chilenos se-
dentarios, con el fin de caracterizar algunas de las
variables que pudiesen influir en la regulacién de
la presion arterial, que permitan explorar alterna-
tivas de tratamiento mds precisas en sujetos que
presentan un genotipo de riesgo.

Materiales y Método

Sujetos

El tamano de la muestra se calcul6 utilizando
el programa Epi-Info 7 (CDC, USA.), utilizando
un intervalo de confianza de 95%, un margen de
error del 10% y una heterogeneidad de 50%; lo que
arroj6 una muestra N de 96 individuos. Se selec-
cion6 una muestra de 102 individuos chilenos: 47
hombres (21,51 + 2,04 afios) y 55 mujeres (21,71
+ 2,45 anos), estudiantes de la Universidad Cato-
lica del Maule, que participaron voluntariamente
formar parte del estudio. Los criterios de exclusion
fueron el diagnéstico de hipertension, diabetes,
patologias musculo esqueléticas u osteoarticulares,
uso de medicamentos que pudieran alterar los
pardmetros de interés, obesos, relacién consan-
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guinea directa con otro participante, deportistas y
personas que practican ejercicio al menos 3 veces
por semana de manera regular. Todos los parti-
cipantes firmaron el consentimiento informado
aprobado por el Comité de Etica Cientifica de la
Universidad Catdlica del Maule.

Prueba submdxima aerébica

Como prueba aerébica subméxima, se utilizé el
protocolo de la Prueba de Caminata de 6 min de la
Sociedad Tordcica Americana (ATS)". Los sujetos
caminaban lo mds rdpido posible una distancia
de 30 metros por un periodo de 6 min. Al mismo
tiempo, se estimulaba continuamente la marcha
y se registraba la frecuencia cardiaca minuto a
minuto, y la presién sanguinea se registraba antes
e inmediatamente después de la prueba.

Muestra de sangre y genotipado de ACE2

Se extrajo ADN genémico de 5 cc de sangre
periférica mediante un procedimiento de Nal opti-
mizado por Salazar et al.'. La genotipificacion del
ACE2 se realiz6 mediante la técnica PCR-RFLP,
utilizando los partidores 5> GCCTCATGCTCTC-
TTCAC-3’y3 CAGACCTCCAAGGACTCCA-5,
disenados con el software Primer3 v0.4.0 que
estd disponible en http://frodo.wi.mit.edu/. La
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se
realiz6 de acuerdo con el protocolo del fabricante
(GoTAQ Promega, EE.UU.) en un termociclador
T100 (Bio-Rad, EE.UU.) Las condiciones térmicas
fueron: un paso de 95°C durante 5 min, seguido
de 32 ciclos de 30 segundos a 95°C, 60°C y 72°,
y un paso final de 10 min a 72°C. El producto
de la PCR de 402 pb fue digerido con la enzima
ECO471 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) bajo la
recomendacion del fabricante. Finalmente, los
productos fueron sometidos a electroforesis en
un gel de agarosa al 2% y tenidos con GelRed®
(Biotium, Hayward, USA.). El alelo C fue inter-
pretado con dos bandas de 309 y 93 pb. El alelo T
fue una banda tnica de 402 pb. Dos investigadores
independientes interpretaron la electroforesis del
producto de restriccién enzimadtica, para luego
proceder a determinar los genotipos.

Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron
con el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, EE.UU.). Los datos se presentaron como
media + desviacion estandar (DE). Se utilizé como
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método estadistico la prueba t no emparejada o
ANOVA para comprobar las diferencias en la
media entre los grupos segtin corresponda. La dis-
tribucién del genotipo, la frecuencia de los alelos
y el equilibrio de Hardy-Weinberg se probaron
mediante un andlisis de chi-cuadrado (x?). La
significacion estadistica se fijé en P < 0,05.

Resultados

El andlisis de los efectos del polimorfismo de
la ACE2 se realiz6 por separado para los hombres
y mujeres debido a que la variante genética se
encuentra en el cromosoma X.

En el caso de las mujeres, la distribucion del ge-
notipo (Tabla 1) no se desvié de la predicha por el
equilibrio de Hardy-Weinberg (y* = 0,804242601,

d.f.=1,P=0,369828). No hubo diferencias signi-
ficativas en los pardmetros biométricos entre los
grupos de genotipo CC, CT y TT. La frecuencia
cardiaca (FC), la presiéon sanguinea sistolica (PAS)
y la presién sanguinea diastdlica (PAD) tampoco
tuvieron diferencias significativas después de la
prueba aerébica submaxima (P = 0,098, 0,6693 y
0,924 respectivamente; ANOVA) (Tabla 2).

