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Caracterizacion metabélica y frecuencia del polimorfismo
I/D (rs4646994) del gen ACE1 en adultos con diagndstico de
diabetes de nueva aparicion posterior a COVID-19

Lissette Duarte’, Veronica Sambra’, Matias Carrasco-Cabezas®, Ana Claudia VillarroeF?, Gladys Morales?, Victor Ga-

rrido®, Francisca Salas-Pérez*.

Metabolic characterization and frequency of ACE1 gene I/D (rs4646994)
polymorphism in adults diagnosed with new-onset diabetes after

COVID-19

Resumen: Evidencia reciente ha demostrado que el virus SARS-CoV-2 causante
de la enfermedad COVID-19 puede producir dafio directo al pancreas sugiriendo un
posible efecto diabetégeno. El objetivo de este estudio de caso-control fue evaluar
el perfil metabdlico y determinar la frecuencia del alelo de riesgo del gen de la en-
zima convertidora de angiotensina (ACE1), en adultos con diabetes mellitus (DM)
de nueva aparicién post COVID-19. Se reclutaron 41 participantes (16 casos y 25
controles) de ambos sexos. Los casos fueron sujetos con DM de nueva aparicion
post COVID-19, de acuerdo con los criterios de la Asociaciéon Americana de Diabetes
(ADA). Los controles fueron sujetos con diagnoéstico de COVID-19 pero sin DM.
Se evalud el estado nutricional, metabdlico y la presencia del polimorfismo I/D del
gen ACE1 en muestras de ADN genomico. Se encontré que el perfil metabdlico de
ambos grupos es similar, con un incremento significativo en los niveles de glicemia,
hemoglobina glicosilada (Hb1Ac) y calcio sérico. No se encontraron diferencias en
la deteccion del autoanticuerpo Anti-GADG5 y la frecuencia del polimorfismo I/D del
gen de ACE1 no se encontré asociada a los casos de DM post COVID-19 en esta
poblacion. El estudio encontré que este polimorfismo no esta asociado con la dia-
betes de nueva aparicion post COVID-19, a pesar de las alteraciones metabdlicas
significativas observadas en los pacientes.
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Abstract: The SARS-CoV-2 virus causes COVID-19 disease. Evidence suggests
that it can directly harm the pancreas, indicating a potential to cause diabetes. This
study aimed to assess the metabolic profile and determine the frequency of the
risk allele of the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene in adults who deve-
loped new-onset diabetes mellitus (DM) after contracting COVID-19, compared to
control subjects. Our study involved forty-one participants, including 16 cases and
25 controls of both sexes. The cases were individuals who developed new-onset
diabetes after COVID-19, as per the American Diabetes Association (ADA) criteria,
while the controls were individuals diagnosed with COVID-19 but without diabetes.
We evaluated the nutritional and metabolic status of the participants, as well as the
ACET1 gene I/D polymorphism in their genomic DNA samples, using a significance
level of p<0.05 for statistical analyses. The metabolic profiles of both groups were
similar, showing a significant increase in glycemia levels, glycosylated hemoglobin
(Hb1Ac), and serum calcium. No differences were found in detecting Anti-GAD65
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autoantibodies, and the ACE1 gene I/D polymorphism frequency was not associated
with new-onset diabetes post-COVID-19 in this population. In conclusion, our study
found that the ACE 1 gene I/D polymorphism is not associated with new-onset diabetes
post-COVID-19, despite the significant metabolic alterations observed in patients.

Keywords: Diabetes; COVID-19; ACE1; Glycemia.

