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Resumen

Introduccién. La catarata senil es una de las causas mas comunes de
discapacidad visual en el mundo, el dafo en los mecanismos de reparacion de

ADN contribuye a su patogénesis.

Objetivo. Comparar la frecuencia del polimorfismo en rs11615 en el gen ERCC1

en pacientes con y sin catarata senil.

Material y métodos. Se obtuvieron muestras de pacientes con catarata y sujetos
control. Se realizd extraccion de DNA y amplificacion del gen ERCC1 por PCR. Se
realizd secuenciacion nucleotidica. Se aplicd prueba de chi — cuadrada, razén de

momios e intervalos de confianza del 95% (GraphPad Prism V5).

Resultados. Se analizaron 52 pacientes con catarata y 31 sujetos control con
promedio de edad de 73 y 68 afios respectivamente. La frecuencia alélica para el
grupo control fue 2%T y 98%C, para los pacientes 17%T y 83%C. La frecuencia
genotipica para el grupo control fue 0%TT, 3%TC y 97%CC y para pacientes
2%TT, 31%TC y 67CC%. La comparacion de la frecuencia alélica y genotipica
presentaron diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) con RR de 1.21 y

1.41.

Conclusiones. El polimorfismo rs11615 en el gen ERCC1 (alelo T) es mas

frecuente en sujetos con catarata senil que en sujetos sin ella.



Introduccién

La catarata es la opacidad del cristalino la cual obstruye el paso de la luz hacia la
retina ocasionando una pérdida lenta y progresiva de la vision, es la causa numero
uno de ceguera reversible en el mundo. Con el rapido crecimiento de la poblacién
y su envejecimiento la prevalencia y la incidencia de la catarata senil ha ido en
aumento, convirtiendo a este padecimiento un problema mayor de salud
publica.”?? La catarata puede aparecer en cualquier etapa de la vida, sin embargo,
la edad es el mayor factor de riesgo para desarrollarla por lo que la comprensién
de los cambios por envejecimiento dentro del cristalino puede proporcionar una
mejor vision de los procesos que son responsables de su aparicion. 45 La
extraccion quirurgica de la catarata es un tratamiento muy efectivo y seguro, sin
embargo esta opcidon terapéutica no es factible para toda la poblacién,
especialmente en poblaciones de ingresos bajos en paises en vias de desarrollo
por los servicios quirurgicos inadecuados y los altos costos de cirugia, por lo cual
toda via que contribuya al entendimiento de la patologia es una oportunidad para

desarrollar estrategias de prevencion y tratamientos dirigidos.

La catarata senil es una patologia comun que se desarrolla de manera lenta
a consecuencia del envejecimiento. " Aunque la fisiopatologia de la catarata no
esta claramente entendida, existen factores ambientales y factores genéticos que

contribuyen a su fisiopatologia. ® La catarata asociada a la edad tiene etiologia



multifactorial, la edad, tabaquismo, indice de masa corporal, exposicion a la luz,
inflamacion ocular crénica, deficiencia de estrogenos, factores cardiovasculares,
vitaminas, apolipoproteinas, son factores que pueden predisponer al desarrollo de
catarata senil " La evidencia mas sélida de los factores de riesgo asociados a
genética en catarata provino de estudios en gemelos que demostraron una

heredabilidad del 48% para cataratas nucleares y 59% para cataratas corticales.

10,11

La teoria de los radicales libres en el envejecimiento postula que el
incremento de dafio en el ADN y la disminucion de la capacidad de reparaciéon de
ADN llevan a la acumulacién de dafio en el mismo, resultando en senescencia o
muerte celular, ocasionando opacidad del cristalino. '? Las especies reactivas de
oxigeno (ROS), se generan en las mitocondrias del epitelio y en las fibras
superficiales del cristalino, cuando las especies reactivas de oxigeno exceden la
capacidad de reparacion, causan dano oxidativo en las macromoléculas en las
células vivas como en proteinas, lipidos, ADN, causando mutagénesis y muerte
celular. ™ Las células epiteliales con un DNA anormal contintian reproduciéndose
en el cristalino hasta que un numero critico de células con dafio oxidativo
acumulado originan que las células epiteliales tengan un comportamiento anormal,
incluyendo sitios aberrantes de migracion fuera de la superficie del cristalino. ' En
una condicion fisiolégica normal, la mayoria de las lesiones oxidativas serian
reparadas por escision de bases, reparacion por escision de nucledtidos, y

