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INTRODUCCION

Para el afio 2000 se estim6 que en el mundo existian 171 millones de personas afectadas por la
diabetes y se calcul6 que para el 2030 se incrementara a 366 millones de personas!.

La hiperglucemia es una condicion en la que el nivel elevado persistentemente de glucosa en
sangre incrementa el riesgo para dafio microvascular, lo que se asocia a una reduccién en la

esperanza de vida, aumento en la morbilidad y la mortalidad.

Segtn la Federacion Internacional de la Diabetes esta condicion es actualmente una de las
enfermedades no transmisibles mas comunes a escala mundial. La Asociacion Americana de
Diabetes estim6 que el costo de la diabetes en EUA es de 132 billones de délares en el 2002, 174
billones de dolares en el 2007 y se incrementara a 192 billones de délares en el 2020, mientras que
en México el costo por paciente con diabetes es de aproximadamente 3 193 doélares al ano3:*.

En México, de acuerdo a la encuesta nacional de salud, la prevalencia es de 7.5%, estimandose
que existen 3.6 millones de diabéticos entre los 20 y 69 afios de edad>67.

Se ha reportado que en la poblacién estadounidense las poblaciones Mexicano-Americana y
Africano-Americana, poseen mayor prevalencia y peor severidad de retinopatia diabética, lo que
indica la posible participacion de factores genéticos 815,

A pesar de que en la actualidad se dispone de una gran variedad de herramientas para el
tratamiento, las complicaciones como la nefropatia y la retinopatia contintan siendo responsables
de la morbilidad mas frecuente asociada a diabetes mellitus tipo 2. En el hemisferio occidental, la
retinopatia diabética es la causa mas comin de ceguera en poblacidon en edad productiva; la
Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que cada afo se diagnostican 5800 casos nuevos de
ceguera legal por esta causa, lo que corresponde al 5% de los 37 millones de ciegos en el mundo®.
Mas del 75% de los diabéticos con mas de 20 afos de evolucion, tiene alguna forma de retinopatia
segun el estudio epidemioldgico de Wisconsin, que también demostrd que el 13% de los diabéticos
con 5 anos de evolucidn tienen algin grado de retinopatia, que aumenta al 90% en sujeto con 15
anos de evolucion, cuando la diabetes se diagnostica antes de los 30 anos de edad y a 84°% cuando
se diagnostica después de los 30 anos de edad!:!1.

Con respecto a la fisiopatologia de la retinopatia diabética, en el afo 1912, Maillard fue el
primero en reportar la formacién de substancias de color marrén por la reaccién no-enzimatica
entre azucares y aminoacidos. Maillard denominé “melanoidinas” a los productos finales. Esta



“reaccion de Maillard” (sinénimo de glicosilacion), como demostraron en 1981 Monnier y Cerami,
tiene lugar en el cuerpo humano, donde la sintesis de proteinas irreversiblemente glicosiladas,
denominadas “Productos de Glicosilacion Avanzada” (PGA) se forman en personas diabéticas (y en
mucho menor medida en no diabéticas con la edad avanzada) en presencia de hiperglicemia
crénica, y pueden acumularse en proteinas de larga vida, como en el cristalino del ojo, en el
colageno de las membranas basales de los capilares retinianos y glomerulares, y también en el
componente proteico de la mielina en el sistema nervioso periférico. La glicosilacion de proteinas
puede dividirse en tres fases: iniciacion, propagacion y PGA!2.

La iniciaciéon va desde la formacion de la base de Schiff hasta el producto Amadori (ej.
hemoglobina glicosilada). La fase de propagacion parte con la formaciéon de los dicarbonilos
oxidantes glioxal y de 3-deoxiglucosona, que son producto de la desglicosilacion de parte del
producto Amadori, y que son potentes agentes glicantes, capaces de catalizar nuevas reacciones de
union de glucosa a proteinas. La fase de PGA comienza en presencia de hiperglicemia persistente
por afos, precisamente con la union de la pirralina y de la N-carboximetil-lisina con una segunda
proteina, formando “PGA no fluorescentes que forman puente”, llamados “puente DOLD” y
“puente GOLD”. Al formarse estos puentes, se alteran irreversiblemente las estructuras terciaria y

cuaternaria de las proteinas!?.