Introduccion

A inicios del afio 2020 se identificd una nueva cepa de
coronavirus denominada SARS-CoV-2, que da origen a la
enfermedad COVID-19, la cual ha resultado en méas de 5 millones
de casos y méas de 62.711 fallecidos en Chile'. La infeccién por
SARS-CoV-2 causa principalmente neumonia, pero también ha
sido asociado con sintomas a nivel gastrointestinal, neurolégico
y cardiovascular?. Si bien, todos los individuos se encuentran
en riesgo, el cuadro clinico esta determinado por factores
como la edad, sexo, comorbilidades y factores genéticos?®. El
virus SARS-CoV-2 ingresa a las células a través de la enzima
convertidora de angiotensina Il (ACE2), la cual se expresa
en diversos tejidos incluyendo el tejido adiposo y las células
beta-pancreéticas®. Por otra parte, la enzima convertidora de
angiotensina | (ACE1) y su homologo (ACE2) son moléculas
claves para la regulacion del sistema de renina-angiotensina,
regulacion vascular y del sistema inmune. ACE1 convierte la
angiotensina | en angiotensina Il, estimulando la vasoconstriccion
y procesos inflamatorios. Diversos estudios sefialan que una
menor expresion de ACE2 y un aumento de angiotensina
Il durante la infeccion viral, se asocia con la patogénesis y
la progresion del COVID-19%4. Esto podria llevar a la falla
respiratoria y a una mayor respuesta del sistema inmune®.
Diversos estudios han analizado el rol de la inserciéon/delecion
(I/D) de una repeticion de una secuencia alu de 287 pares de
bases en el gen ACET1, y su relacién con las complicaciones
causadas por la infeccién con el virus SARS-CoV-2 como la
falla cardiaca, hipertension, diabetes, falla renal y neumonia”®.
La presencia de este polimorfismo puede dar cuenta de hasta
el 47% de las variaciones fenotipicas. Las variaciones alélicas
del gen ACE1 se dividen en tres genotipos II, ID y DD, definido
por la presencia (insercion: 1) o la ausencia (delecién: D) de
la secuencia; donde los individuos con el genotipo DD tienen
los niveles circulantes de ACE mas elevados, lo que a su vez
incrementa el riesgo de accidente cerebrovascular y nefropatia
diabética®®. Ademas, se ha descrito que la elevada frecuencia
del genotipo DD en paises occidentales ha sido asociada a
una mayor mortalidad por COVID-19 en comparacién con
poblaciones asiaticas''.

En este contexto, se ha documentado una relacion
bidireccional entre COVID-19y DM, reportandose el diagnostico
de “DM de nueva apariciéon” en pacientes con COVID-19%,
Esto sugiere un posible efecto diabetogénico secundario a la
infeccion con SARS-CoV-2. Dado que el SARS-CoV-2 ingresa
ala célula a través de distintos receptores, siendo ACE2 el mas
comun, es posible hipotetizar que la presencia de variantes

genéticas en el gen ACE pudiesen estar involucradas en el
desarrollo de DM de nueva aparicion. Un mecanismo propuesto
sefiala que la infeccién podria causar un deterioro agudo en
la secrecion de insulina o la destruccion de las células beta,
lo que, sumado al desarrollo de una tormenta de citoquinas,
podria conducir a un rapido deterioro metabdlico™. A raiz de
estos antecedentes, resulta clave caracterizar y comprender
los mecanismos que subyacen el desarrollo de DM de nueva
aparicion posterior a COVID-19. Por tanto, el objetivo de este
estudio fue caracterizar metabdlicamente a pacientes con
diagndstico reciente de DM, asi como también determinar la
presencia del polimorfismo I/D en el gen ACE1 y su posible
asociacion con las manifestaciones clinicas de la DM.

Material y Métodos

Disefio del estudio: Se reclutaron 41 sujetos adultos de
los cuales 16 tenfan diagnoéstico de diabetes post-COVID-19
y 25 sujetos controles, quienes fueron diagnosticados con
COVID-19 y sin diagnéstico de diabetes. El reclutamiento se
llevd a cabo via redes sociales para personas que vivian en
la Region Metropolitana desde agosto 2021 hasta septiembre
2022. Todos los participantes firmaron un consentimiento
informado aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile y por el comité de ética
de la Clinica Santa Marfa. El diagndstico de diabetes se realizé
segun los criterios definidos por la Asociacion Americana de
Diabetes 2020 (ADA)'. Posterior al reclutamiento, todos los
participantes completaron una encuesta de antecedentes
meédicos y se determind su estado nutricional utilizando
métodos estandarizados'™.