reparacion por ruptura de doble cadena. °



Los polimorfismos genéticos son reconocidos como contribuyentes al riesgo
genético de desarrollar catarata, y los esfuerzos que se realizan actualmente son
en identificar las asociaciones entre polimorfismos genéticos y susceptibilidad a

desarrollar catarata. '°

La hipotesis de estudios en polimorfismos en genes reparadores de ADN
indica que la reduccién en su capacidad para la reparacion del dafo origina una
mayor susceptibilidad a cancer y otras enfermedades asociadas con el
envejecimiento, en oftalmologia se han estudiado estos mecanismos de
reparacion en pacientes con glaucoma, degeneracion macular asociada a la edad

y pterigién. &1

La importancia de los factores de riesgo genéticos en catarata han sido
destacados en estudios recientes en donde se reportan polimorfismos de genes
asociados a los mecanismos de reparacion del DNA, entre ellos los genes
ERCC1, ERCC2, XRCC1, OGG1, EPHA2 y glutation S- transferesa estan
asociados con el desarrollo de catarata senil en diferentes poblaciones. "*® La
estabilidad del genoma esta sostenida por una intrincada maquina de reparacion,
tolerancia al dafio y vias de control que contrarrestan el dafio al DNA. ' Una
consecuencia potencial de los dafos son alteraciones permanentes en la

estructura de ADN que pueden generar mutaciones, transformacion carcinogénica



y muerte celular. EI DNA es la unica molécula biolégica que depende unicamente
de la reparacion de moléculas existentes, acumula dafo durante toda la vida, y es
representada por una unica copia en la mayoria de las células. Se ha estimado
que cada célula puede experimentar hasta 100,000 lesiones espontaneas en un
dia, lo cual indica que la molécula de ADN es constantemente agredida por

distintos factores. '°

Todas las moléculas biolégicas son susceptibles a reacciones quimicas
espontaneas, la mayoria de estas son por hidrdlisis, pero también existen las
reacciones enzimaticas que tienen una tasa de error, y sus productos finales
(incluyendo radicales libres, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno), pueden
tener efectos dafinos en otras moléculas biolégicas. Ademas, elementos del
medio ambiente, rayos X, radiacién ultravioleta, numerosos quimicos, dafan
continuamente las estructuras celulares, y el DNA es un blanco importante del

deterioro tiempo- dependiente. °

La integridad del ADN es amenazada de tres formas: en primer lugar, las
reacciones espontaneas (en su mayoria hidrélisis) intrinsecas a la naturaleza
quimica del ADN que en una solucién acuosa crean sitios abasicos y causan
desaminacion. El segundo, nuestro propio metabolismo genera especies reactivas

de oxigeno y nitrégeno, productos de la peroxidacion lipidica, agentes alquilantes



endbégenos, metabolitos de colesterol y estrégenos, y especies reactivas de

carbonilo. Y en tercer lugar el dafio por agentes exdgenos fisicos y quimicos. '°

