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Polimorfismo K121Q del Gen ENPP1 y Cardiopatia Isquémica en
Pacientes con Diabetes Melitus
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Resumen

Fundamento: El gen ecto-nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1 (ENPP1) es un gen candidato a la resistencia
insulinica. La resistencia a la insulina es un componente importante del sindrome metabélico y ha sido involucrada en
el desarrollo de enfermedad cardiaca isquémica (ECI).

Objetivo: Evaluar la asociacion entre el polimorfismo K121Q del gen ENPP1 y la presencia de ECI en pacientes caucasicos
con diabetes melitus (DM) tipo 2.

Métodos: Se realizé un estudio transversal en pacientes con DM tipo 2 (n=573; 50,6% hombres; edad 59,5+10,4
anos). Se definié la ECI por la presencia de angina o infarto agudo de miocardio mediante el cuestionario cardiovascular
de la Organizaciéon Mundial de la Salud y/o alteraciones compatibles en el ECG (c6digo Minnesota) o centellograma
miocardico. El polimorfismo K121Q fue genotipificado mediante la técnica de PCR y digestion enzimatica.

Resultados: La ECI estuvo presente en 209 (36,5%) pacientes. La frecuencia de los genotipos KK, KQ y QQ entrel os
pacientes con ECI fue del 60,8%, 34,4% y 4,8%, semejante a la distribucion de los genotipos entre los pacientes sin ECI
(64,0%, 32,7%y 3,3%, P = 0,574). No se observo diferencia en las caracteristicas clinicas o de laboratorio entre los tres
genotipos, ni en relacion con la presencia de sindrome metabélico.

Conclusién: No se encontré ninguna asociacién entre el polimorfismo K121A del gen ENPP1 y la presencia de ECI o

caracteristicas fenotipicas de resistencia insulinica. (Arq Bras Cardiol 2010; 94(2) : 159-163)
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Introduccion

La resistencia a la accién de la insulina es uno de los
principales mecanismos involucrados en la patogénesis
tanto de la diabetes melitus (DM) tipo 2 como del Sindrome
Metabdlico (SM)'. Ademas, la resistencia a la accién de
la insulina se asocia también a fenotipos implicados en la
definicién de SM, tales como obesidad central, hipertensién
arterial, dislipidemia y tolerancia disminuida a la glucosa. El
estado de resistencia a la accién de la insulina es més frecuente
en individuos mayores, obesos y sedentarios, y su presencia es
probablemente el resultado de la interaccién entre el ambiente
y factores genéticos.

La influencia genética en la accién de la insulina fue
descrita en estudios de familias. Reinhard et al* evaluaron el
impacto del diagnéstico de SM en el riesgo de enfermedades
cardiovasculares en familias alemanas con gran carga genética
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para enfermedad cardiaca isquémica (ECI). Los autores
mostraron que el SM es un predictor independiente de
morbilidad y mortalidad cardiovascular, especialmente en
pacientes jovenes con historia familiar de ECI precoz.

El gen ecto-nucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1
(ENPP1) es prominente entre los posibles candidatos para
el desarrollo de SM, pues su polimorfismo K121Q parece
estar asociado a la accién de la insulina®*. El ENPP1 codifica
una glucoproteina de membrana de clase 2, que influencia
negativamente la sensibilidad a la accién de la insulina
inhibiendo la sefial del receptor de insulina tirosina quinasa.
La variante 121Q (alelo de riesgo) se liga al receptor de
insulina tirosina quinasa con mayor afinidad que su alelo
salvaje 121K, resultando en menor autofosforilacién del
receptor. En un estudio multicéntrico, la variante 121Q se
asocié con mayor riesgo de desarrollo precoz de DM tipo 2 e
infarto agudo de miocardio, comparado con el alelo 121K°.
En un metaanalisis reciente de 15.801 pacientes con DM
tipo 2 y 26.241 individuos control, el alelo 121Q se asocio
a un creciente riesgo de DM tipo 2, que fue modulado por
el indice de masa corporal (IMC)”. No obstante, atin no ha
sido plenamente analizado el rol preciso del polimorfismo
K121Q en el desarrollo de complicaciones vasculares de
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la DM tipo 2, especialmente en relacién a la enfermedad
cardiovascular aterosclerética.

