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1. Abstract

The objective of the present study, is to report the genetic frequency of the variant 757271908120 of WNT10A
gene, which induces risk of presenting Keratoconus in a Mexican population. Recruitment of participants
for the study was regulated individually by inclusion criteria (clinical diagnosis or family history of
keratoconus for cases or individuals with no family history or clinical diagnosis of Keratoconus), followed
by recollection of clinical data and blood samples. Genetic sequencing was employed along with allelic
discrimination of WNTI10A gene in a sample of 100 cases and 100 controls to report the polymorphisms
frequency and establish if the variant can be used as a genetic marker for early detection programs for people
who are at risk of developing Keratoconus. This is a transversal and descriptive study, where the was only
one measurement made (genotyping) in individuals with clinical signs of the disease, and others without it.
Genetic frequencies of the variant for cases and controls were compared and a statistical analysis was then
made for this observed frequency in each study group to identify if this variant promotes risk of developing

Keratoconus in our Mexican population.
2. RESUMEN

El Queratocono (QTC) es una patologia relativamente frecuente que afecta aproximadamente a 1 por 2000
individuos en la poblacion general, principalmente en edades tem pranas. Se caracteriza por ser una ectasia
corneal no inflamatoria, usualmente bilateral y relativamente comun, descrita inicialmente en 1854 y que
en la actualidad es una de las indicaciones méas comunes de trasplante corneal. Tipicamente se manifiesta
en la pubertad y progresa hasta la tercera o cuarta década de la vida. La etiologia del QTC no es totalmente
conocida, sin embargo, algunos autores afirman que es una condicién multifactorial que representa el final
de una via comun de diferentes procesos patologicos; sin embargo, los casos familiares reportados son

pocos, pero es evidente la participacion de factores genéticos.

El QTC es una de las enfermedades oculares mas discutidas, revisadas y menos comprendidas en la
Oftalmologia actualmente. En su mayoria, los casos de QTC son de tipo aislado; sin embargo, se han
documentado modos de herencia autosémico recesivo, asi como autosdémico dominante con penetrancia
reducida. Se ha documentado que los familiares directos de personas que sufren de QTC, tienen un elevado
riesgo de padecer la enfermedad comparado con la poblacion general. Dentro de las opciones de manejo, se

encuentran los lentes aéreos, lentes de contacto y en casos avanzados el implante de anillos intraestromales,
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procedimientos que algunas veces de forma parcial brindan, la correccion refractiva, sin detener con ello la
progresion de la enfermedad, ocasionando que del 5 al 21% de los pacientes requieran un trasplante corneal
en estados avanzados. Mientras que determinar la etiologia especifica de la enfermedad sigue siendo un reto
importante, la informacion genética ha proporcionado oportunidades para la mejora de la evaluacion de

riesgos, diagnostico molecular, pruebas clinicas de variantes genéticas, tratamiento y manejo.

El objetivo del presente estudio es reportar la frecuencia de la variante genética rs127908120 del gen
WNTI0A que confiere riesgo para desarrollar QTC y determinar si puede ser utilizada como marcador
genético con la finalidad de establecer las bases para programas de identificacion temprana de individuos
con riesgo genético elevado de desarrollar esta complicacion. El reclutamiento de pacientes se realizd
mediante los criterios de inclusion para el protocolo evaluando a cada paciente de manera individual, se
recolectaron los datos clinicos y las muestras de sangre para la extraccion de DNA; se llevé a cabo una PCR
inicial del gen a partir de DNA gendmico, y posterior una secuenciacion automatizada, haciendo un reporte
de los resultados preliminares. Encontrando que el gen WNT10A juega un importante papel en la estabilidad
corneal y que la variante genética rs/27908120 no es un factor de riesgo para el desarrollo de QTC en

nuestra poblacién mexicana.
3. ANTECEDENTES TEORICOS

3.1 El Queratocono Como Enfermedad

La palabra Queratocono (QTC) deriva del griego képato- "cuerno, cérnea" y kdvog "cono" y hace referencia
a una condicion patoldgica, clasificada dentro del grupo de las ectasias corneales [1]. Es una enfermedad
progresiva, bilateral y generalmente asimétrica, existiendo una reduccion de la resistencia mecanica de la
cornea como caracteristica principal [2]; la mayoria de los casos son de causa idiopatica y resultan de un

adelgazamiento no inflamatorio del estroma corneal [3].

Esta patologia es responsable del deterioro progresivo de la vision, debido a cambios secundarios en la
cornea que alteran su forma y producen un adelgazamiento y un debilitamiento biomecénico [4], el
adelgazamiento suele ser central o paracentral inferior, con protrusién conica central de la cérnea, que
produce el aumento progresivo de la curvatura, cursando con miopia y astigmatismo irregular

principalmente en adolescentes y los sintomas empeoran durante la progresion de la enfermedad [5].

En 1854 John Nottingham, médico britanico, describi6 con claridad esta patologia y la diferencié de otro
4



tipo de ectasias corneales, reportandola como un tipo de “corneas conicas” sefialando sus caracteristicas
clasicas, entre las que incluye debilidad corneal y mala adaptacioén a lentes de contacto para corregir la
ametropia [6]. En 1859 el cirujano britanico William Bowman us6 el oftalmoscopio para diagnosticar el
queratocono y describié como graduar el dngulo en el espejo del instrumento para ver de la mejor manera

la forma conica de la cérnea [7].

3.2 Epidemiologia del Queratocono

Los reportes de incidencia y prevalencia varian significativamente, la prevalencia de la enfermedad oscila
en rangos de 50 a 230 por cada 100.000 individuos a nivel mundial [8,9 ]. Otros describen una incidencia
aproximada de 1 en 2000 en la poblacion general y se puede detectar de manera incidental en casi el 5% de
los pacientes con alta miopia que acuden a consulta interesados en cirugia refractiva [10,11]. Respecto a las
estimaciones de prevalencia por sexo, hay quienes sostienen que afecta a ambos por igual, mientras que un
estudio muestra que el riesgo relativo de padecer Queratocono seria de 2.34 veces superior en hombres que

en mujeres [4].

4.3 Fisiopatologia del Queratocono

Esta patologia tipicamente comienza en la pubertad y es de progresion variable hasta aproximadamente la
tercera década de la vida, momento en el que su progresion disminuye o incluso se detiene. Puede afectar
un ojo inicialmente, pero con frecuencia es bilateral con afeccidon asimétrica, un ojo con mayor severidad
que el otro. La pérdida visual ocurre primariamente por astigmatismo irregular y de forma secundaria por
cicatrices corneales [3,12]. Entre el 12-20% de los individuos afectados pueden requerir trasplante corneal
durante la segunda o tercera década de la vida [13,14]. Los hallazgos histopatologicos clasicos de las corneas
humanas con queratocono, incluyen adelgazamiento estromal, depositos de hierro en la membrana basal del
epitelio y rupturas en la membrana de Bowman, se aprecian también en la biomicroscopia signos clinicos
de la enfermedad como estrias de Vogt, anillo de Fleischer e hidrops Corneal, estos signos clinicos pueden

variar dependiendo de la etapa de la enfermedad.