En el cristalino del ojo, las proteinas glicosiladas contribuyen a su opacificacion y a la formacion
de cataratas. En los nervios periféricos, la glicosilacion del componente proteico de la mielina hace
a ésta apetecible para ser fagocitada por macroéfagos que tienen receptores de PGA, contribuyendo
asi a la génesis de la neuropatia diabética!?.

En la histologia de la retinopatia, inicialmente se afectan los pericitos, debido al acumulo del
sorbitol, lo que produce que pierdan su capacidad contractil y secundariamente mueran.
Simultaneamente, la pared capilar, cuya membrana basal se ha glicosilado, aumenta su
permeabilidad, produciéndose una vasodilataciéon, en parte, a la pérdida de pericitos y en parte a la
activacion de la b2-protein cinasa C; permitiendo la salida de plasma rico en lipoproteinas,
formandose los exudados céreos; al mismo tiempo, la pared capilar debilitada, puede agrietarse y
producir microhemorragias. El debilitamiento de la pared capilar puede llegar al extremo de causar
microaneurismas, donde pueden formarse microtrombos, con la consiguiente oclusion capilar e
1squemia retinal. Al sumarse esta ultima con otros factores que reducen el flujo capilar se producen
microinfartos de retina clinicamente observadas como lesiones algodonosas. En esta etapa, los
tejidos retinales tratan de defenderse de la isquemia, produciendo substancias que estimulan el

crecimiento de nuevos capilares, particularmente el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF)2.

En presencia de hiperglicemia, la enzima aldosa reductasa (ALR) produce sorbitol a partir de
glucosa, y otra enzima, la sorbitol deshidrogenasa, transforma el sorbitol en fructosa. E1l NADP+ y
el NADH procedentes de estas reacciones, desvian el metabolismo de la glucosa hacia una via
aparte, llamada sintesis de novo de diacil-glicerol (DAG). El DAG es un activador natural de la



protein cinasa C (PKC-BII). Esta Gltima aumenta la expresiéon de endotelina-1, citocina que hace
disminuir el flujo capilar, causando “isquemia retiniana de la fase del pericito”. La respuesta del
pericito es la produccion de VEGF, mediante la estabilizacion de su ARN mensajero. Ahora bien,
el VEGF recién producido por el pericito estimula receptores en la célula endotelial subyacente, y
justo cuando esta comenzando a ejercer sus dos efectos alli, el pericito muere, destruido por los
efectos combinados del sorbitol y de los AGE!213.

La ocludina, proteina fosforilada en la fase previa, permite la apertura de las uniones
intercelulares, con salida de plasma rico en lipoproteinas, generando asi los exudados céreos. La
mitosis de las células endoteliales (estimulada por la PKCBII de la fase previa), sumada al
debilitamiento estructural de la pared capilar y la resultante “isquemia endotelio-dependiente”
genera aun mas VEGF, el cual estimula el crecimiento de vasos de neoformacion y de paso fosforila

mas ocludina, lo que incrementa la permeabilidad capilar atin mas'?.

De acuerdo al ETDRS! la Retinopatia Diabética se puede clasificar en una etapa temprana o
Retinopatia Diabética No Proliferativa (RDNP) y una mas avanzada o Retinopatia Diabética
Proliferativa (RDP). La RDNP se subdivide a su vez en leve, moderada, y severa. La RDP se
subdivide en temprana, de alto riesgo y avanzada.