Las células cuentan con mecanismos complejos que vigilan la integridad del ADN
activando su reparacion, mediada por vias de sefializacion, que requiere multiples
proteinas sensoras, transductoras y efectoras, en una red de interaccién de
diferentes vias de reparo. Existen mecanismos de reparacion directa e indirecta de
la lesidon, los mecanismos de reparacion directa son: fotorreactivacion,
alquiltransferencia y desmetilacion oxidativa. 2° La fotorreactivacion es un
mecanismo de reparacion que detecta alteraciones quimicas en las bases de DNA
por radiacion UV, los efectos mutagénicos por la radiacion UV son invertidos por la
fotorreactivacion, catalizados por una fotoliasa, posee dos cromoéforos que captan
un fotdn, y su energia es utilizada para revertir el dimero, rompe el enlace
covalente entre las pirimidinas reparando el dafio en el ADN. En el genoma
humano los dos genes CRY homologos a las fotoliasas se encuentran codificados
en la regulacién del ciclo circadiano en los fotorreceptores.?’ El segundo
mecanismo de reparacion directa es la alquiltransferencia, en este proceso se
realiza la remociéon de aductos alquilo en las bases de ADN, estos grupos son
incorporados al ADN como agentes quimicos alquilantes, las alquitransferasas
desplazan el grupo metilo desde la guanina al centro inactivo de la cisteina.? El
tercer mecanismo de reparacion directa es la desmetilacién oxidativa, remueve
dafios por metilaciones en el ADN que pueden ser citotoxicas y con frecuencia
presentan accién mutagénica, es ocasionada por compuestos nocivos que se

producen de forma endégena como estrés oxidativo, inflamacion, peroxidacién de
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lipidos, infecciones y otros procesos metabdlicos, esta forma de reparacion ha

sido conservada desde bacterias hasta el ser humano. 2

Existen otros mecanismos por sistemas de reparacidén indirecta que
intervienen sobre el ADN durante la replicacion, transcripcién o sobre hebras de
ADN fragmentadas, estos son: reparacién por escision de bases (BER),
reparacion por escisiéon de nucledtidos (NER), y reparacién por apareamiento
erréneo (Mitsmach Repair).?* EI ADN se replica en una forma semi — conservativa,
cada hebra de esta molécula genera una nueva, lo cual permite que los errores
introducidos durante la replicacion puedan ser corregidos por los mecanismos de
reparacion por escision de la lesion, por lo tanto, si los nucledtidos presentan un
dano, pueden ser eliminados utilizando como molde la cadena complementaria
para la sintesis de la reparacién. 2° El principio de los tres mecanismos de
reparacion es el mismo: reconocen, remueven y reparan los errores en la
molécula, constituyendo los principales mecanismos celulares que garantizan la
estabilidad genética, y consecuentemente la propia supervivencia de la célula. 20,24
La reparacion por escision de bases corrige danos oxidativos derivados de la
alquilacién celular y despurinizaciones espontaneas, es utilizada por la célula para
la proteccion contra dafos y pérdidas de bases generando sitios apurinicos o

apirimidinicos, sitios AP, los cuales pueden ser mutagénicos y citotoxicos si no son

reparados correctamente, tornandose una amenaza para la viabilidad celular e
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integridad gendmica por tener el poder de bloquear la replicacion o la
transcripcion. EI mecanismo de funcionamiento es retirar la base alterada por
enzimas llamadas glicosilasas, las glicosilasas reconocen y remueven las bases
con dafos especificos, rompen el enlace glicosidico, originando un sitio AP,
posterior a ser retirada el sitio AP es reconocido por una AP- endonucleasa, se
elimina el resto del nucledétido por medio de un corte, posteriormente una
exonucleasa degrada el corte y deja un espacio en la cadena que es reparado por
la ADN polimerasa y finalmente sellado por una ligasa, que restaura la integridad

de la molécula. ?°

El segundo mecanismo de reparacién indirecta es uno muy versatil, la
reparacion por escision de nucledtidos, repara dafios en el ADN causados por la
radiacion UV, agentes mutagénicos, quimioterapia. Un complejo de polipéptidos
actuan como endonucleasas, localizando la lesién y removimiento los nucleétidos
con dafo, la proteina UvrA es la primera en unirse y reconocer el dafio en el ADN,
identifica una distorison en la molécula de ADN y no la secuencia errénea de
nucledtidos, lo que permite corregir una amplia variedad de dafios. La lesion es
reconocida por un complejo de heterodimeros compuesto por dos moléculas UvrB
con un dimero de UvrA2 que causa desnaturalizacion local de la lesion,
posteriormente UvrB se adhiere al sitio de la lesidén y se disocia de UvrA2. UvrC se
une a la cadena de dafio promoviendo dos escisiones en la misma, finalmente
UvrD remueve el segmento de oligonucleétidos lesionados y la ADN polimerasa |,
y sintetiza los correctos que son unidos por una ligasa. Este mecanismo de