Asi, el objetivo de este estudio fue analizar la asociacion
entre la variante 121Q del gen ENPP1 en pacientes blancos
con DM tipo 2 y la presencia de ECI, SM y fenotipos
relacionados.

Métodos

Pacientes

Se llevé a cabo un estudio transversal con una muestra
compuesta por 573 pacientes blancos con DM tipo 2% en
seguimiento ambulatorio en el Servicio de Endocrinologia del
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil. Estos pacientes son
participantes de un estudio que se inicié en 2002 y esta siendo
realizado en el estado de Rio Grande do Sul, con el objetivo
de estudiar la DM y sus complicaciones crénicas. Ademas
del Servicio de Endocrinologia del Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, otros tres hospitales participaron del Proyecto:
Grupo Hospitalario Nossa Senhora da Conceigao, Hospital Sao
Vicente de Paula y Hospital Universitario de Rio Grande.

Evaluacion clinica

Los pacientes fueron sometidos a una evaluacién
estandarizada descrita previamente®, que inclufa: edad,
duracién de la DM y medicamentos en uso en el momento.
Para evaluar las complicaciones crénicas de la DM y los
factores de riesgo cardiovascular, se realizaron el examen
fisico y los test de laboratorio. El peso y la altura se tomaron
con los pacientes vestidos con ropa liviana y sin zapatos.
El IMC fue calculado mediante la relacién peso (kg)/altura®
(m). El perimetro de cintura se midi6 a la altura de la cicatriz
umbilical'. Se defini¢ la hipertension arterial como la presién
de = 140/90 mmHg, o por el uso corriente de medicamentos
antihipertensivos''. Los pacientes que habfan fumado
regularmente en el afio anterior, fueron considerados como
fumadores activos.

La ECI fue diagnosticada en presencia de angina o
posible infarto de miocardio de acuerdo el cuestionario
cardiovascular de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y/o cambios electrocardiogréficos compatibles
(Cédigo de Minnesota: patrones Q y QS[1.1-2, 1.3]; unién
e infradesnivel del segmento S-T [J] [4.1-4]; items de la onda
T [5.1-3], y bloqueo completo de rama izquierda [7.1])'
y/o anormalidades en la perfusién (fijas o variables) en el
centellograma de miocardio en reposo o luego del uso de
dipiridamol. Estas herramientas de diagnéstico para isquemia
de miocardio en pacientes con DM tipo 2 fueron evaluadas
previamente en un estudio prospectivo's.

El diagnéstico de vasculopatia periférica se basé en
la presencia de claudicacién intermitente (cuestionario
cardiovascular de la OMS) o ausencia de pulso en los
miembros inferiores durante el examen fisico.

La retinopatia diabética (RD) fue evaluada por un
oftalmélogo experimentado mediante fundoscopia directa
bajo midriasis. La RD fue clasificada como ausente y no
proliferativa (RDNP) (microaneurismas, exudados duros y

hemorragia) o RD proliferativa (RDP) (presencia de neovasos
y/o tejido fibroso en cavidad vitrea). La nefropatia diabética
(ND) fue definida por la tasa de excrecién urinaria de albdmina
(EUA) en ausencia de infeccién urinaria u otras anormalidades
del tracto urinario, en por lo menos dos mediciones aisladas,
y se clasific6 como microalbuminuria (EUA 20-199 ug/min)
o macroalbuminuria (EUA = 200 ug/min)'.