Retinopatia Diabética No Proliferativa (RDNP)

Los cambios que se producen en la RDNP estan limitados a la retina. Los elementos
caracteristicos que se pueden apreciar en el examen oftalmoscopico comprenden microaneurismas,
hemorragias intraretinales, edema retinal, exudados céreos o lipidicos, dilataciones venosas,
anormalidades intraretinales microvasculares, lesiones algodonosas, anormalidades arteriolares y
areas de cierre capilar. Segin el ETDRS, los pacientes con RDNP severa tienen un 15% de
posibilidades de progresar a RDP de alto riesgo en un ano y los que padecen RDNP muy severa
tienen un 45% de posibilidades de progresar a RDP de alto riesgo en un ano.!*

Retinopatia Diabética Proliferativa (RDP)

La isquemia progresiva que se produce en la Retinopatia Diabética, debido al cierre capilar, tiene
como consecuencia la formacién de vasos retinianos de neoformacion o neovasos, los cuales, junto
a un tejido fibroso que los acompana, proliferan mas alld de la retina. Es lo que se denomina
proliferacion extrarretinal. La aparicion de estos neovasos es lo que define a la Retinopatia
Diabética Proliferativa. La progresion de la neovascularizaciéon aumenta el riesgo de hemorragias



prerretinales o vitreas. En etapas mas avanzadas, esta proliferacion fibrovascular, que se ha anclado
en el humor vitreo, puede traccionar la retina produciendo un desprendimiento de retina
traccional, o romperla en los puntos de adherencia a ésta (desgarro retiniano), ocasionando un
desprendimiento de retina regmatogeno. LLa RDP evoluciona en tres etapas de menor a mayor
severidad: temprana, de alto riesgo y avanzada. Esto esta dado por la ubicacion y extension de los
neovasos, la presencia o ausencia de hemorragia vitrea y la presencia o ausencia de
desprendimiento de retina con compromiso foveal.??

Factores Genéticos en retinopatia diabética

La secuencia de DNA es idéntica entre los humanos con excepcion de un 0.5%, que corresponde
a aproximadamente 15 millones de bases; siendo estas las que originan las diferencias inter-
individuales asi como las que confieren susceptibilidad a enfermedades o diferencias en la respuesta
a farmacos.

En un estudio de gemelos idénticos se obtuvo una concordancia para la retinopatia diabética en
21 de 31 pares con diabetes tipo I, es decir, un 68%; y en 35 de 37 con diabetes tipo II, un 95%16.

La mayoria de los genes estudiados en la retinopatia diabética estan implicados en las vias de la
fisiopatologia de la misma, como la via del poliol, los productos avanzados de glucosilacion, la
activacion de la proteina C quinasa y la angiogénesis inducida por hipoxial”.

En un estudio de meta-analisis realizado en poblacion caucasica, se determinaron diferentes locus
genéticos asociados a complicaciones de la diabetes mellitus!®. En un analisis de pares de hermanos
en el grupo étnico de los indios Pyma en Estados Unidos mostro evidencia de una relacion entre la
retinopatia diabética y loci en los cromosomas 3 y 91°.

La poblacion Mexicana es uno de los grupos étnicos con mayor incidencia de retinopatia
diabética, lo que indica que factores genéticos propios de nuestra poblacién, en conjunto con
diversos factores ambientales, son responsables de la alta incidencia de esta complicacion de la
diabetes. La identificacién de variantes genéticas especificas de poblacion Mexicana que confieran
riesgo para el desarrollo de retinopatia diabética constituiria un avance sumamente importante en
el abordaje de esta enfermedad comun en nuestro pais, ademas de que contribuiria de manera
sustancial a identificar los procesos fisiopatologicos de la enfermedad. La identificacion de variantes
genéticas propias de poblacion Mexicana que eleven el riesgo para el desarrollo de retinopatia
diabética permitiria identificar tempranamente a grupos de diabéticos con riesgo de desarrollar esta
complicacion y establecer programas preventivos que impidan la discapacidad visual.