reparacion es muy importante en el estudio de polimorfismos genéticos, inicia con
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el reconocimiento de dafio en el ADN, aqui actuan XPC, DDB, XPA y RPA.
Posteriormente reclutan complejos de reparacién a través de la accién de
helicasas (XPB y XPD), induciendo una incision en la hebra con dafio por accion
de las nucleasas (XPG y ERCC1 — XPF). Finalmente, la sintesis es realizada por
una polimerasa | y una ligasa. Dentro de la reparacion por escision de nucléotidos
existen dos alternativas de reparacion, reparacion global del genoma (GGR) y
transcripcion de reparacion acoplada. La deficiencia de estas vias de reparacion,
estan alteradas en el sindrome de Cockayne, xeroderma pigmentoso, cancer e

inestabilidad gendmica. %

El tercer mecanismo de reparacion indirecta es reparacién por apareamiento
erroneo, es el responsable de remover las bases despareadas, causadas por
dafos espontaneos, desaminacion de bases, oxidacion, metilacion y dafos en los
procesos de replicacidon o recombinacién, mantiene la estabilidad gendmica vy

reduce las mutaciones durante la replicacion. %

Algunos de los polimorfismos de un solo nucleétido relacionados con el
desarrollo de catarata senil han sido en los genes ERCC1, ERCC2 y XRCC1 vy las
frecuencias han sido comparadas entre grupos de pacientes con catarata de
diferentes edades, sin embargo, la frecuencia de estos genes no ha sido estudiada
en poblacion abierta. EI ERCC1 es un gen localizado en el brazo largo del

cromosoma 19 (19913.32) que codifica para la proteina de reparacion de DNA
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ERCC1, vital para la reparacion de lesiones de ADN, tanto las producidas por
rayos UV o compuestos electrofilicos como el cisplatino. ERCC1 se enlaza a un
heterodimero formado por la endonucleasa XPF que cataliza la incision de 5°en el
dafio del DNA. "® El gen ERCC2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 19
(19913.2-913.3), codifica para una helicasa, la cual es un componente en el factor
de transcripcion humano II(TFIIH). EL TFIIH es esencial para iniciar la
transcripcion mediada por la RNA polimerasa Il, y para la escision de nucledtidos.’
El gen XRCC1 esta localizado en el cromosoma 19 (19q13.2-13.3), codifica una
proteina con una actividad enzimatica desconocida, pero esta tiene multiples
dominios de interaccion con proteinas relacionadas con la reparacion de dafo via
escision de bases en el DNA, como: APE1, POL beta, polimerasa poly- DP- ribosa
(PARP 1) y DNA ligasa tipo Il (LIG3). Esto sugiere que el XRCC1 es reclutado por
glicosilasas para llegar al sitio de dafio del DNA y posteriormente coordina los
siguientes pasos para la reparacion por escisién de bases modulando la actividad

de otros factores. '®

Los mecanismos de reparacion de DNA existen para proteccion del cristalino en
respuesta al estrés oxidativo.’ Por todo lo anterior es que se decidié realizar un
protocolo de investigaciéon en el cual se analizé el polimorfismo rs11615 354 C>T
del gen ERCC1 involucrado en la reparacion del ADN en pacientes con catarata

relacionada con la edad.
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Planteamiento del problema

Los polimorfismos en los genes reparadores del ADN se asocian con una menor
capacidad de reparacion del dafio oxidativo, el estrés oxidativo al que es sometido
el cristalino es conocido como una de las vias fisiopatolégicas asociadas a la
catarata senil, por lo cual la presencia de catarata senil podria estar asociada a

una mayor frecuencia de polimorfismos en genes reparadores de ADN.