Los principales hallazgos reportados en corneas con Queratocono son alteraciones en la Membrana de
Bowman, [2,15] la cual presenta rupturas en sitios donde es atravesada por terminales nerviosas, invadida
por queratocitos provenientes del estroma anterior y por células epiteliales [16]. Los queratocitos son
activados por las interleucinas liberadas por el epitelio induciendo la apoptosis, donde hay liberacion de
enzimas colagenoliticas; esto se convierte en un proceso cronico que va a dar origen a una pérdida mas

acentuada en el estroma anterior, derivando en un adelgazamiento localizado y progresivo del tejido corneal



[17].

Al evaluar estas corneas patologicas con microscopia confocal in vivo, sobresale una disminucién en la
densidad de los queratocitos en el estroma anterior y un espesor total adelgazado, en comparacion con
corneas normales. Estos cambios estructurales alteran la capacidad de respuesta de las corneas
queratoconicas, generado por una debilidad estructural haciendo que la coérnea como estructura integral,
ceda ante factores tales como la presion intraocular [18]. El Queratocono es comtinmente un desorden
aislado, sin embargo, se ha descrito que puede existir una asociacion con algunas patologias como atopia
(aumentado por el frote ocular que genera el trauma constante), Sindrome de Down, amaurosis congénita
de Leber y prolapso de la valvula mitral. A pesar de las multiples investigaciones clinicas y de laboratorio,
sigue sin esclarecerse la etiologia de la enfermedad. Algunos estudios clinicos sugieren un gran papel de la

genética en su etiologia.

Los cambios estructurales de las corneas con Queratocono, su capacidad alterada en respuesta a los dafios
oxidativos y la disminucién del entrecruzamiento de las fibras de colageno generan una debilidad
arquitectonica, lo que sumado a las rupturas que se producen en la membrana de Bowman, favorecen la
debilidad estructural de forma progresiva e irreversible [5], a partir de la cual su estructura cede ante factores
intrinsecos y extrinsecos, llevando a valores de rigidez (histéresis) menores si se comparan con corneas

sanas[19].

3.4 Diagnostico del Queratocono

El diagnostico se basa en la historia y la presencia de signos clinicos de la enfermedad que han sido descritos
ampliamente, confirmandose actualmente con ayudas diagndsticas como la topografia corneal, que ha
permitido la identificacion de las formas incipientes de Queratocono, debido al facil y completo estudio que

esta realiza a la superficie de la cornea [20].

El grado de deformidad del tejido corneal puede variar significativamente, desde estadios en los que la
cornea adquiere la tipica forma del cono, hasta casos sutiles en los que muchas veces la valoracion clinica
y algunas de las ayudas diagnosticas con que se cuenta, no son capaces de detectar o lo incluyen en un rango
denominado “QTC frustro, subclinico” y las formas tempranas donde el cono puede pasar desapercibido,
requiriendo la implementacion de otras ayudas diagnoésticas como el ORA (Ocular Response Analyzer, por

sus siglas en inglés) que sumados a la topografia corneal hacen que la patologia se haga evidente[21].



El Queratocono puede clasificarse topograficamente de acuerdo a:

¢ Laseveridad del poder en: Leve, moderado y severo.
¢ La localizacion del cono: Superior, central o inferior.

¢ La forma del cono: Oval, globoso, “pezon”

3.5 Biomecanica Corneal

La biomecénica de la cornea involucra el equilibrio y la deformacion de un tejido sometido a cualquier
fuerza [22]. Explora la funcion y estructura de la cornea e intenta establecer bases para predecir su respuesta
dindmica ante situaciones fisiologicas y patologicas. La rigidez (histéresis) es un indicador de las
propiedades visco elasticas de la cornea y hace referencia al grado de hidratacion de esta, en tanto, el Factor

de Resistencia Corneal habla de su resistencia total (Visco elastica-Mecanica).

Existen diferentes factores que determinan la estabilidad de la cérnea y afectan su biomecanica; estos se

pueden clasificar en intra y extracorneales e incluyen [23]:

- Factores Intracorneales:
[1 Espesor de la cornea
[1 Densidad y entrecruzamiento de las fibras de colageno
- Factores Extracorneales:
U Presion intraocular
[ Presion atmosférica
[0 Tension ejercida por el musculo ciliar
[1 Tension ejercida por los musculos extra-oculares
[] Tension ejercida por los parpados

Los Factores intracorneales son los relacionados con la estructura corneal, la cual posee la
elasticidad y caracteristicas necesarias para soportar las presiones ejercidas por los factores extracorneales,
manteniendo de este modo su curvatura estable y sus cualidades Opticas [24]. Esto se debe en gran parte al
espesor corneal, pero sobre todo a la especial disposicion, densidad y entrecruzamientos de las fibras de
colageno del estroma [25]. El estroma representa el 90% del espesor corneal y estd compuesto por agua,
glicosaminoglicanos y fibrillas de coldgeno acomodadas en ldminas, extendidas de limbo a limbo formando
una malla [26]. Cuando la cérnea se somete a compresion o estiramiento, reorganiza sus laminas e

incrementa su elasticidad hasta llegar a un nuevo estado de equilibrio [27, 28].



De los factores extracorneales quizés el mas importante es la Presion Intraocular (P1O), la cual ejerce su
fuerza sobre la cara interna de la cornea; mientras que la presion atmosférica hace lo mismo por su cara
externa, pero segun estudios realizados, no es de relevancia. Otros de estos factores son los parpados, los
musculos extraoculares, (indirectamente a través de sus inserciones esclerales) y el musculo ciliar que
durante la acomodacion produce un acortamiento del didmetro corneal e induce un cambio de curvatura

equivalente a 0,60-0,72 dioptrias [29].

3.6 Aspectos y Estudios Genéticos

El abordaje cotidiano de esta entidad generalmente se basa en aspectos clinicos y quirurgicos que
promueven la detencion o la correccion de complicaciones relacionadas. En la época moderna, la deteccion
de patrones hereditarios y sus manifestaciones por medio de estudios Genéticos han permitido conocer

mejor su etiologia, asi como la probabilidad de padecer la enfermedad.