El un estudio realizado recientemente en el condado de Starr, Texas,?’ se incluyeron 794

diabéticos pertenecientes a 393 familias mexico-americanas que presentaban al menos 2 integrantes



con diagnostico de diabetes, propuso 25 genes potenciales para retinopatia diabética ubicados en los
cromosomas 3, 6, 12, 15, 19 y 20. En un estudio posterior realizado por el mismo grupo, donde se
incluyeron 286 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, se identificaron diferentes marcadores
asociados con retinopatia diabética severa ubicados en los cromosomas 1, 2, 3, 5, 11, 15, 18,
observandose que los que presentaban razones de momios mas elevadas correspondian al
polimorfismo de base tnica o SNP (single nucleotide polymorphism) rs10501943 ubicado en el
cromosoma 11 (OR 3.04) y el rs699549 ubicado en cromosoma 2 (OR 4.27).2! Este estudio indico
que esas dos variantes o SNPs elevan entre 2 y 3.5 veces el riesgo de padecer retinopatia diabética
en sujetos de origen Mexicano.



II.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus se considera un problema de salud, en el hemisferio
occidental y la retinopatia diabética, una de sus complicaciones mas frecuentes, es la
causa mas comun de ceguera en poblacion en edad productiva; se ha estimado que
cada ano se diagnostican 5800 casos nuevos de ceguera legal debido a retinopatia
diabética. Por otra parte, el 25% de la poblaciéon diabética mundial padece algtn
grado de retinopatia diabética y el 5% tiene un grado avanzado de la misma. La
identificaciéon de variantes genéticas que eleven el riesgo de padecer retinopatia
diabética en nuestra poblacion, permitira identificar precozmente a sujetos en riesgo y
establecer programas de tratamiento y monitorizacion mas agresivos para evitar tal
complicacion. Recientemente se demostré en una poblacién Mexico-Ameraicana que los
polimorfismos rs10501943 y rs699549 elevan entre 2 y 3.5 veces el riesgo de desarrollar

retinopatia diabética.

Pregunta de investigacion:

(Existe asociacion entre los polimorfismos rs10501943 y rs699549 y el riesgo

para retinopatia diabética en una muestra de poblacién mexicana?

Hipétesis:

1. Existe asociacion entre el polimorfismo rs10501943 y/o el polimorfismo rs699549
el riesgo de desarrollar retinopatia diabética en una muestra de poblacion

Mexicana.
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II1.

JUSTIFICACION

No se han realizado estudios de asociacion entre variantes genéticas especificas y el
riesgo de desarrollar retinopatia diabética en poblacion Mexicana. La identificacion de
tales variantes permitiria contribuir a una mejor comprension de la fisiopatologia de
esta complicacion y podria ayudar a reconocer a individuos con riesgo genético elevado.
La poblacion Mexicana es uno de los grupos étnicos con mayor incidencia de
retinopatia diabética y esta complicacion es la causa mas prevalente de ceguera en la

edad adulta en nuestro pais.
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IV.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar una estudio de asociacion genética entre los polimorfismos de base
unica rs10501943 y rs699549 y la ocurrencia de retinopatia diabética en una muestra

de pacientes Mexicanos.

Objetivos especificos:

1. Comparar la frecuencia del polimorfismo rs10501943 entre sujetos con
retinopatia diabética y diabéticos sin retinopatia diabética y establecer si existen

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

2. Comparar la frecuencia del polimorfismo rs699549 entre sujetos con retinopatia
diabética y diabéticos sin retinopatia diabética y establecer si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos.

13



DISENO DE ESTUDIO

Estudio transversal y descriptivo. Se incluyeron 132 sujetos en la investigacion.
73 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 correspondieron al grupo de retinopatia
diabética (50 sujetos con retinopatia diabética proliferativa y 23 con retinopatia no
proliferativa severa). Se incluyeron sujetos de uno u otro género sin importar el
tiempo de evolucion de la retinopatia diabética. Los pacientes fueron clasificados
clinicamente mediante el protocolo de ETDRS (Early Treatment of Diabetic
Retinopathy Study). Se incluyeron 132 sujetos en la investigacion. 73 pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 correspondieron al grupo de retinopatia diabética (50 sujetos
con retinopatia diabética proliferativa y 23 con retinopatia no proliferativa severa).
Se incluyeron sujetos de uno u otro género sin importar el tiempo de evolucion de la
retinopatia diabética. Los pacientes fueron clasificados clinicamente mediante el

protocolo de ETDRS (Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study).