Justificacion

La catarata es la principal causa de ceguera en el mundo, identificar una
asociacién entre los polimorfismos en los genes de reparacién de dano en el ADN
y la presencia de catarata senil podria contribuir a detectar sujetos con mayor

probabilidad de desarrollar la enfermedad.

Pregunta de investigacion

¢La presencia de catarata senil se asocia a la presencia del polimorfismo rs

11615 en el gen ERCC1 (alelo T)?

15



Objetivo principal

Determinar la relacion del polimorfismo C <T en rs11615 en el gen ERCC1 en

pacientes con catarata senil.

Objetivos secundarios

Comparar la frecuencia del polimorfismo en rs11615 en el gen ERCC1 en

pacientes con y sin catarata senil.

Metodologia

Se realizé un estudio observacional, comparativo, transversal y prospectivo. Se
recluté un grupo de pacientes con catarata senil y un grupo de sujetos sin

presencia de catarata como control.

16



Grupo estudio

Criterios de inclusion:

* Pacientes con catarata senil. Clasificadas con el Sistema de Clasificacion
de Opacidades de Cristalino (Lens Opacities Classsification System |llI,
LOCS III).

* Edad mayor a 55 afios

* Capacidad visual <20/40

* Sin otra patologia causante de baja visual

Criterios de exclusion:

» (Catarata asociada a enfermedad sistémica

* Pacientes con diagndstico de uveitis, glaucoma, degeneracién macular
relacionada a la edad

» Cirugia ocular previa

* (Catarata traumatica

17



Grupo control:
Criterios de inclusion

* Edad mayor a 55 afios
* Cristalino transparente

» Capacidad visual >20/25 ambos ojos

Criterios de exclusion

* Pacientes con diagndstico de uveitis, glaucoma, degeneracién macular
relacionada a la edad

» Cirugia ocular previa

Criterios de eliminacion

+ Expediente clinico incompleto

» Decision del sujeto de retirarse del estudio

El protocolo fue aprobado por el comité de Etica e Investigacion y se siguieron los

lineamientos de la Declaracion de Helsinki.

Previo consentimiento informado se obtuvo una muestra de sangre completa

utilizando EDTA como anticoagulante.
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Se realizé extracciéon de DNA utilizando el kit QlAamp mini kit® (Qiagen) siguiendo
las indicaciones del proveedor. A 200 uL de la muestra se le adicion6 250uL de la
solucion de lisis CLS, las muestras fueron incubadas a 56°C/60min, en presencia
de 30 pL proteinasa K (1mg/mL) y se agitdé en vortex cada 10min. Posteriormente
se adicion6 100 pL de la solucion de precipitacion para incubar en refrigeracién/5
min, las muestras fueron centrifugadas nuevamente y se decantaron en un nuevo
tubo Eppendorf para hacer los lavados con 300 uL de isopropanol, se homogeniz6
invirtiéndolos 50 veces de manera suave, con una tercera centrifugacion por 5
minutos se decantd el sobrenadante y se precipité con 300 uL etanol al 70% Las
muestras se dejaron concentrar a 35°C/12hrs donde finalmente se agregé 100 L
de solucion de hidratacion; el material genético fue almacenado a -20°C hasta su

estudio.

*Cabe destacar que todo el material que se empled para esta técnica era material

nuevo, estéril y libre de DNasas — Rnasas.

Se realiz6 la amplificacion del gen ERCC1 por medio de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) utilizando oligonucleétidos
disefiados para la regién del SNP rs11615 354C>T. Posteriormente se realiz6
secuenciacion directa con la técnica de secuenciacidon por terminadores

fluorescentes (BigDye).
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Anadlisis estadistico: Se realizd una prueba de t de Student para valorar la
comparaciéon de los grupos por edad. Los datos de frecuencia alélica y genotipica
fueron analizados con prueba de X ? , razén de momios (OR) e intervalos de
confianza del 95% usando el software GraphPad Prism V.5. Se considerd una

diferencia estadisticamente significativa con un valor de p < 0.05 y OR >3.