El SM fue definido, de acuerdo a los criterios del Programa
Nacional de Educacién sobre Colesterol - Panel de Tratamiento
de Adultos I, como la presencia de dos o mas de los siguientes
factores ademas de DM: obesidad abdominal (circunferencia
abdominal >102 c¢cm en hombres y >88 cm en muijeres);
altos niveles de triglicéridos en suero (= 150 mg/dl); bajo
colesterol HDL (<40 mg/dl en hombres o <50 mg/dl en
mujeres), y alta presién arterial (= 130/85 mmHg o consumo
de medicamentos antihipertensivos)>.

Test de laboratorio

La EUA se midi6 utilizando la técnica de inmunoturbidimetria
en muestra de orina estéril de 24h, sin utilizacién de inhibidores
de la enzima convertidora o bloqueantes de los receptores
de angiotensina. El nivel de glucosa en ayuno se determiné
mediante el método de la glucosa oxidasa; la creatinina,
mediante la reaccién de Jaffe, y la HbATc, por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC; Merck-Hitachi 9100;
valores de referencia: 4-6%); los niveles de triglicéridos y
colesterol fueron medidos usando el método enzimatico, y
el LDL se calcul6 mediante la ecuacién de Friedewald. Para
medir la insulina en suero se utiliz6 radioimunoensayo (Elecsys
R Systems 1010/2010/ modular analysis E170 - ROCHE) en
una muestra de pacientes que no estaban usando insulina y
que posefan creatinina en suero en un nivel <1,3 mg/dl. La
resistencia a la insulina fue estimada mediante el Modelo de
Evaluacion de la Homeostasis {indice Homeostasis Model
Assessment = [insulina de ayuno (mUI/ml) X ayuno de glucosa
sanguinea (mmol/l)] / 22,5)}, validado recientemente'®.

Analisis molecular

Los individuos fueron genotipificados para polimorfismo
ENPP1 K121Q), conforme lo descrito anteriormente'”. Se aisl6
el DNA de los linfocitos usando procedimientos estandar'®.
Todas las RCPs fueron realizadas en un volumen final de 25
conteniendo 50 ng de DNA genémico, 20 mmol/l Tris-Cl, (pH
8.4), 50 mmol/l KCI, 1.5 mmol/l MgCl,, 0.2 mmol/l dNTPs,
1 unidad de TagDNA polimerasa, y 1 umol/l de primer
especificos para obtener exon 4 (frente: 5'-CTG TGT TCA
CTT TGGACATGT TG-3" y reverso: 5'-GAC GTT GGA AGA
TAC CAG GTT G-3'). Los productos RCP fueron digeridos
por la enzima de restriccion Avall y separados en gel de
agarosa. El alelo que codifica la variante K aparecié como un
fragmento simple de 238 pares de base y el alelo que codifica
la variante Q, como dos fragmentos de 148 y 90 pares de
base cada uno.

Analisis estadistico

Para comparar las caracteristicas de pacientes con o
sin ECI se utilizaron el teste t de Student para muestras
independientes o el test U de Mann-Whitney, segin se
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apropiara. Para comparar las caracteristicas clinicas y de
laboratorio de pacientes divididos de acuerdo a sus genotipos,
se utilizaron los test chi-cuadrado y de analisis de varianza
simple (One-Way ANOVA). El test de Tukey se utiliz6 para
comparaciones post hoc miltiples. El Equilibrio de Hardy-
Weinberg fue calculado utilizando frecuencia de alelos y el
test chi-cuadrado. Las variables con una distribucién no-
normal fueron sometidas a la transformacién logaritmica.
Las variables continuas fueron descritas como promedio
+ desviacion estandar, o mediana y minimo-maximo, y las
variables categéricas se expresaron como nimero de casos y
porcentaje. Un valor de P <0.05 (dos colas) fue considerado
como significativo. Los analisis fueron realizados utilizando
el programa Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales
(SPSS, version 14.0 para Windows).

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital de Clinicas de Porto Alegre, y todos los
pacientes firmaron el Consentimiento Informado.