Extraccion de DNA gendmico: Se aislara DNA genémico a partir de leucocitos de
sangre periférica provenientes de una muestra de 2 mL de sangre en cada sujeto
participante. La extraccion del DNA se realizara con el kit Fuji Film para sangre total
y la muestra se procesara en el equipo semiautomatizado de extraccion de acidos
nucléicos QuickGene. EL. DNA obtenido se resuspendera en 300 microlitros de
Buffer y se almacenara a -200C hasta su utilizacion. Determinacion de la
concentracién y pureza del DNA : Se determinara la concentracion y pureza del
DNA extraido por medio de un analisis de absorbancia de la muestra a 260/280 nm
de longitud de onda en un espectrofotometro. La relacién 260/280 permitira evaluar
la pureza de la muestra, considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la

fraccion proteica. Se consideraran adecuadas para analisis las relaciones entre 1.6 y

14



2. Ademas, se realizaran electroforesis en geles de agarosa de cada muestra obtenida
para verificar que no exista degradacion de del DNA. La concentracion de DNA
obtenida se determinara por la lectura a 260 nm considerando obtener

concentraciones promedio de 50 ng/ microlitros.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR): sc llev a cabo la
amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA que incluyen a los polimorfismos
rs10501943 y 1699549 utilizando pares de oligonucledtidos derivados de la
secuencia adyacente publica en la base de datos dbSNP. Cada reaccion de
amplificacién de PCR tuvo un volumen final de 15 microlitros que incluy6 buffer
para PCR 1X, de 50-100 ngs de DNA genémico, 0.2 mM de cada uno de los cuatro
dNTP’s, 2.5 unidades de enzima TagPolimerasa, 1mM del oligonucledtido
correspondiente (sentido y antisentido), MgCI2 entre 1 y 3 mM y agua bidestilada
c.b.p. 25 microlitros. Se utiliz6 un programa de temperaturas que incluy6 1 ciclo de
15 min a 95°C para la desnaturalizacién inicial, 35 ciclos con 1 min de
desnaturalizacién a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas especificas para
cada par de oligonucledtidos y 1 min a 72°C para la extension. Por altimo, se realizo
un ciclo a 72°C por 10 min para la extension final. Los productos obtenidos de la
amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con
tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas especificas con el producto
amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular de
100 pares de bases. Se reconocieron las bandas de interés y se escindieron del gel
para la purificacion del producto de DNA amplificado utilizando el método de

purificacién por columna (Qiagen)

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DIRECTA: Sc realizaron nuevas
reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica de los dos fragmentos
amplificados por PCR. Cada reaccion de 10 microlitros contuvo 2 microlitros del
reactivo BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) con los
cuatro dideoxinucleotidos trifosfatados (ddN'TPs) marcados por fluorescencia,

deoxionucleétidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl12 y la

15



enzima ampliTaq polimerasa; se agregara ademas 1 microlitro del oligonucleétido
correspondiente (sentido o antisentido) a una concentracion de 10 micromolar, 10-20
ngs del DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un
volumen final de 20 microlitros. Para esta reaccion de PCR se utiliz6 un programa
de 25 ciclos que incluyen 30 segundos a 97°C para la desnaturalizacion, 15 seg a
50°C para el alineamiento y 4 min a 60°C para la extension. Los productos de esta
segunda amplificacion de PCR se purificaron por medio de columnas Centri-Sep
(Applied Biosystems) para eliminar el exceso de oligonucledtido y de ddNTPs
fluorescentes. Cada muestra se resuspendié en 20 microlitros de formamida y
posteriormente se desnaturalizaron a 95°C por 5 min. Los productos se analizaron
por electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism 3130 (Applied
Biosystems) y las secuencias de DNA obtenidas en sujetos enfermos y en controles se

compararon con las secuencias silvestres para identificar los alelos correspondientes a

cada SNP.

16



VI.

MATERIAL Y METODOS

Criterios de inclusion:

1.

Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con retinopatia diabética no proliferativa

moderada o severa.
Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con retinopatia diabetica proliferativa.

Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 mayor de 13 anos de diagnoéstico sin datos

de retinopatia diabética.