20



Resultados.

En el estudio se analizaron 52 muestras de pacientes con catarata senil y 31
sujetos control con cristalino transparente. El promedio de edad fue de 73 £ 13
afios y 68 + 16 afos respectivamente. En el grupo de estudio, el porcentaje del
género femenino fue de 45%, y en el grupo control fue de 57%. No se encontrd

diferencia estadisticamente significativa al comparar por edad. Figura 1.

Edad
100-
80- oo ® o
. o .%.
60-
:.o’
40-
20-
0 . .
0\06 \06
& &
® <z‘°°

Figura 1. Se realiz6 una prueba de T no pareada para la comparacién entre
grupos de edad. Se obtuvdé una p= 0.5672, siendo no estadisticamente

significativo, por lo cual los grupos son comparables.
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El SNP rs11615 354 C>T del gen ERCC1 produce un cambio de Citosina (C) por
Timina (T). La frecuencia alélica para el grupo control fue de 2% para el alelo Ty
98% para el alelo C, para los pacientes se presento el 17% el alelo Ty 83% el
alelo C mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.01) con una
razén de momios de13.2, con intervalo de confianza del 95% (1.71- 101.38).

Figura 2
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Frecuencia alélica

1001
Bl AleloC
804 Bl AleloT
604
N
40-
20-
0-
Controles Pacientes
Alelo C Alelo T
Controles 63 (98%) 1(2%) p =0.0018*
Pacientes 86 (83%) 18 (17%) OR =13.2

IC: 95% (1.71 —
101.38)

*Analisis utilizando la prueba X ?

Figura 2. Frecuencia alélica del SNP rs11615 354 C>T del gen ERCC1
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En la comparacion de la frecuencia genotipica, el genotipo homocigoto TT estuvo
ausente en el grupo control por lo que no fue posible realizar el analisis estadistico
entre este genotipo. La frecuencia genotipica para el grupo control fue de 0% TT,
3% TC y 97% CC vy para pacientes fue 2% TT, 31% TC y 67% CC. Al hacer la
comparacién entre los genotipos CC vs CT se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.0012) estando presente en mayor porcentaje el
genotipo CT en pacientes, la razon de momios fue de 15.05, el intervalo de

confianza del 95% (1.89 — 119.79). Figura 3.
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Frecuencia genotipica

100-
Bl CC
80- B8 CT
=
60+
=
40-
20+
0-
Controles Pacientes
CccC CT TT

Controles | 31 (97%) 1 (3%) 0 (0%) CCvs CT p=0.0012*

Pacientes | 35 (67%) | 16 (31%) | 1(2%) OR = 15.05

IC: 95% (1.89 —
119.79)

*Analisis utilizando la prueba X

Figura 3. Frecuencia genotipica del SNP rs11615 354 C>T del gen ERCC1
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Discusion

El andlisis de los polimorfismos genéticos permite identificar genes que confieren
susceptibilidad a presentar enfermedades ® Numerosos estudios han revelado
asociaciones de polimorfismos en genes de reparacion del DNA en el riesgo de
cancer, sin embargo, son muy pocos los estudios realizados en enfermedades
oculares. >"%'® | a catarata senil esta asociada a factores como exposiciéon de
rayos ultravioleta, radiacién ionizante, tabaquismo y estrés oxidativo, los cuales
favorecen el dafio al material genético. ” Los sistemas de reparacién del DNA
juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la integridad del DNA. % 24
Los polimorfismos en los genes de reparacion del DNA pueden afectar la

capacidad de reparacion.