En su mayoria, los casos de QTC son de tipo aislado, es decir, es posible que se presente sin antecedentes
familiares de la enfermedad, sin embargo, se han documentado modos de herencia autosomico recesivo, asi
como autosdmico dominante con penetrancia reducida [30-33]. También se ha reportado que los familiares
directos de personas con QTC, tienen un mucho mayor riesgo de padecer la enfermedad que la poblacion
general [34,35]. Los gemelos monocigotos muestran una mayor concordancia de QTC y mayor similaridad
fenotipica [36], lo cual hace evidente el fuerte papel que juegan los componentes genéticos en el fenotipo
de esta enfermedad, apoyando de esta manera también el papel hereditario en esta patologia. Los factores
genéticos son altamente influyentes en la mayoria de las patologias oculares comunes, incluyendo:
Glaucoma, degeneracién macular relacionada a la edad, catarata, retinopatia diabética y errores refractivos.
En afios recientes ha incrementado significativamente el descubrimiento de genes relacionados a
enfermedades debido a los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) y a los meta-analisis de
gran poder. El descubrimiento de genes ha motivado también a la investigacion traduccional dirigida hacia

el desarrollo de estudios de busqueda de causales y terapias génicas optimizadas y personalizadas [37].

Mientras que determinar la etiologia especifica de la enfermedad sigue siendo un reto importante, la
informacion genética ha proporcionado oportunidades para la mejora de la evaluacion de riesgos,
diagnostico molecular, pruebas clinicas de variantes genéticas, tratamiento y manejo. El objetivo del
presente estudio es reportar la frecuencia de la variante genética rs721908120 del gen WNT10A que confiere
riesgo para desarrollar QTC y establecer si puede ser utilizada como marcador genético con la finalidad de

establecer las bases para programas de identificacién temprana de individuos con riesgo genético elevado



de desarrollar esta complicacion. Se llevé a cabo un estudio transversal y descriptivo, en el cual se hizo una
sola medicion (genotipificacion) en sujetos con criterios clinicos de QTC. Se compararon las frecuencias
de la variante genética de los individuos enfermos y de los individuos sanos por medio de Discriminacion
Alélica (rtPCR). A partir de la frecuencia observada en cada uno de los grupos en estudio se realiz6 un

analisis estadistico que permitio identificar si la variante confiere riesgo de desarrollar esta enfermedad.

La busqueda cientifica de genes involucrados en QTC ha sido llevada a cabo utilizando predominantemente
el abordaje de genes candidatos, los cuales requieren conocimiento de los mecanismos patogénicos detras
de QTC. Sin embargo, el disefio de estudios de casos y controles es generalmente utilizado y es apropiado
para la deteccion de genes mayores y menores. Diversas vias y procesos se han visto fuertemente implicados
en QTC. El pensamiento actual en el campo de la genética molecular es que el tamafio de los efectos de
estos factores genéticos sea probablemente modesto, aunque se ha postulado la existencia de genes mayores
involucrados en QTC. Consecuentemente, estudios individuales tienden con mayor frecuencia a obtener
resultados inconsistentes y en ocasiones conflictivos, P' lo que se ha empleado también el uso de meta
analisis para discernir los pocos genes que pudieran tener evidencia suficiente para su asociacion con el

QTC.

3.6.1 Estudios de Ligamiento Para Queratocono

El analisis de ligamiento es una herramienta eficiente para la elaboraciéon de mapas de loci genéticos
asociados a una enfermedad. A la fecha se han realizado 17 mapas de loci genémicos para QTC, lo cual
hace evidente que existe un alto grado de heterogeneidad genética en esta enfermedad [38].
Desafortunadamente solo tres de estos loci, 521, 5q32 y 14q11, se han logrado replicar independientemente
[39]. Sin embargo, por medio de la utilizacién de este abordaje en “pedigries” extensos, se han identificado

dos genes potencialmente asociados al queratocono (MIR184 y DOCKY).

En otro estudio a una familia con QTC de origen ecuatoriano, Gajecka y sus colegas identificaron una region
de 5.59 Mb en el cromosoma 13932, que consta de 25 genes [40]. La secuenciaciéon de ocho genes
candidatos dio lugar a la identificacion de una variacion nueva ¢.2262 A>C (GIln745His) en el gen (DOCKY;
OMIM 607325) [40]. El gen DOCKY se expresa en la cornea y es responsable de la activacion especifica
de CD(C42, una proteina-G. Aunque no es claro el mecanismo por el cual esta mutacion provoca QTC, es
bien sabido que la mutacion se localiza en el dominio DHRI, el cual se encarga de la union de fosfolipidos

y puede afectar la incorporacion de la proteina a la membrana, siendo “posiblemente dafiino” [41].



3.6.2 Analisis de Genes Candidatos (Queratocono)

Ha sido dificil identificar los factores de riesgo genéticos para QTC debido a la etiologia tan compleja que
confiere la enfermedad. Entre los abordajes actualmente utilizados para identificar los componentes
genéticos en familias con sospecha de formas dominantes de QTC, el andlisis de genes candidatos se ha
empleado para estudiar las cohortes de la enfermedad. En base a las caracteristicas biologicas de la
enfermedad, los genes candidatos se predicen segun las funciones biologicas conocidas y patrones de

expresion de relevancia para la enfermedad [42].

Recientemente, se han reportado mutaciones asociadas a QTC en el gen VSX/ en cohortes Neo Zelandesas
y Chinas (43), sin embargo, estudios realizados en poblaciones del sur de la India, Irdn y Grecia no
mostraron asociacion significativa entre estas mutaciones en VSX/ y la susceptibilidad para presentar QTC

[44-45].

Un estudio en poblacidén polaca, tuvo como resultado que los polimorfismos de base unica (SNP’s)
rs8177178 y rs8177179 en el gen de transferrina se asocian al QTC. Esto sugiere un potencial involucro de
los errores en la homeostasis del hierro y el estrés oxidativo en la patogénesis de esta enfermedad. También
se estudio la participacion del gen RADS51 que codifica para una proteina involucrada en la recombinacion
homologa y la reparacion de hebras de doble hélice que se sabe estd involucrado en la via del estrés

oxidativo, encontrandose variantes que se asocian con el riesgo de desarrollar esta enfermedad [46].

Los andlisis de genes candidatos han sido de particular eficacia en el estudio de enfermedades
multifactoriales complejas, y nos permiten identificar incluso efectos genéticos pequefios, utilizando
grandes cohortes de casos y controles. Estudios similares se emplean cominmente para QTC en diferentes
poblaciones, haciendo énfasis en genes potencialmente involucrados en desarrollo craneo facial y ocular,

matriz extra celular, colagenos, apoptosis y vias relacionadas al estrés oxidativo [47].