Pacientes que estuvieron deacuerdo en participar en el estudio mediante firma de

consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

1.

2.

Pacientes sin diabetes mellitus tipo 2.

Pacientes en los que no sea posible colectar muestra de DNA.

Criterios de eliminacion:

1.

Pacientes cuya muestra recolectada de DNA sea insuficiente.

17



Variables independientes del estudio:
Variables demograficas

Edad

Tipo de variable: Cuantitativa.

Escala de medicion: Continua.

Definicion operacional: Tiempo transcurrido desde el nacimiento del paciente

hasta su inclusion en el estudio.

Unidad de medicion: Anos.

Género
Tipo de variable: Cualitativa.
Escala de medicion: Ordinal

Definicion operacional: Hombre o mujer.

Variables dependientes del estudio:
Tiempo de evolucion de diabetes mellitus
Tipo de variable: Cuantitativa.
Escala de medicion: Continua.

Definicion  operacional: Tiepo transcurrido desde el diagnostico de diabetes

mellitus tipo dos hasta su inclusion en el estudio.

Unidad de medicion: Anos.

18



Etapa de retinopatia diabética
Tipo de variable: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal.

Definicion operacional: Se defini6 ausencia o presencia y grado de retinopatia

diabética de acuerdo al estudio de ETDRS con fundoscopia indirecta.
Unidad de medicion:
A.NoRD Sin lesiones en la fundoscopia

B. RDNP Leve: microhemorragias, con hemorragias retinianas

leves, exudados duros, exudados blandos.

Moderada: lesiones mas avanzadas que en la leve, pero

menos de “la regla de 4:2:1”
Grave: un criterio de “la regla 4:2:1:

- Microhemorragias / hemorragias retinianas

secreras en 4 cuadrantes
- Arrozaramiento venoso al menos en 2 cuadrantes

- Anomalias  microvasculares  intrarretininanas

moderado o extenso en al menos | cuadrante
Muy grave: al menos dos criterios de “la regla 4:2:1”
C.RPD Sin caracteristicas de alto riesgo

- Neovascularizaciéon extrapapilar en cualquier

extension sin hemorragia vitrea / subhialoidea

- Neovascularizacion papilar de extension menor a

un cuarto del area papilar
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Con caracteristicas de alto riesgo

- Neovascularizacion papilar de extension mayor a

un cuarto de area papilar

- Hemorragia  subhialoidea /  vitrea  con
neovascularizacion papilar de cualquier extension
o con neovascularizacion extrapapilar mayor a

media area papilar
Avanzada o retinopatia diabética proliferativa grave

- Hemorragias vitreas muy extensas (no permiten

valorar neovasos)
- Desprendimiento de retina traccional macular
- Glaucoma neovascular

- Pusis bulbi

Tamaino de la muestra

Se incluyeron 132 sujetos en la investigacion. 73 pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 correspondieron al grupo de retinopatia diabética (50 sujetos con retinopatia
diabética proliferativa y 23 con retinopatia no proliferativa severa). Se incluyeron
sujetos de uno u otro género sin importar el tiempo de evolucién de la retinopatia
diabética. Los pacientes fueron clasificados clinicamente mediante el protocolo de
ETDRS (Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study). El grupo control estuvo
conformado por 49 diabéticos tipo 2 con 13 afos o mas de diabetes y que no
presentaban retinopatia diabética de acuerdo al ETDRS. En ambos grupos, fueron
pareados por género, se investigaron variables como tratamiento actual, antecedentes
familiares de retinopatia diabética o de nefropatia diabética, coexistencia de

enfermedades cronico-degenerativas, entre otras.
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Metodologia

En todos los casos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 incluidos en el

estudio se realizaron los siguientes procedimientos:

1. Historia clinica oftalmolégica completa (determinaciéon de capacidad visual,

biomicroscopia y fundoscopia)
2. Determinacion de glucosa y hemoglobina glucosilada

3. Aislamiento de DNA

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron en frecuencias simples y porcentajes. Para cada variante especifica se
efectud una prueba de X2 para identificar significancia estadistica. Se consideraron valores
significativos de P aquellos <0.05 La determinacion de la razéon de momios o razon de
probabilidades (odds ratio) para cada variante o haplotipos especificos se realizara por medio de
tablas de contingencia de 2 x 2 y utilizando el software OpenEpi®.
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1.