Resultados

Pacientes

La edad promedio de los 573 pacientes incluidos fue de
59,5 = 10,4 anos con un tiempo de duracién de DM conocido
de 11,7 £ 9,2 anos e IMC de 28,9 = 5,2 kg/m?. Las mujeres
constituian el 49,4% (n = 283) de la muestra. La ECI estaba
presente en 209 (36,5%) pacientes. En la Tabla 1 se describen
las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes,
divididos de acuerdo a la presencia de ECI.

Los pacientes con ECI tenfan DM de mas larga data y habia
mayor frecuencia de fumadores (P = 0,010) (Tabla 1). Las
otras caracteristicas clinicas, tales como edad, distribucién
de hombres y mujeres, presion arterial, IMC y circunferencia
abdominal, no fueron diferentes. Respecto a los datos de
laboratorio, el grupo con ECI presenté mayores niveles de
creatinina en suero (1,61 = 1,8 vs 1,30 = 1,37 mg/dI, P
= 0,024) e indices mas altos de EUA [15 (0,8-3162) vs 5,3
(0,1-7680) ug/min, P <0,001] que pacientes sin ECI. El SM
aparecié en el 96,1% (n = 323) de los pacientes sin ECl y en
el 91,8% (n = 178) del grupo con ECI (P = 0,118).

La presencia de ECI fue mdés frecuente entre aquellos
con cualquier grado de RD (RDNP/RDP) (44,2% vs 33,7%,
P=0,003), ND (micro/macroalbuminuria) (47,4% vs 32,1%,
P <0,001) o enfermedad vascular periférica (52,5% vs 33,0,
P <0,001) que entre aquellos sin estas complicaciones.

Polimorfismo K121Q y enfermedad cardiaca isquémica y
sindrome metabélico

Los genotipos evaluados estaban en Equilibrio de Hardy-
Weinberg (P >0,05), y la frecuencia del alelo de riesgo (alelo
Q) erade 20,5%. Las caracteristicas clinicas y de laboratorio de
los pacientes divididos de acuerdo a los diferentes genotipos
no se diferenciaron entre los tres grupos (Tabla 2).

Cuando los pacientes fueron divididos de acuerdo a la
presencia de ECI, la distribucion de genotipos KK, KQ y QQ
fue del 60,8%, 34,4% y 4,8%, no diferente de la distribucién
genotipica observada en el grupo sin ECI (64%, 32,7% y
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Caracteristicas clinicas y de laboratorio de pacientes con
DM tipo 2 con y sin enfermedad cardiaca isquémica

Enfermedad cardiaca

isquémica
No Si P
N = 364 N =209
Edad (afios) 59,5+ 10 60,7 £10 0,157
Duracién de la diabetes (afios) 109+85 144+94 <0,001
Hombres - n (%) 181 (49,7%) 109 (52,2%) 0,576

Fumadores actuales - n (%) 53 (14,9%) 48 (23,6%) 0,010
Hipertension - n (%) 244 (63,5%) 140 (67%) 0,991
(Pnr]enf:_?g)a”e”a' sistolica 4314237 1423243 0710
(F’nzer::fg)a”e”a' diastolica 861£133  848+123 0261
Glucemia de ayuno (mg/dI) 173,5+ 66,8 1726 +72,6 0,892
HbA1c (%) 6,36 + 1,83 6,40 + 1,81 0,833
Circunferencia abdominal (cm)

Hombres 100,2 + 11,9 98,9 +10,1 0,343

Mujeres 96,6 +12,7 97,5+10,9 0,465
'(Eg}fn‘i)de masa corporal 28448 285+49 0943
Creatinina (mg/dl) 1,30 £ 1,37 16118 0,024
Colesterol total (mg/dl) 209,1+45,9 2126 £476 0,489
Colesterol HDL (mg/dl) 41+£113 42,712 0,169
Colesterol LDL (mg/dl) 130,5 +40,6 134,7+485 0,420
Triglicéridos (mg/d)* 155(27-900) 167 (47-1265) 0,552
HOMA - IR* 5,18 (0,46-30,2) 4,6(0,3-282) 0,301
Sindrome metabdlico - n (%) 323 (96,1%) 178 (91,8%) 0,118
Albuminuria (ug/min)* 53(0,1-7.680) 15(0,8-3.162)  <0,001
Polimorfismos K121Q

Genotipos KK 60,8% 64,0% 0,574

Genotipos KQ 34,4% 32,7%

Genotipos QQ 4,8% 3,3%

Datos mostrados como ntmero (%), promedio + desviacion estandar o
*mediana (alcance). Homeostasis model assessment - modelo de evaluacion
hemostatico.