WNT-104 es un gen localizado en la regién cromosodmica 2q35. La familia WNT incluye genes que estan
relacionados estructuralmente, los cuales codifican proteinas de sefializacion para procesos biologicos y del
desarrollo como ligandos, receptores de membrana, efectores intracelulares y antagonistas. Estas proteinas
han sido reportadas y se han visto implicadas en la oncogénesis, asi como en varios procesos de desarrollo,
incluyendo regulacion celular durante la embriogénesis. Este gen se expresa principalmente en las lineas
celulares de leucemia promielociticas y Linfoma de Burkitt. También se ha observado una fuerte co-
expresion tanto de WNT10A como del gen WNT6 en lineas celulares de cancer colorectal. La sobreexpresion

de este gen podria jugar un importante papel en la carcinogénesis, mediante la activacion de la via de
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sefalizacion de WNT-beta-catenina-7TCF [48]. El grosor corneal central es un endofenotipo del QTC que es
altamente hereditario y se estima que 95% de la varianza fenotipica se debe a factores genéticos. Se han
realizado estudios de asociacion de genoma completo utilizando el grosor corneal central, que han logrado
identificar variantes comunes (i.e. frecuencia alélica menor (FAM) >5%); Sin embargo, estos estudios

generalmente ignoran el gran grupo de variantes exonicas con una FAM baja.

En un estudio realizado en 2015, se realizo un analisis de asociacion de exoma completo utilizando grosor
corneal central y una muestra de 1029 individuos de un estudio poblacional en Australia occidental, el cual
identifico una variante exdnica de genoma completo rs121908120 en el gen WNT10A, encontrandose a 437
kb de un gen previamente asociado con grosor corneal central (USP37). Se muestra en un analisis
condicional que la variante de WNTI0A es responsable de la sefializacion previamente identificada en
USP37. Este hallazgo se replicd en muestras independientes del estudio gemelar adolescente de Brisbane,
el Estudio ocular gemelar en Tasmania y el estudio de Rotterdam, posteriormente realizdndose una
genotipificacion de la variante rs/271908120 en 621 casos de QTC comparando las frecuencias con una
muestra de 1680 controles sin previo analisis del registro gemelar de Queensland. Se identifico6 que

rs121908120 aumenta el riesgo dos veces de padecer QTC (odds ratio 2.03, P = 5.41 x 10(-5)) [49].

La Discriminacion Alélica es el proceso por el cual se detectan en una muestra dos variantes de la secuencia
de tnico nucle6tido (SNP). Los SNPs son variaciones en un punto determinado de la secuencia nucleotidica
de dos individuos. Se trata de la variacion mas abundante en los genomas y se considera polimorfismo
cuando la variacion afecta a mas del 1% de la poblacion. Al momento esta estrategia podria funcionar para

detectar variantes en el gen WNT10A como posibles factores de riesgo para desarrollar QTC [47-49]..

4. JUSTIFICACION

En los ultimos afos se han realizado diversos estudios genéticos para contribuir al entendimiento de las
enfermedades oculares. Sin embargo, la etiologia genética de enfermedades como el QTC no es totalmente
conocida, por lo que es necesario identificar genes y variantes génicas (polimorfismos) que estén
relacionados con la enfermedad y que indiquen susceptibilidad de los individuos a padecer dicha
enfermedad. A pesar de los muchos intentos, se han podido identificar variantes potencialmente patogénicas
en muy pocos casos de pacientes con diagndstico de QTC, por lo que existe un gran campo de estudio para
la identificacion de mutaciones y genes causales.

La identificacion y asociacion de factores genéticos como el polimorfismo 75727908120 del gen WNT10A4
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asociados a QTC asi como su frecuencia, sera de gran trascendencia para comprender mejor los mecanismos
que llevan al desarrollo de esta alteracion corneal. Debido a que la mayoria de los casos se presentan de
manera esporadica, tradicionalmente ha sido dificil el estudio genético de esta enfermedad, sin embargo, en
los casos familiares es claro que existe un factor genético que explica la recurrencia de la enfermedad, por
lo que el estudio molecular de estas familias ofrece grandes ventajas para la posible identificacion de genes
asociados al QTC. Tal asociacion de un polimorfismo permitiria la instauracion de una prueba sencilla,
accesible y confiable que permita identificar, de manera pre-sintomatica, a sujetos mexicanos con riesgo
genético elevado para desarrollar la enfermedad y permitiria establecer medidas para retrasar la aparicion
de la enfermedad, aplicar tratamientos tempranos y prevenir complicaciones graves. El estudio de los
polimorfismos genéticos se lleva a cabo cada vez mas en diferentes cohortes poblacionales. A partir de los
datos generados del estudio de los polimorfismos se han logrado entender de mejor manera los mecanismos
de susceptibilidad a diversas enfermedades hereditarias. Con el desarrollo de nuevas metodologias y
estrategias de estudio a nivel de ADN vy celular, se espera que los estudios de asociacion aceleren el
entendimiento de enfermedades relacionadas con ciertos genes, y nos ayuden a establecer la relevancia de
un polimorfismo en el contexto funcional de una enfermedad. En los ultimos afios se han desarrollado
nuevos métodos para identificar los polimorfismos funcionales que afecten o regulen la expresion genética.
Por otra parte, es necesario estudiar el papel del medio ambiente y su influencia en los polimorfismos

genéticos.
S. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El QTC tiene una predisposicion genética significativa que contribuye a los cambios estructurales de las
corneas de los individuos afectados, generando de esta forma una capacidad alterada en respuesta a los
danos oxidativos que con la disminucion del entrecruzamiento de las fibras de coldgeno producen una
debilidad arquitectonica, teniendo como consecuencia rupturas que se producen en la membrana de
Bowman las cuales favoreceran la debilidad estructural de forma progresiva e irreversible. Diversas
regiones genéticas con susceptibilidad genética se han implicado en esta patologia y se conoce que la
heterogeneidad genética tiene un mayor impacto que los efectos patoldgicos relacionados a un gen
especifico para el desarrollo y progresion del QTC. Por esta razon, la identificacion de factores y regiones
genéticas como la variante 7s/21908120 del gen WNT10A que atin no han sido estudiadas y que permitan
reconocer sujetos con riesgo de desarrollar QTC, lograra identificar a aquellos con riesgo elevado a

desarrollar esta complicacion a edades mds tempranas.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existe asociacion entre la variante rs/21908120 del gen WNT10A y el riesgo de desarrollar QTC en una

muestra de pacientes mexicanos en el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”?

7. OBJETIVOS

7.1 General
Determinar la asociacion de la variante rs/271908120 en el gen WNTI10A y el riesgo a desarrollar QTC en

una muestra de pacientes mexicanos en el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”

7.2 Especificos
» Identificar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs121908120 del gen WNT10A en
un grupo de individuos mexicanos con QTC.
» Identificar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs121908120 del gen WNT10A en
un grupo de individuos no afectados.

» Establecer si existe una asociacion de la variante rs121908120 con el riego a desarrollar QTC en la

poblacién mexicana.