El dano oxidativo al ADN es una consecuencia inevitable del metabolismo
celular en diferentes érganos. El dafno oxidativo mediado por especies reactivas de
oxigeno es una via de patogénesis de la catarata. Las especies reactivas de
oxigeno generan peroxidacion de lipidos, aumentando la produccion de peroxidos
lipidicos en diversas formas de catarata. También pueden inducir dafio en las
bases, sitios abasicos, rupturas de una sola hebra o dos en el DNA, se puede
establecer un ciclo vicioso de dafo en el DNA y produccion de especies reactivas
de oxigeno dentro de las células, lo que conduce a la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo C, lo que resulta en apoptosis.
Estudios previos han reportado que en pacientes jévenes el epitelio anterior del
cristalino tiene una distribucién uniforme comparado con la superficie irregular y de

baja densidad en pacientes de mayor edad. La apoptosis del epitelio anterior del
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cristalino desempena un papel importante en la patogenia de la catarata, las
estrategias para mantener el estrés oxidativo en niveles bajos, también esta
relacionado con las vias de reparacion de ADN, la disminucién de estas enzimas y
la menor capacidad de reparacion con el envejecimiento pone en riesgo el

cristalino al dafio oxidativo y catarata. %’

Las vias de reparacion de DNA juegan un papel importante en la integridad
genética, es claro que defectos en las vias de reparacion estén asociados con el
desarrollo de catarata, sin embargo al realizar el analisis de polimorfismos en
diferentes poblaciones como en el caso del gen XPD-Lys751GIn tiene un
incremento en el riesgo de desarrollar catarata en poblacion Turca, y no se

encontré asociacion en poblacién China. > 2% 2

Las variaciones genéticas de ERCC1, como un gen clave de la reparacion del
DNA, podrian estar relacionadas en el desarrollo de catarata senil. En un estudio
realizado por Valverde y colaboradores, no encontraron una asociacion del
polimorfismo rs11615 con presencia de catarata en pacientes jovenes y catarata
senil, a diferencia de este estudio que se realizé en pacientes con presencia de
catarata senil y controles de la misma edad con cristalino transparente, el analisis
de las frecuencias alélica y genotipica del polimorfismo rs11615 354 C>T del gen
ERCC1 mostré una diferencia estadisticamente significativa, estando presente con
mayor frecuencia el alelo T en el grupo de pacientes, lo que nos hace pensar que

el tiempo de exposicion prolongado a la radiacion UV en sujetos con el
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polimorfismo contribuye significativamente al desarrollo de catarata con la
presencia de estrés oxidativo. Nuestros datos apoyan la hipétesis de que el alelo
T presenta un factor de riesgo para el desarrollo de catarata senil, mientras que el

alelo C confiere un factor protector.

El analisis de la razén de momios indica que los pacientes portadores del
alelo T o heterocigotos para el genotipo CT, tienen mayor probabilidad de
presentar catarata senil. Una de las debilidades del estudio fue la ausencia del
genotipo homocigoto TT que no permitio realizar el analisis con el genotipo CC, sin
embargo, el andlisis de la variacion alélica nos permite sugerir que existe una
asociacion entre el polimorfismo rs11615 354T vy el riesgo de desarrollar catarata
senil. Un aumento en el tamafio de la muestra permitiria encontrar la presencia del
genotipo TT y poder realizar la comparacion genotipica. El presente estudio
permite sugerir que el alelo T es un factor de riesgo para el desarrollo de catarata
senil, hasta el momento en la bibliografia consultada no se ha encontrado un
trabajo con la comparacion del polimorfismo entre grupos de pacientes con
catarata senil y un grupo control de la misma edad, sin embargo, existen estudios
de este polimorfismo en enfermedades no oculares que sefalan al alelo T como

un factor de riesgo, lo que correlaciona con los resultados obtenidos.
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Conclusiones

El polimorfismo rs11615 en el gen ERCC1 (alelo T) es mas frecuente en sujetos
con catarata senil que en sujetos sin ella. Las pruebas comparativas sugieren una
relacion entre catarata senil y el polimorfismo rs11615 354C>T del gen ERCC1. El
alelo T esta asociado con un mayor riesgo de desarrollar catarata senil. Los datos
actuales apoyan la importancia de los polimorfismos en los genes de reparacion
de DNA como potenciales blancos farmacolégicos para promover la reparacion de
ADN y mantener la estabilidad del genoma. Se necesitan mas estudios para
precisar los mecanismos de reparacion de DNA en los polimorfismos que afectan
a la catarata senil. La manipulacion de estos blancos terapéuticos puede
proporcionar una estrategia para prevenir o retardar la progresion de la catarata

relacionada con la edad.
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Anexos.