3,3%, P = 0,574) (Tabla 1). El Alelo Q apareci6 en el 22% (n
= 81) de los pacientes con ECl y en el 19,6% (n = 131) de
los pacientes sin ECI (P = 0,328). La prevalencia de SM de
acuerdo a los genotipos KK, KQ y QQ fue del 96,3%, 95% y
88,2% (P = 0,279). Estos resultados no cambiaron cuando los
pacientes fueron divididos asumiendo un modelo dominante

(KQ/QQ vs KK).

Discusion
En esta muestra de pacientes blancos brasileros con

DM tipo 2, el alelo 121Q del gen ENPP1 no fue asociado
a la presencia de ECI, ni a caracteristicas asociadas a
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Caracteristicas clinicas y de laboratorio de pacientes de acuerdo con el genotipo

Polimorfismo ENPP1 K121Q

KK KQ QQ P
(N=361) (N=192) (N=20)

Edad (afios) 614+89 61,7+83 61,1+12,6 0,973
Duracién de la diabetes (afios) 11,7+88 124+88 10,7+6,6 0,372
Hombres - n (%) 14 (49,5) 36 (50,8) 3(333) 0,615
Fumadores actuales - n (%) 5(18,9) 17 (24,6) 0(0) 0,240
Hipertension - n (%) 19 (69,7) 18 (73,8) 6(66.7) 0822
Presion arterial sistolica (mmHg) 143,3£23,8 141,3£22,4 145,3 + 26,0 0,377
Presion arterial diastolica (mmHg) 859+138 86,0 +12,4 86,4 13,0 0,956
Glucemia de ayuno (mg/dl) 177+70,1 168,2+70,7 189,7 + 88,4 0,114
HbA1c (%) 64+18 64+21 66+19 0,740
Circunferencia abdominal (cm)

Hombres 95,92 + 8,52 100,63 + 9,07 85,50 +4,95 0,032

Mujeres 95,92 + 13,53 96,52 + 12,96 99,50 + 1,91 0,799
indice de masa corporal (kg/m?) 285+49 28,7+572 26,4 +4,06 0,451
Creatinina en suero (mg/dl) 1,5+£19 16+16 21+28 0,131
Colesterol total (mg/dl) 2124487 209 +46,0 207 £ 54,8 0,665
Colesterol HDL (mg/dl) 44 £123 45+12,0 46 £ 13,7 0,301
Colesterol LDL (mg/dl) 133 + 46,2 130+ 41,8 137 £45,0 0,739
Triglicéridos (mg/dl)* 155 (27-1.470) 144 (26-2.236) 155 (56-659) 0,216
HOMA-IR* 5,69 (0,27-61,98) 4,3(0,37-31,91) 11,1(1,14-82,73) 0,497
Albuminuria (pg/min)* 19,25 (0,8-5.104) 18,9 (1-3.055) 5,0 (1-232) 0,145

Datos mostrados como numero (%), promedio + desviacidn estandar o *mediana (minimo-méaximo). Homeostasis Model Assessment - modelo de evaluacion

hemostatico.