8. METODOLOGIA

8.1 Diseno del Estudio

Se trata de un estudio transversal y descriptivo en el cual se realizo una sola medicion (genotipificacion) en
sujetos con criterios clinicos de QTC. Se compararon las frecuencias de la variante genética de los
individuos enfermos y de los individuos sanos. A partir de la frecuencia observada en cada uno de los grupos
en estudio se realizd un andlisis estadistico que permitié identificar si la variante confiere riesgo de

desarrollar esta enfermedad.

8.2 Pacientes Y Controles
El estudio se llevo a cabo en el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”, Institucion que recibe un
considerable nimero de pacientes con QTC diariamente, con lo que la obtencion de la muestra fue

asegurada. Se incluyeron al menos 100 pacientes mexicanos mestizos (por lo menos 2 generaciones de
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ascendentes nacidos en México) con criterios de diagndstico estrictos para QTC y el mismo niimero de
controles sanos. La identificacion de los casos y controles se hizo por al menos un especialista en Cornea
del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”. Una vez identificados los sujetos con los criterios de
inclusion, se le informd detalladamente sobre las caracteristicas del estudio y se le solicito la firma de un

consentimiento informado (Anexo A) para participar en el estudio.

El diagnéstico de QTC se basé en una examinacion clinica y una videoqueratografia para analisis de
patrones que indiquen abombamiento y ectasia corneal con protrusion central de la cérnea en cualquier
estadio de la enfermedad. La examinacion clinica incluyo biomicroscopia con lampara de hendidura,
retinoscopia bajo cicloplejia y evaluacion de fondo de ojo. La biomicroscopia con lampara de hendidura se
utiliz6 para identificar el adelgazamiento del estroma corneal, estrias de Vogt’s o un anillo de Fleischer. Se
realizd una examinacion retinoscopica bajo dilatacion pupilar para determinar la presencia o ausencia de
signos de retro-iluminacion de QTC como el signo de la gota de aceite y entrecruzamiento del reflejo rojo.

El andlisis de la videoqueratografia se llevd a cabo en ambos o0jos bajo modelamiento topografico corneal.

Se consider6 a un sujeto con diagndstico de QTC si presentd al menos un signo clinico de la enfermedad y
por confirmacion del mapeo videoqueratografico de un patrén asimétrico y un re direccionamiento del eje
radial por encima y por debajo del meridiano horizontal (AB/SRAX). El antecedente clinico de

Queratoplastia Penetrante fue también suficiente para la inclusion.

8.3 Criterios de Inclusion (Casos)
- Sujetos con diagnostico clinico de QTC (casos esporadicos y familiares) realizado por especialista
en cornea del Instituto de Oftalmologia “Conde Valenciana”.
- Sujetos con QTC que acepten realizarse el estudio genético y firmen la hoja de consentimiento

informado.

8.4 Criterios de Inclusion (Controles)
- Sujetos mayores de 40 afios de edad sin diagnostico clinico o antecedentes familiares de QTC, ya
que esta enfermedad se presenta exclusivamente a edades tempranas.

- Sujetos que acepten realizarse el estudio genético y firmen la hoja de consentimiento informado.

8.5 Criterios de Exclusion (Casos)

- Sujetos que se nieguen a participar en el estudio.
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- Pacientes con QTC asociado a otras alteraciones corneales.

8.6 Criterios de Exclusion (Controles)

- Sujetos que se nieguen a participar en el estudio.

8.7 Criterios de Eliminacion (Casos y Controles)
- Sujetos en los que la muestra de ADN no sea suficiente para el estudio, no accedan a la toma de

una nueva muestra o no puedan ser localizados nuevamente.

8.8 Analisis Genético Por Discriminacion Alélica (rtPCR con Sondas Tagman)

Una vez aceptada su participacion, a cada sujeto se le extrajo una muestra de 4mL de sangre periférica por
medio de puncioén venosa que sirvid para la extraccion del ADN gendmico, procedimiento que realizamos
los médicos de la unidad de investigacion del instituto “Conde de Valenciana”. La extraccion de ADN
genomico se realizd segun el protocolo automatizado para el QIAcube (Qiagen, Hilden, Germany)
utilizando el kit “QIAamp DNA Mini” (Qiagen, Hilden, Germany). Una vez obtenido el ADN gendmico,
éste se cuantifico en un equipo Nanodrop. Posterior a la cuantificacion del ADN extraido a partir de sangre
periférica, se continiio con la dilucién de las muestras para su posterior analisis por medio de PCR en
Tiempo Real (Discriminacion Alélica). Se realizaron diluciones de aproximadamente 10ng de ADN en 10
pL de solucién con H20 libre de nucleasas y se rotularon los nuevos tubos Eppendorf con el numero

asignado a cada una de las muestras.

Para la realizacion del ensayo de Discriminacion Alélica (rtPCR), se disené una sonda Tagman especifica
para el SNP RS721908120 del gen WNT10-A y se utilizaron reactivos Thermo Science para las reacciones.
Se procedid a colocar PCR Master Mix y la sonda Tagman en hielo y se rotulo la placa del termo-ciclador.
Se realiz6 la mezcla de reaccion tomando en consideracion la concentracion de la sonda. Se utilizaron los
siguientes reactivos: Universal Master Mix 225.0 puL, sonda Tagman 11 pL y H2O grado Biol Mol 295.0
pL . Se mezclaron los reactivos 4 veces por pipeteo y se dio un pulso en la picofuga. Posteriormente se
alicuotaron 61 pL de la mezcla de la reaccion en tubos de 0.6ml. Se dispensaron 5 L de la mezcla de
reaccion a cada muestra con una pipeta multicanal Eppendorf y se homogeneizo por pipeteo. Se coloco la
placa con las muestras en la centrifuga Allegra 25R asegurandose de eliminar las burbujas de aire en las
reacciones. Se llevaron a cabo 1 HOLD de 95°C por 10:00 minutos, 40 ciclos de 92°C por 15 segundos,
60°C por 1:00 minuto y por ultimo 1 HOLD de 4°C. Se coloc6 un Pad sobre la placa y se introdujo al equipo
GeneAmp PCR System 9700 siguiendo el programa para Tagman: 1 HOLD de 95°C por 10:00 minutos, 40

15



ciclos de 92°C por 15 segundos, 60°C por 1:00 minuto y un HOLD de 4°C. Al finalizar el termociclado se
retir6 el Pad y se hizo una lectura de punto final (Discriminacion Allélica) en el equipo 7900 Fast Real Time
PCR System. En la computadora se utilizo el programa SDS V2.2.2 y la aplicacion Allelic Discrimination.
Se selecciond la opcion set up y se ingres6 el nombre de cada una de las muestras, se seleccionaron
marcadores y detectores correspondientes y se utilizé la opcion Post Read para el analisis de los resultados.
Posteriormente se retird la placa con las muestras y se guard6 el ensayo en la carpeta del usuario (disco
duro) en donde se archivaron los resultados de cada muestra. Una vez realizada la discriminacion alélica de
cada una de las muestras de los casos y controles, se realizd una seleccion aleatoria de algunas de las
muestras para la verificacion del polimorfismo y su confirmacion de resultados via secuenciacion Genética

tipo Sanger la cual se describe a continuacion.