Toma de muestras. Las muestras de sangre fueron tomadas
en condiciones de ayuno nocturno. Se recolectaron 12 mL de
sangre, mediante puncion venosa, para la obtencion de ADN
gendémico, plasmay suero, las cuales fueron centrifugadas a
4.000 rpmy almacenadas a -80 °C. La presencia de hemolisis
fue detectada por espectrofotometria a 450 nm.

Determinacion del estado metabdlico: Se determin¢ el
perfil lipidico, bioguimico, hemoglobina glicosilada (HbA1c) y
péptido C, de acuerdo con los procedimientos de rutina del
laboratorio clinico.

Anadlisis seroldgico: Se cuantifict la presencia de anticuerpos
anti-GADG65, mediante inmunoensayo enzimatico (ELISA) con el
uso del kit comercial Anti-GAD ELISA, (Euroimmun, Germany)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Extraccion de ADN gendmico: La determinacion del
polimorfismo ACE I/D en casos y controles, se realizé a
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partir de ADN gendmico utilizando un kit comercial (E.Z.N.A
Blood DNA Mini Kit) y se amplifico el fragmento especifico
mediante PCR convencional utilizando partidores especificos
para detectar el alelo D en el gen ACE1. Secuencias: (Forward:
5’-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3" y Reverse:
5-GATGTGGCCATCA

CATTCGTCAGAT-3’). Posteriormente, los fragmentos
amplificados fueron corridos en un gel de agarosa al 2%, como
ha sido previamente descrito'.

Analisis estadisticos: La normalidad de los datos se evalut a
través de una prueba de Shapiro-Wilk. Para evaluar la presencia
de diferencias significativas se utilizé la prueba t de Student para
variables paramétricas y la prueba U de Mann-Whitney para
variables no paramétricas. Se considerd un nivel de significancia
p<0,05. En relacion con los andlisis de genotipo, las frecuencias
alélicas se determinaron por conteo simple de genesy el equilibrio

de Hardy-Weinberg fue a través de la prueba de chi-cuadrado.
Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron comparadas con la
prueba de chi-cuadrado. Ademas, los genoatipos fueron analizados
entre grupos a través de los modelos de herencia codominante,
dominante y recesivo, de acuerdo con lo reportado previament'.

Resultados

Caracterizacion antropomeétrica y clinica de los participantes.

Se incluyeron en este estudio 41 sujetos, de los cuales 16
corresponden a casos y 25 a controles, cuyas caracteristicas
se describen en la tabla 1. El rango de edad de los casos fue
de 18 a 70 afios, mientras que en los controles fue de 20 a 60
afios. Al analizar las variables clinicas de los participantes se
observaron diferencias significativas entre casos y controles
para la edad (p= 0,04), glicemia (p= 0,01), calcio (p=0,01) y
HbA1c (p= 0,001).

Tabla 1. Caracteristicas de los participantes del estudio y parametros bioquimicos