VII.

ASPECTOS ETICOS

El paciente fue informado sobre las caracteristicas y objetivos del estudio, con el

compromiso de manejar confidencialmente la informacion.

Se informd a todos los pacientes que la muestra sanguinea sera utilizada
exclusivamente con fines de analisis de DNA y mapeo de la enfermedad en

estudio.

Los pacientes previa informacion del protocolo firmaron la carta de

consentimiento informado.

El presente estudio cumple con los requisitos de la Declaracion de Helsinki, el
reglamento General de Salud en Materia de Investigacion en Salud y las normas
de procedimientos del Comité de Investigacion del Instituto de Oftalmologia

Fundacion Conde de Valenciana.
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Los resultados obtenidos fueron:

Tabla de pacientes:

# DNA

2322
2333
2371
2372
2373
2374
2375
2389
2390
2391
2392
2393
2394
2396
2414
2423
2429
2433

2434

ID

AMP
HOF,
ICP
CJE
DMMF
0GJ
CAC
TGI
BHMG
FBE.
GHMEF,
MBC
JBE
CGA
CLH
RPG
MMA
MP]

RBML

c/C

rs699549

c/T

T/T

T/T

VIII.

RESULTADOS
rs10501943
T/C c/C
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2435
2436
2437
2438
2439
2440
2441
2442
2443
2444
2445
2446
2447
2448
2449
2450
2451
2452
2433
2454
2455
2456
2457
2458
2459
2460
2461

2462

VVAA
GBR
GFC
HEM
PCE
MGE
PGMC
TGA
PDJ
FSJL
VME
GLP
RGEA
LVB
EGML
BHE
ARV
RVM
CGA
CPV
SME
CRS
CGE
ART
TEI
SRAA
SSJ

HCA
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9463  NCR 1 1
9464  CHO 1 1
9465  DMF 1 1
2466 VPR 1
9467  BMMA 1 1
9468  RAE 1 1
9469  HFM] 1 1
2484  ZHB 1 1
2485  VTE 1 1
2486  PVG 1 1
2487  RGG 1 1
9492  LDT 1 1
9511  CIJ 1 1
9512 TGE 1 1
9514  RAM 1 1
9516  DNR 1 1
9517  AAC 1
9520  NZLF 1 1
9521 OS] 1 1
9522  FBMA 1
9527  JBS 1 1
9528  DPMS 1 1
9531  PRJ 1 1
9536  RRR 1 1
9542 GMG 1 1
9545  MIJ 1 1
73 68 57 16

25




Tabla de controles:

# DNA

2413
2474
2475
2476
2477
2478
2488
2489
2490
2491
2493
2494
2495
2496
2497
2498
2499
2500
2501
2502
2503
2504
2505
2506

2507

ID

AMC
CCP
MPE
LDM
CCL
BJM
TMG
TGME
ORJ
HRI
RTE
ACA
JSMT
LPC
GAMC
MCA
NMME
EDJ
ARE
HVH
LMM
NJMI
LLE
LAJ

CVR

G/C

rs699549

c/T

T/T

T/T

rs10501943

T/C

C/C

26




2508  GCP 1 1
9509  PTA 1 1
9510  VLE 1 1
2513  SVG 1
9515  RAJ 1 1
9518  LDMC 1 1
9519  PRG 1 1
9523  NAE 1
9524  MTMG 1
9525  GMMS 1 1
2426  GJT 1
9529  ATE 1 1
2530  GMC 1 1
9532 VDR 1 1
9540  PPE 1 1
9543  CPF 1
9546  HOY 1 1
9547  ATA 1 1
9548  VCA 1 1
9549  OMG 1
92552  AUC 1
9561  LSBG 1 1
9571  MCGR 1
9573  CAMG 1 1
49 43 39
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Analisis.
Se realiz6 un analisis estadistico en el software de OpenEpi que indicd que no existen diferencias
significativas entre casos y controles en las frecuencias alélicas ni genotipicas de los dos

polimorfismos analizados. A continuaciéon se muestran los resultados del analisis estadistico tanto
para los genotipos como para las frecuencias alélicas delas variantes estudiadas.