la resistencia a la insulina, incluyendo IMC, obesidad
abdominal, hipertensién arterial, un peor perfil lipidico,
control glucémico o presencia de SM. La ausencia de
una asociaciéon de este polimorfismo a caracteristicas
de resistencia a la accién de la insulina merece algunos
comentarios. Primeramente, esta asociacién puede no
existir, y las relaciones descritas en otros estudios son
en verdad dudosas debido a un error de tipo 2. Si esta
hipétesis es rechazada, la relevancia de una asociacion
positiva deberla ser discutida. Para detectar una diferencia
significativa en la frecuencia del alelo Q en pacientes
con (22%) y sin ECI (19,6%) (o = 0,05 e B = 80%),
serfa necesario evaluar alrededor de 4.500 pacientes.
Aln cuando ello fuera significativamente diferente, su
aplicabilidad seria cuestionada a causa de su pequeno
efecto y dependeria de otros polimorfismos o interacciones
de genes. Una explicacion mas plausible es que la expresion
del gen variante depende del grupo étnico que esta siendo
estudiado. En verdad, ain entre Europeos Caucasicos la
expresion fenotipica de este polimorfismo varfa. La relacién
entre el polimorfismo K121Q y la sensibilidad a la accién
de la insulina fue demostrada en individuos Caucasicos'
21 pero no en todos los estudios?®?*?3. La ausencia del
efecto del alelo de riesgo demostrado en algunos grupos
puede ser el resultado de diferencias en la carga genética

de estas poblaciones, o puede deberse al hecho de que
el polimorfismo estd en desequilibrio con otras variantes
genéticas no identificadas.

La asociacién del alelo 121Q) con el riesgo y el agravamiento
de la ECI fue evaluada recientemente en un estudio caso-
control que incluyé individuos de Italia y de los Estados
Unidos®. En ese estudio, los autores no demostraron una
asociacién significativa entre el polimorfismo K121Q y la
presencia de ECI en pacientes con DM tipo 2. No obstante,
los eventos isquémicos aparecieron en edad mds temprana
en el grupo de pacientes con alelo Q, atin con andlisis
ajustado segtn sexo, IMC, tabaquismo, hipertension y lugar
de reclutamiento (P=0,04). El disefo transversal del presente
estudio impide cualquier analisis sobre la influencia de este
polimorfismo en el curso de la ECI.

Una posible limitacién de este estudio es que se evalud
sélo un polimorfismo del gen. Ello permite excluir la idea
de que este polimorfismo esta ligado a la ECI, pero no el
gen ENPP1 per se, ya que el polimorfismo K121Q es sélo
uno entre los mas estudiados. Otro aspecto podria estar
relacionado al criterio adoptado para la ECI. Se diagnosticé
ECI en un paciente cuando uno de los test evaluados (el
cuestionario cardiovascular de la OMS, ECG en reposo,
centellograma miocérdico) resulté positivo. No poseemos

Arq Bras Cardiol 2010; 94(2) : 159-163

162



163

Moehlecke et al
Polimorfismo K121Q y cardiopatia isquémica

Articulo Original

informaciones detalladas sobre cudl test fue positivo en los
573 pacientes en este estudio transversal multicéntrico. No
obstante, como todos los pacientes estudiados se sometieron
al cuestionario cardiovascular de la OMS y al ECG en reposo,
podemos afirmar que en el grupo de pacientes sin ECI, el
100% de estos test fueron negativos. Ademds, demostramos
anteriormente'® que la presencia de ECI de acuerdo al
cuestionario cardiovascular de la OMS confirié un riesgo
relativo para eventos cardiacos de 2,13 (95%Cl 1,11-4,07;
P = 0,022), atin mejor que el riesgo verificado por el ECG
en reposo o el centellograma miocardico. Ademds, cuando
el cuestionario cardiovascular de la OMS estaba asociado a
un ECG normal, el valor predictivo negativo para eventos
cardiacos fue del 82,1%. En esta situacion, es probable que
no sean necesarios test adicionales.

En conclusion, en esta muestra de pacientes brasileros
blancos con DM tipo 2, el polimorfismo K121Q del gen
ENPP1 no estuvo asociado a la presencia de ECI ni a fenotipos
relacionados a la resistencia a la insulina o SM.
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