Caso (n=16) Control (n= 25) p-value
Edad, afios 47 (18-70) 33 (20-60) 0,04*
Peso (kg) 80,2 £21,7 75,0 14,2 0,36
IMC (kg/m?) 28,5 (18-40) 25,5 (20,9-40,7) 0,54
Glicemia (mg/dL) 125,56 + 51,6 87,2 +8,2 0,01*
Nitrégeno ureico (mg/dL) 14,8 £ 3,7 13,8 £3,3 0,37
Acido arico (mg/dL) 45+1,4 47 +1,2 0,54
Bilirrubina total (mg/dL) 0,5 (0,2-505) 0,6 (0,3-638) 0,39
Fosfatasa alcalina (U/L) 87,7 (55-160) 75 (47-156) 0,19
AST (U/L) 31,9 (16-78) 29 (19-63) 0,53
LDH (U/L) 167,7 +£28,9 176,3 + 36,1 0,37
Calcio (mg/dL) 9,6 (8,7-11,4) 9 (8,5-10,1) 0,01*
Fosforo (mg/dL) 3,7 (3,1-5,5) 4,2 (2,6-33) 0,15
Proteinas totales (g/dL) 7,6 (6,3-8,9) 7,6 (6,9-72) 0,69
Albumina (g/dL) 45+0,3 45+0,2 0,44
Colesterol total (mg/dL) 1721 £ 43,8 188,3 £ 38,2 0,21
Colesterol HDL (mg/dL) 51 +13,5 51,8 + 11,9 0,83
Triglicéridos (mg/dL) 114 (53-347) 124 (52-335) 0,74
Colesterol VLDL (mg/dL) 28,3 + 14,6 26,3 £ 1211 0,63
Colesterol LDL (mg/dL) 87 (44-167) 105 (59-211) 0,19
Relacion COL/HDL 3,4+0,9 3,8+1,2 0,36
Péptido C (ng/mL) 2,3 (0-4,3) 1,6 (0,3-6,8) 0,34
Insulina uUl/mL 13,1 (3,3-71) 12,2 (4,8-32,4) 0,45
HbA1c (%) 72+2/1 53+0.3 0,001*

Datos expresados como media + DS para datos paramétricos y como mediana y rango para datos no parameétricos. IMC: indice de masa
corporal; GOT (transaminasa glutamica oxalacética) o AST (aspartato aminotransferasa); LDH: Deshidrogenasa lactica; HDL: colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; VLDL: colesterol de lipoproteina de muy baja densidad; LDL: colesterol de lipoproteina de baja densidad;

HbA1c: Hemoglobina glicosilada.



Determinacion de anticuerpo AntiGAD65 en suero de
participantes del estudio

Al realizar determinacion de la presencia de anticuerpo
AntiGADBG5 en suero de los participantes se observo que
so6lo un sujeto del grupo de casos, presentd este anticuerpo
positivo (Tabla 2). En el grupo de controles no se observo
positividad de este anticuerpo, como era esperable por ser
el grupo sin diagnostico.

Determinacion de la frecuencia del polimorfismo I/D del
gen ACE

Finalmente, se realizd la categorizacion de los sujetos

Tabla 2. Deteccion de autoanticuerpos en suero.

estudiados segun presencia del genotipo D/D, I/l o I/D del
gen ACE1 y posteriormente se estudio si existian diferencias
en la frecuencia de este polimorfismo entre casos y controles.
Al analizar la presencia de los distintos genotipos se puede
observar que estan la poblacion esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Por otra parte, la prueba de Chi-cuadrado no encontrd
diferencias en la frecuencia genotipica entre casos y controles
(Tabla 3) y no se encontraron diferencias significativas en los
analisis univariados para distintos parametros metabdlicos. En
la tabla 4 se muestra el analisis para HOMA-IR en los distintos
modelos de herencia.

AntiGADG65 > 10 ul/mL AntiGADG65 > 10 ul/mL
(positivo) (negativo)
Controles 0 25
Casos 1 15
Total 1 40
AntiGADB65: Anticuerpos anti-glutamato- decarboxilasa.
Tabla 3. Genotipos y frecuencias alélicas de las variantes del gen ACE1.
Polimorfismo ACE Casos Controles P-value
(n=16) (n= 25)
Genotipo ACE n (%)
D/D 3 (18,7%) 7 (28%) 0,483
I/l 3 (18,7%) 7 (28%)
1/D 10 (62,5%) 11 (44%)
Alelo
I 0,5 0,5
D 0,5 0,5

Los datos estan presentados como numero y porcentaje (n=40).
cuadrado.

Los valores de P fueron calculados utilizando el test de chi-
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Tabla 4. Analisis univariado segin modelos de herencia para HOMA-IR.

OR IC 95% p-value
HOMA-IR
Codominante D/D 1,00 - ref
I/D 2,43 0,5-12,2 0,257
I/ 2,25 0,4-147 0,375
Dominante D/D 1,00 - ref
I/D+D/D 2,38 0,6-11 0,245
Recesivo I/ 1,00 - ref
ID+DD 1,23 0,3-5,65 0,775

D: delecion; I: insercion. OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.