rs699549
ANALISIS POR FRECUENCIA GENOTIPICA
CC:p 0.33; OR: 1.89 IC [0.54 — 6.6]

CT:p 0.18; OR: 0.41 IC [0.099 — 1.6]

ANALISIS POR FRECUENCIA ALELICA
C:p 0.4760; OR: 1.5 IC [0.45 — 5.12]

T:p 0.4760; OR 0.65 IC [0.195 — 2.2]

rs10501943
ANALISIS POR FRECUENCIA GENOTIPICA

TT: p 0.99; OR: 0.91 IC [0.36 — 2.29]

ANALISIS POR FRECUENCIA ALELICA
CC: p; OR: IC [] (calculado con 0.5)
T: p 0.9483; OR: 1.02 IC [0.442 — 2.32]

C: p 0.9483; OR 0.97 IC [0.429 — 2.26]
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IX.

DISCUSION

La diabetes mellitus se considera un problema de salud, en el hemisferio
occidental y la retinopatia diabética, una de sus complicaciones mas frecuentes, es la
causa mas comun de ceguera en poblacion en edad productiva; se ha estimado que
cada ano se diagnostican 5800 casos nuevos de ceguera legal debido a retinopatia
diabética. Por otra parte, el 25% de la poblaciéon diabética mundial padece algin
grado de retinopatia diabética y el 5% tiene un grado avanzado de la misma. La
identificaciéon de variantes genéticas que eleven el riesgo de padecer retinopatia
diabética en nuestra poblacion, permitira identificar precozmente a sujetos en riesgo y
establecer programas de tratamiento y monitorizacion mas agresivos para evitar tal
complicacion. Recientemente se demostré en una poblacién Mexico-Ameraicana que los
polimorfismos rs10501943 y rs699549 elevan entre 2 y 3.5 veces el riesgo de desarrollar

retinopatia diabética.

En esta muestra, que incluyé 73 pacientes con retinopatia diabética y 49
diabéticos de larga evolucion sin retinopatia diabética, no se identific6 que estos 2
polimorfismos confirieran un riesgo elevado para desarrollar la complicacion. A pesar
de que el tamano de muestra es reducido, los controles utilizados son sujetos con
diabetes de larga evolucion sin datos de retinopatia diabética, lo que aporta mayor
fortaleza al estudio. Estos datos indican que los factores genéticos de riesgo para
retinopatia diabética en poblacion Mexico-Americana son diferentes a los de

poblacion Mexicana.
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CONCLUSIONES

1.- A nuestro conocimiento, este es el primer estudio de asociacion para identificar alelos de riesgo

para retinopatia diabética realizado en poblacién Mexicana

2.- Se eligieron los polimorfismos rs10501943 y rs699549 debido a que éstos fueron identificados
recientemente en poblacion Mexico-Americana como alelos de riesgo alto para retinopatia
diabética.

3.- En esta muestra, que incluy6 73 pacientes con retinopatia diabética y 49 diabéticos de larga
evolucion sin retinopatia diabética, no se identificd que estos 2 polimorfismos confirieran un riesgo

elevado para desarrollar la complicacién.

4.- A pesar de que el tamano de muestra es reducido, los controles utilizados son sujetos con
diabetes de larga evoluciéon sin datos de retinopatia diabética, lo que aporta mayor fortaleza al
estudio.

5.- Estos datos indican que los factores genéticos de riesgo para retinopatia diabética en poblacién
Mexico-Americana son diferentes a los de poblaciéon Mexicana.

6.- Este estudio servira de base para futuros estudios de basqueda de factores genéticos de riesgo
para retinopatia diabética en México utilizando estrategias novedosas como el analisis de variantes
en genoma completo.
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