Inicialmente se realiz6 la amplificacion por PCR de una region cercana al polimorfismo rs/27908120. La
reaccion se llevo a cabo utilizando el Kit “KAPA2G Fast HotStart Ready Mix” (Kapabiosystems, USA),
cada reaccion de 25 pL conteniendo 12.5 pL de 2X KAPA2G Fast HotStart Ready Mix, 50 ng de ADN
genémico, 0.5 pL de cada oligonucleotido sentido y anti sentido para cada uno de los exones (previa
exclusion de las regiones intronicas a través del programa ENSEMBLE). La reaccion siguid los siguientes
pasos: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de una desnaturalizacion a 95°C por 15
seg, una alineacion a la temperatura media (Tm) de cada par de oligonucledtidos por 15 seg y una extension
a 72°C por 30 seg repetido por 30-35 ciclos, terminando con una extension final a 72°C por 7 minutos. Los
productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5%, la banda correspondiente al amplificado (pb)

se corto para la recuperacion del ADN amplificado utilizando el kit “Minielute” (Qiagen, Hilden, Germany).

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1.2% con tincidon de bromuro de etidio para identificar las bandas especificas con el producto amplificado,
utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular de 100 pb. Se reconocieron las bandas
de interés y se escindieron del gel para la purificacion del producto de DNA amplificado utilizando el
método de purificacion por columna (Promega) o el método de unién a silica (Qiagen). La concentracion
del DNA amplificado obtenido de la purificacion se determinoé por medio de la comparacion de la intensidad
de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen)
en un gel de agarosa al 1.2% teflido con bromuro de etidio. Después se procedié a la secuenciacion
nucleotidica directa de los productos de PCR. La secuenciacion directa automatizada de los amplicones de
PCR se llevo a cabo con el kit de secuenciacion “BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit” (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada reaccion de secuenciacion de 20 uL contenia 4 uL. de Ready
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Reaction Premix, 2 pL de BigDye Sequencing Buffer, 3.2 pmol de oligonucleétido y 10 ng de ADN
amplificado. La reaccidn sigui6 los siguientes pasos: iniciar una desnaturalizacion a 95°C por 30 seg,
alineacion a 50°C por 15 seg y terminacion a 60°C por 4 min repetido por 25 ciclos. Estos productos se
limpiaron utilizando columnas de sephadex g-50 y se re suspendieron en formamida para su lectura. La
verificacion del polimorfismo en algunas muestras podra realizarse también por discriminacion alélica

utilizando PCR en tiempo real.

8.9 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante chi cuadrada para variables categoricas y para confirmar que
exista equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control; se calcularon razén de momios con intervalos de
confianza del 95% y un nivel Alfa de 0.05 y se consideraron valores mayores a 1 como de riesgo para QTC.

Se utilizo el programa "Prysm" (ver 10.0) para los calculos estadisticos (consultar seccion de resultados).

19. CONSIDERACIONES ETICAS

El documento de consentimiento informado se le presento a cada uno de los pacientes (sin excepcion) que
cumplan con los criterios previamente establecidos (consultar ANEXO A). Se explico al momento el
procedimiento de la toma de muestra con sus riesgos y complicaciones. Se dio a conocer el uso de la
informacion y la confidencialidad de datos. Se respondieron todas las dudas previo a la firma del
consentimiento. Este protocolo de estudio se apega a las normas establecidas por el Comité Cientifico y de
Etica del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”, asi como del Comité de Investigacion y ética

de la Universidad Andhuac y normas nacional e internacionales.

El consentimiento informado y su proceso cumplié con leyes y regulaciones aplicables en México, D.F. Los
pacientes otorgaron su consentimiento para los estudios de ADN mediante la firma de una Carta de
Informacién y Consentimiento, la cual cumple con lo establecido por la Ley General de Salud en sus

Capitulos 21 y 22 (ANEXO A).

17


Servicio S. 6
Texto escrito a máquina


10.PRESUPUEST

La investigacion fue financiada por el Fondo de Investigacion del Patronato “Fundacion Conde de
Valenciana” bajo el rubro “Identificacion de variantes genéticas asociadas a enfermedades causantes de
discapacidad visual”. El presente estudio tuvo un costo aproximado de 400,000.00 pesos de los cuales 90%

se utilizaron en compra de reactivos y consumibles y 10% para el pago de servicios externos.

11.1 Institucion de salud publica vinculada

Latotalidad del proyecto se realizo en las instalaciones del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”

IAP (RENIECYT 097).

11. Infraestructura Disponible en la Institucion

En el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” existen los equipos necesarios para la realizacion
del proyecto como son: Lamparas de hendidura para la revision oftalmologica, equipo para la extraccion de
ADN vy para la amplificacion del gen por PCR, asi como el equipo necesario para su posterior secuenciacion

nucleotidica y analisis.

12. RESULTADOS

12.1 Distribucion de Datos (Casos y Controles)

Del total de 100 muestras de ADN de casos utilizados para este estudio, 45 (45%) muestras fueron de sujetos
masculinos y 55 (55%) de sujetos femeninos, lo cual fue favorable ya que la distribucion de sexo es

suficientemente homogénea con ligera tendencia hacia el sexo femenino (Tabla 1).

Género Casos

Mujeres 55%
Hombres 45%
Total 100%

Tabla 1. Base de datos de casos con diagnostico clinico de QTC. Del total de las muestras de casos, 55 son
femeninos y 45 masculinos. Se mantiene anonimidad de los sujetos incluidos en los casos.

De las 100 muestras de ADN de controles utilizados para este estudio, 38 (38%) muestras fueron de sujetos
masculinos y 62 (62%) de sujetos femeninos, lo cual fue también favorable ya que la distribucion de sexo

es suficientemente homogénea, una vez mas con ligera tendencia hacia el sexo femenino (Tabla2).
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Género Controles

Mujeres 62%
Hombres 38%
Total 100%

Tabla 2. Registro de sujetos controles sanos, dividido por género. Del total de las muestras de casos, 62 fueron
femeninos y 38 masculinos. Se mantiene anonimidad de los sujetos incluidos como controles.

Se obtuvo la media de edad de los casos y controles para su representacion en una grafica de barras para

mejor visualizacion. (Figura 1)

20
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Figura 1. Media de edad de los dos grupos representada en nimeros enteros.