Discusion

LLa diabetes de nueva apariciéon asociada con la infeccion
por COVID-19 (New onset diabetes after COVID19 o NODAC)
se caracteriza por un aumento significativo de la glucosa en
sangre, lo que puede llevar a la hiperglucemia y, en algunos
casos, a la cetoacidosis diabética. Los mecanismos propuestos
para esta relacion incluyen la inflamaciéon persistente que
contribuye a la resistencia a la insulina y el dafio directo a las
células beta del pancreas por el SARS-CoV-2, lo que afecta
la produccion de insulina® . En este contexto, se ha descrito
que la diabetes de nueva aparicion asociada con la infeccion
por COVID-19 muestra una alta prevalencia en nifios, con un
incremento notable en casos de diabetes tipo 1. Un estudio
en el Reino Unido reportd un aumento del 80% en nuevos
casos de diabetes tipo 1 en nifios durante la pandemia, con
aproximadamente el 70% presentando cetoacidosis diabética
(CAD) y el 52% con CAD severa®, por lo que es necesario
realizar un monitoreo cercano y tratamiento oportuno para evitar
complicaciones graves en nifios infectados por COVID-19.

Dentro de los principales hallazgos de nuestro estudio
fue un incremento significativo en los niveles de glicemia
y hemoglobina glicosilada, lo cual es concordante con el
diagnostico de diabetes, indicando una mayor alteracion
en el metabolismo de la glucosa en el grupo de casos en
comparacion con los controles. Sin embargo, no se encontré
diferencias en los niveles de insulina. Esto puede ser explicado
dado que los pacientes con diabetes tipo 2 pueden tener
niveles de insulina que parecen normales o elevados, pero
la incapacidad de normalizar la glucosa en sangre refleja

un defecto relativo en la secrecion de insulina estimulada
por la glucosa?'. Por lo tanto, la secrecion de insulina es
defectuosa en estos pacientes e insuficiente para compensar
la resistencia a la insulina. Lo anterior resulta relevante ya que
se ha documentado que el virus SARS-CoV-2 puede provocar
perturbacion del metabolismo de la glucosa a través de un
aumento de la resistencia a la insulina®?. A pesar de esto, no
se observaron diferencias en los niveles de insulina entre los
sujetos de control y aquellos con diabetes de nueva aparicion.
Esto podria deberse a que la mayoria de estos pacientes fueron
diagnosticados con diabetes tipo 2, en la que inicialmente
los niveles de insulina pueden parecer normales, pero son
insuficientes para contrarrestar la resistencia a la insulina y
mantener los niveles de glucosa dentro de un rango normal?’. Las
observaciones de nuestro estudio respaldan la hipodtesis de un
posible efecto diabetogénico del SARS-CoV-2, sugiriendo que
la infeccion podria causar un deterioro agudo en la secrecion
de insulina o la destruccion de las células beta, lo cual, junto
con una respuesta inflamatoria excesiva, podria llevar a un
rapido deterioro metabdlico?®. Es importante destacar que la
toma de muestras se realizd al menos dos meses después
del diagnostico de COVID-19, con el objetivo de descartar el
posible efecto hiperglicémico de los glucocorticoides utilizados
durante el tratamiento de la infeccién?. Los glucocorticoides,
comunmente empleados para manejar la inflamacion y otras
complicaciones del COVID-19, pueden aumentar los niveles
de glucosa en sangre, lo que podria sesgar los resultados del
estudio. Al esperar este periodo, se busco asegurar que los
valores de glicemia y HbA1c reflejen de manera més precisa el



estado metabdlico basal de los participantes, sin la influencia
transitoria de estos medicamentos. Esto permite una evaluacion
mas precisa de la relacion entre la infeccion por SARS-CoV-2
y la apariciéon de diabetes de nueva aparicion.