Paralos hombres, el equilibrio de Hardy-Wein-
berg no pudo ser calculado debido a la herencia
ligada al cromosoma X del polimorfismo. Los
parametros de la linea de base no presentaron
diferencias significativas (Tabla 1). Tampoco
hubo diferencias significativas en los cambios en
FC, PAS y PAD entre los grupos de genotipo CC
y TT después de la prueba aerébica submaxima.
(P=0,835,0,621y 0,559 respectivamente; prueba
t no emparejado) (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas de base de la poblacion estudiada estratificada por género

Caracteristicas Hombres
Genotipo Genotipo Valor p
C T
Muestra, % 21(44,7) 26 (55,3)
Edad, anos 222+22 21,719 0,4168°
Peso, Kg 71,1105 684 +83 0,3315°
Talla, cms 170,8+6,1 170,9 = 6,6 0,9276"

Mujeres
Genotipo Genotipo Genotipo Valorp
ccC CcT L
8(14,5) 30 (54,5) 17 (30,9)
21,50=3,2 21,4+23 222=*22 05045
56,2 69 591+72 573=+48 0,4395
160,0 =3,8 158,755 1594 =48 0,7855

Los datos se reportan como media + DE o nimero de sujetos (%). Test estadisticos: 2ANOVA unidireccional; Prueba de com-

paraciones multiples; ®Prueba de t no emparejada *P < 0,05.

Tabla 2. Resultados hemodinamicos en pruebas fisicas segun el polimorfismo del gen ECA2,
analisis del genotipo, en hombres y mujeres

Caracteristicas Hombres

Genotipo Genotipo Valorp

C T

FC Inicio,pulsos/min = 72,3 +12,3 72,2+ 11,1 0,9851°
FC Final, pulsos/min  168,7 = 21,7 167,2 + 27,0 0,8354"
PAS Inicio, Mm Hg  121,5 + 10,9 122,6 + 10,8 0,7044"
PAD Final, mmHg  156,9 = 21,9 154,1 = 15,8 0,6214°
DBP Inicio, mm Hg 75,9 = 8,7 77,2 -89 0,6646°

PAD Final, mm Hg

859 =139 881118 0,5597°

Mujeres
Genotipo Genotipo Genotipo Valorp
CcC CcT T
85390 865+134 773174 0,1109°
181,8 = 4,1 184,7 = 13,3 174,2 = 21,8 0,0986°
108,7 = 11,4 117,23 9,2 113,8+7,7 10,0648
1404 =89 1363 =135 136,7=7,6 0,6693°
71,2 = 10,1 75,6 = 7,3 76,1+ 9,7 0,3720°
87,0+ 22,16 86,7 = 11,5 852 =*9,7 0,92442

FC: Frecuencia Cardiaca; PAS: presion arterial sistolica; PAD: presién arterial diastélica. Los datos se reportan como media =
DE. Prueba estadistica: 2ANOVA unidireccional; Prueba de comparaciones multiples; *Prueba de t no emparejada *P < 0,05.
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Discusiéon

En el presente estudio, evaluamos por pri-
mera vez un posible efecto del polimorfismo del
ACE2 en la respuesta hemodindmica posterior a
la prueba aerébica submdxima en una muestra
chilena sedentaria joven. Los principales hallazgos
de este estudio muestran que no hubo diferencias
previas ni posteriores las variables hemodindmicas
como la FC, PAS y PAD en el grupo estudiado,
en contraposicién con las diferencias descritas en
poblaciones orientales o caucdsicas descritas por
Patel, et al.”.

Malard et al., en un estudio de cohorte realiza-
doalolargo de 5 anos, encontraron una asociacién
de diferentes SNPs del gen ACE2 con cambios en
la presién sanguinea en los sujetos jovenes®, sin
embargo nuestro estudio intenta atribuir estos
cambios a un estimulo agudo como la prueba
aer6bica subméxima.

Cabe recalcar, que la variante genética descrita
se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg para
las mujeres, mientas que para los hombres no fue
posible hacer este célculo ya que esta variante se
presenta en el cromosoma X, siendo un cromoso-
ma tnico para el género y por lo tanto ofrece solo
2 alternativas, Co T.

Los resultados obtenidos en este estudio se
asemejan a los encontrados en poblacién ado-
lescentes franco-canadienses®, australianos' y
chinos?, lo que podria indicar que el polimorfis-
mo (rs1978124) de la ACE2 no tiene un impacto
importante en los cambios de la presion sanguinea
en sujetos sedentarios en contraposicién con otros
polimorfismos del mismo gen'>*2. Sin embargo,
la mayoria de esos estudios analizan las variables
hemodindmicas en sujetos con algin tipo de
patologia cardiovascular'®?"®, lo que significa
que el sistema ya se encuentra expuesto a una
condicién de estrés basal. Este altimo factor, pu-
diese acentuar el papel que juega la ACE y ACE2
en la modulacién de la respuesta hemodindmica
frente a un estimulo, evidenciando diferencias en
variables como la presién arterial.

Con esto en cuenta, y dado que se ha demos-
trado en modelos animales que el entrenamiento
fisico promueve cambios en la expresion del ACE2
y que la expresion del gen de la ACE2 se presenta
como un potente vasodilatador®, serfa interesante
continuar este estudio buscando la asociacién de
esta variante genética y la respuesta del sistema
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cardiocirculatorio frente a un estimulo aerébico
maximo.

En conclusiéon, nuestros resultados indican
que el polimorfismo rs1978124 del gen ACE2,
no influye en la respuesta hemodindmica en es-
tudiantes chilenos después de la prueba aerdébica
submaxima.
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