MEDIA DE EDAD (Muestra de 100 casos de QTC)

» 53.2 anos de edad
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MEDIA DE EDAD (Muestra de 100 de controles)
> 66.9 anos de edad

13.2 Concentracion de ADN y Dilucion

Se obtuvo la media de las concentraciones de ADN del grupo de casos y del grupo control para asegurar su

calidad y se representd en una grafica de barras para su mejor visualizacion. (Figura 2

MEDIA DE CONCENTRACION DE ADN (100 muestras de casos de QTC)

> 43.24 18/d] (ADN)

MEDIA DE CONCENTRACION DE ADN (100 muestras de controles)
> 58.7 ng/dl (ADN)

Se llevo a cabo una dilucion de cada una de las muestras de ADN de los casos para obtener una
concentracion homogénea en un volumen final de 10 pL, en donde parte del contenido de la alicuota sera
ADN vy el resto del volumen serd H20. Las alicuotas se hicieron en tubos tipo Eppendorf con capacidad
total de 2 ml.

Se realiz6 una dilucion de cada una de las muestras de ADN de los controles, para obtener una concentracion
homogénea en un volumen final de 10 pL, en donde parte del contenido de la alicuota sera ADN y el resto

del volumen serd H20. Las alicuotas se hicieron en tubos tipo Eppendorf con capacidad total de 2 ml.
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12.3 Diseno De Sondas Tagman y Localizacion Genética

Se localiz6 el gen WNT10A en la base de datos ENSEMBL para la visualizacion de las regiones intronicas

y exonicas, para poder asi delimitar la region de la variante. El gen se conforma por 11,645 pares de bases

nucleotidicas incluyendo los intrones 1-4. (Figura 2)

Intron 1-2 218,881,109 218,882,160 1,052
ENSE00000922345 218,882,161 218,882,423 2 1 263
Intron 2-3 218,882,424 218,880,983 7,560
ENSE00000922346 218,889,984 218,880,363 1 0 380
Intron 3-4 218,880,364 218,892,773 2,410

TCECCATCCACBARTGCCARCA
:ARCIETCARGCCTEGAGACTCGCAACAAGARCECCTA
EAGTCCCATCT TCAGCAGAG

TTGCCTACGC thCGCAGuAJL 'GGEGT G;laChLGuCGlaJ

‘CTLCGGq AGCGCTTTTCTA
CACGEGAGAATGAGGCTTCACA

Figura 2. Delimitacion del gen WNT10A incluyendo exones e intrones en la base de datos ENSEMBL.

Posteriormente se llevo a cabo el disefio de sondas Tagman especificas para el SNP 7571271908120 del gen

WNTI10A. Se delimito la secuencia que engloba la variante (A/T) para corroborar la congruencia con el

polimorfismo y se obtuvo un numero de catidlogo. La localizacion genética del polimorfismo rs121908120

se encuentra en el cromosoma 2 y consta de una substitucion de una Alanina por una Timina. (Figura 3)

SNP ID: rs121908120
Gene +WNT10A Assay ID C_150623636_10
Gene Name wingless-type MMTV integration site family, member 10A Size S: 188uL: 40X a
Set Membership:
Chromosome Location: Chr.2: 219755011 - 219755011 on NCBI Build 37 Availability Made To Order
Polymorphism: AST, Transversion Substitution
Catalog # 4351379
Context Sequence [VIC/FAMI]: 9
CTTCGGGGAGCGCTTTTCTAAGGACIA/TITTCTGGACTCCCGGGAGCCTCACAG List Price Contactenos »
Your Price

Figura 3. Disefio de sondas Taqman para Discriminacion Alélica por rtPCR. Numero de catalogo, ID de ensayo y

localizacion nucleotidica especifica de la variante A/T.

Una vez disefiadas las sondas Tagman para la realizacion de Discriminacion Alelica por rtPCR, se registro
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la localizacion del gen, sus alelos, el tipo de variante y sus asociaciones con transcritos y otros fenotipos.

(Figura 4)

Alleles

Location

Co-located

Most severe consequence
Evidence status @

HGVS names &

About this variant

T/A | Ancestral: T | Ambiguity code: W

Chromosome 2:218890289 (forward strand) | View in location tab
with HGMD-PUBLIC CM094237 ; dbSNP rs121908120 (T/A)
Missense variant | See all predicted consequences [Genes and requlation]

g -
By ]

This variant has 4 HGVS names - click the plus to show

This variant overlaps 4 transcripts and is associated with 2 phenofypes.

Figura 4. Registro de informacién genética del polimorfismo rs/27908120 y sus asociaciones fenotipicas en base

de datos.

12.4 Estandarizacion de rtPCR (Discriminacion Alélica)

En la estandarizacion de la PCR en tiempo real, se determino la especificidad de los cebadores utilizados.

Como control positivo se empled una muestra de un sujeto con QTC (caso) y como control negativo la

muestra de un sujeto sano. La sensibilidad de la PCR en tiempo real se determiné utilizando como muestras

positivas 100 muestras de ADN de casos en tubos Eppendorf con diluciones seriadas con volumen total de

10 uL y agua libre de nucleasas y como muestras negativas se utilizaron las 100 muestras de ADN de sujetos

control.

Locus Track es una aplicacion basada en la web, que crea representaciones visuales de resultados de GWAS

(Genome Wide Association Study) regionales e integra anotaciones especificas del usuario junto con otras

funciones como LD (linkage desequilibrium) y genes dentro de la region de interés. E1 LD hace referencia

a la asociacion no randomizada de alelos en diferentes loci o regiones genéticas. Se dice que el loci se

encuentra en LD cuando la frecuencia de asociacion de sus diferentes alelos es mayor o menor de lo que se

esperaria si el loci fuera independiente y asociado al azar (Figura 5).

Funciones Principales:

» Creacion de plots de GWAS regionales en un panel tipo locus zoom.

» Exposicion de genes dentro de una region junto con la orientacion de sus hebras transcritas, sus

exones e intrones (Panel Inferior).
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Figura 5. Plot de LocusTrack que muestra las variantes dentro de la region rs121908120 (+400Kb). El eje izquierdo muestra la
extension de desequilibrio de ligacion de cada variante con rs121908120. Las lineas punteadas representan la region del panel

inferior. El panel inferior muestra SNP’s con un alto desequilibrio de ligacién (1”2 ) con el mismo codigo de color que el panel
superior. La seccion "Genes" representa las regiones transcritas del gen; wgEncodeBroadHMM hace referencia al estado de
segmentacion de cromatina de las "Human Stem Cells"; tfbsConsSites muestra regiones con conservacion de factores de
transcripcion.