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO

DE INVESTIGACION

En esta institucion se desarrollan investigaciones que forman parte de nuestro quehacer
cientifico. Las caracteristicas de su padecimiento son consideradas de interés para
participar en este estudio de acuerdo a las especificaciones siguientes:

Datos generales

Datos del paciente

Nombre:
Fecha de nacimiento:

Expediente clinico
No.

Médico informante
(investigador principal):

Dra. Karla Alejandra Torres Navarro Firma:

Diagndstico

Catarata senil

Datos de la investigacion

Nombre del Polimorfismos en genes de reparacion de DNA en la catarata
protocolo relacionada a la edad

) Dra. Karla Alejandra Torres Navarro; Dr. Héctor Javier Pérez Cano;
Investigadores

Dra. Claudia Palacio Pastrana

Justificacion y
objetivos

La catarata es la principal causa de ceguera en el mundo. El
objetivo es determinar la presencia de polimorfismos en genes de
reparacion de dafio del ADN, y su asociacion con el desarrollo de
catarata.

Periodo de estudio o

., Dos anos
duracion
Cantidad de sujetos
.. j Ochenta
que participardan

Descripcion de los
métodos a emplear y
su propdsito

Se obtendrd muestra de sangre venosa. Extraccion de DNA
utilizando el kit QlAamp mini kit siguiendo las indicaciones del
proveedor. Amplificacién de los genes ERCC1 utilizando la técnica
de reaccion en cadena de polimerasa. Secuenciacién directa.
Analisis de datos.

Beneficios esperados:

Alternativas:

Riesgos o molestias:

Hematoma, dolor, infeccidn en el sitio de puncion
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En caso de que la presente investigacién incluya un grupo de
control, la seleccidén de los participantes se sujetard a un proceso
estrictamente aleatorio e imparcial, privilegiando la prevencién de
cualquier riesgo o dafio para sus integrantes.

Grupo de control

Gastos Los gastos de la investigacion seran cubiertos por la institucién.

Su identidad y la informacion que proporcione como parte de esta
investigacion serdn tratadas bajo criterios de confidencialidad. En
caso de que los resultados exijan su identificacion, previamente se
le solicitara la autorizacién correspondiente.

Confidencialidad

El participante tendrd derecho a recibir respuesta a cualquier
pregunta y aclaracién a cualquier duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados
con la investigacion y su tratamiento.

Dudas, aclaraciones y

. Asimismo, durante el presente estudio le proporcionaremos
actualizacion

informacidn actualizada sobre su estado de salud para que esté en
posibilidad de decidir si continua participando.

Es importante que sepa que retirar su participacién no afectara su
atencidn en el hospital.

Consentimiento

Por este medio manifiesto mi satisfaccion con la informacidon recibida y, consciente de las
especificaciones y en qué consiste la investigacion descrita en este documento, sus beneficios,
riesgos y consecuencias, otorgo mi consentimiento para incorporarme a ella, asumiendo el
compromiso de (1) asistir puntualmente a las citas que se me indiquen y (2) proporcionar
verazmente la informacién de mi evolucion en la forma y periodicidad que se requiera.

Asimismo, entiendo que puedo retirarme de esta investigacidn voluntariamente en cualquier
momento sin mayor requisito que la manifestacién al investigador principal o a la Direccién
Médica de este hospital.

México D.F. a de de

Firma del paciente

Testigos

Nombre y firma Nombre y firma
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