Dado que durante la pandemia se planted la interrogante
de si esta patologia corresponde a un nuevo tipo de diabetes,
determinamos los niveles del autoanticuerpo GAD65 en suero
para detectar la presencia de marcadores de autoinmunidad.
En nuestro estudio, detectamos sdélo un caso positivo para
antiGADG5. En este sentido, se han descrito casos con y sin
marcadores de autoinmunidad en pacientes con diagnodstico
de diabetes de nueva aparicion, sugiriendo un posible impacto
de la infeccion viral sobre la autoinmunidad?®26:27,

Por otra parte, el andlisis de los resultados del polimorfismo I/D
del gen ACE mostré que no existen diferencias en la frecuencia
de estos polimorfismos entre los casos y controles en nuestra
muestra. Estos hallazgos son consistentes con algunos estudios
previos, mientras que otros han sugerido una posible relacion
entre el alelo D y la severidad de la infeccién por COVID-19%,
Informacion reciente sobre el polimorfismo 1/D del gen ACE1
ha indicado que este podria influir en la expresiéon de ACEA1,
el receptor celular que el SARS-CoV-2 utiliza para ingresar
a las células. Aunque algunos estudios han encontrado una
correlacion entre la variante D del polimorfismo y una mayor
gravedad del COVID-19, los resultados han sido contradictorios
y no concluyentes. La variabilidad en los resultados puede
deberse a diferencias en las poblaciones estudiadas, el tamafio
de las muestras y otros factores genéticos y ambientales que
influyen en la progresion de la enfermedad y la respuesta del
huésped?®°. En ese sentido, el tamafio muestral de nuestro
estudio es reducido al compararse con otros estudios de
polimorfismos, lo que limita las posibles conclusiones obtenidas.
Finalmente, el impacto de la vacunacion contra COVID-19 en
la incidencia de diabetes de nueva apariciéon es un area que
merece mayor investigacion. El riesgo de desarrollar diabetes
posterior a la infeccién por COVID-19 es mayor en pacientes
no vacunados, mientras que se ha reportado que la poblacion
pre-diabética es mas propensa a debutar con diabetes tipo 1,
siendo evidente luego de la vacunacion®'22, La relacion entre
la vacunacion y la aparicion de diabetes es compleja y aun
no completamente comprendida. Investigaciones iniciales
han sugerido que la vacunacion podria influir en la respuesta
inmunitaria y, por lo tanto, en la incidencia de enfermedades
autoinmunes como la diabetes. Sin embargo, los datos actuales
son limitados y se necesita mas investigacion para entender
plenamente esta relaciéon y sus posibles implicancias en la
salud publica.

Dentro de las principales limitaciones de este estudio
corresponde al tamafio de la muestra relativamente pequefio,
lo que podria afectar la interpretacion de la frecuencia de
polimorfismos. Ademas, durante el periodo de reclutamiento, los
voluntarios no recibieron las mismas dosis o tipo de vacunas,
lo que puede aumentar la variabilidad del efecto que puedan
tener las vacunas sobre el riesgo de desarrollar diabetes
de nueva aparicién. Para futuros estudios, seria beneficioso
considerar investigaciones longitudinales mas amplias y con

mayor tamafio muestral para tener mayor poder estadistico
y confirmar estos hallazgos, especialmente para evaluar la
frecuencia de los polimorfismos en el gen ACE que pueden
estar asociados con el riesgo de DM post COVID-19.

Conclusion

En resumen, nuestro estudio evalué un nimero pequefio de
casos de diabetes de nueva aparicion posterior a la infeccion
por COVID-19, donde se identificaron alteraciones metabdlicas
asociadas al diagnostico de diabetes, sin la presencia de
marcadores de autoinmunidad. Se requieren estudios mas
extensos para identificar la relaciéon causal entre la infeccion y
el desarrollo de esta patologia, sin embargo, se sugiere evaluar
el control glicémico posterior a la infeccion viral, con el objetivo
de monitorear el metabolismo de la glucosa en poblacion de
riesgo, como aquellos con antecedentes de intolerancia a la
glucosa o estados de pre-diabetes.

Financiamiento: Proyecto SOCHED 2020-03.
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