Para estandarizar la prueba de rtPCR para los casos y controles posterior a la dilucion de las muestras, se
llevé a cabo la secuenciacion genética del gen WNT10A por el método de Sanger (ver materiales y métodos)
de 4 muestras de sujetos con QTC (casos) y 4 muestras de sujetos sanos (controles) para identificar
secuencias de sujetos heterocigotos y homocigotos para la variante (Figura.6,7); lo cual sirvid como
referencia para los resultados de rtPCR. Por medio de la identificacion de secuencias heterocigotas y
homocigotas, pudimos analizar las muestras sometidas a rtPCR confiablemente, ya que por medio de la
secuenciacion Sanger pudimos estar seguros que los resultados que observamos en las plantillas del equipo
de rtPCR eran en efecto confiables. Posteriormente se introdujeron al equipo de rtPCR, sets consecutivos
de 36 muestras, dentro de las cuales 34 fueron casos o controles respectivamente, 1 control negativo
(Reaccion sin ADN) y 1 muestra de uno de los pacientes previamente analizados por secuenciacion Sanger
para referencia. Una vez concluida cada corrida en el equipo, se procedid a recabar los datos los cuales
fueron anotados en una biticora para su posterior analisis estadistico. Inicialmente se sometieron los 100

casos de QTC a rtPCR y después los 100 controles para llevar un mejor control del estudio (Figura 8.)
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Inst Model/Name 3100/SECUENCIADOR-21371-028
Dec 14,2016 09:18PM, CST

Dec 14,2016 09:32PM, CST
Spacing:14.36 Pts/Panel1300
Plate Name: 14-DICIEMBRE-2016

ATGGGCTTCGGGG AGCGCTTTTCTAAGGA
73 75 77 79 81 83 8587 89 91 93 95 97 9S 10,10

Figura. 6 Electroferograma de secuenciacion en 5'- 3'(Forward) por técnica Sanger para la visualizacion y confirmacion de la
region genética de interés. La variante polimoérfica rs121908120 representa un cambio A/T, en donde en este caso se observa la

presencia de una Timina (T), indicando que esta secuencia es de tipo Wild Type o normal.

Inst Model/Name 3100/SECUENCIADOR-21371-028
Dec 19,2016 05:50PM, CST

Dec 19,2016 06:16PM, CST
(-  Spacing:14.19 Pts/Panel1300
3plate Name: 19-DICIEMBRE-2016

GGG AGTCCAG AAGTCCT TAG AAAAGCGCTCC
77 7981 83 85 87 89 91 93 95 97 9¢10:10:10 10°

B 2 - T p
Figura. 7 Electroferograma de secuenciacion en 3'- 5'(Reverse) por técnica Sanger para la visualizacion de la region genética
de interes. La variante polimorfica rs121908120 representa un cambio A/T, en donde en este caso se observa la presencia de una
Timina (T), indicando que esta secuencia es de tipo Wild Type o normal.

24



ra
L

e
o

Fluorescence

1 I I I

1
20 25 30 35 40
Cycle
Figura. 8 analisis de corrida de muestras en rtPCR. La linea roja horizontal representa el corte (Threshold) de las reacciones,

todo por debajo de la linea roja horizontal fue tomado como negativo o (wild type) y todo lo que este por arriba, en este caso la
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12.5 Analisis Estadistico por medio de prueba de Chi-Cuadrada

Se llevo a cabo el analisis estadistico utilizando el software "Prysm", en donde se realiz6 una prueba de chi
cuadrada para variables categéricas y para confirmar que exista equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo
control; se calcularon razéon de momios con intervalos de confianza del 95% y un nivel Alfa de 0.05 y se

consideraron valores mayores a 1 como de riesgo para QTC (Tabla 5.)

Statistical Analysis Data 1

Chi-square Cases and Control groups
Chi-square, df 5.4, 86
P value 1
P value summary ns
One- or two-sided NA
Statistically significant? (alpha<0.05) No
Data analyzed Allelic Discrimination
Number of rows 87
Number of columns 2

Tabla 5. Analisis estadistico realizado en el programa "Prysm" en donde se llevo a cabo una prueba de chi-cuadrada. El
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resultado de la prueba no fue estadisticamente significativo.

Del total de las muestras de los casos, 7 sujetos fueron heterocigotos para la variante rs/21908120 y 80
fueron wild type o normales. En el grupo control, 14 muestras fueron heterocigotos y 82 fueron wild type,
lo cual indico previo al andlisis estadistico que habia mas sujetos portadores de la variante polimorfica en
el grupo control que en los casos, por lo cual pudimos inferir que el analisis seria poco o nulamente

significativo.

GRUPO DE ESTUDIO HOMOCIGOTO (WT) HETEROCIGOTO (A/T)

CASOS 80 7

CONTROLES 82 14

Tabla 6. Representacion visual de los resultados de discriminacion alélica (itPCR) para casos y controles.

90

80

60 —

50 -

u CASOS
& CONTROLES

30 ~

20 A

a—

HOMOCIGOTO (WT) HETEROCIGOTO (A/T)

Figura 9. Representacion grafica de la distribucion de los resultados de discriminacion alélica (rtPCR) para ambos
grupos. Se observa mayor cantidad de resultados polimoérficos o heterocigotos en el grupo control.

En la computadora se utiliz6 el programa SDS V2.2.2 y la aplicacion Allelic Discrimination. Se selecciond
la opcion set up y se ingres6 el nombre de cada una de las muestras, se seleccionaron marcadores
(fluorocromos verde y amarillo) y detectores correspondientes para la variante A/T y se utilizd la opcion
Post Read para el andlisis de los resultados. Posteriormente se retird la placa con las muestras y se guardo

el ensayo en la carpeta del usuario (disco duro) en donde se archivaron los resultados de cada muestra.
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13. DISCUSION

WNTI10A pertenece a la familia de genes WNT, la cual se conforma por genes estructuralmente
relacionados que codifican moléculas de senalizacion que se han visto implicadas en la oncogénesis y en
diversos procesos como la regulacion del ciclo y patrones celulares presentes durante la embriogénesis
[50,51]. Existen estudios que han demostrado que el ciclo celular del endotelio corneal se mantiene por las
vias de sefializacion de genes Hedgehog y WNT especificamente [53,54]. El endotelio corneal es
responsable del mantenimiento del transporte de fluidos y solutos hacia el estroma corneal, el cual
representa el 90% del grosor de la cornea. Una densidad celular disminuida puede tener impacto en la
regulacion de fluidos, teniendo como consecuencia la inflamacion estromal y cicatrizacion por exceso de
fluidos [55,56], lo cual se ha descrito también como una complicacion del QTC [57]. La fuerte asociacion
del gen WNTI10A y del polimorfismo analizado (OR2.3), con riesgo a desarrollar QTC es indicativo que el
polimorfismo pudiera tener relacion a ciertas razas y fenotipos especificos. Los resultados negativos en los
casos y controles pudiera sugerir que existen diferentes regiones dentro del gen WNTI10A que codifican
para distintas proteinas capaces de alterar la funcién corneal en presencia de variantes o mutaciones

puntuales.

El epitelio corneal es una capa extremadamente delgada compuesta de tejido epitelial que cubre la parte
anterior de la cornea y solamente unos cuantos estudios han descrito los cambios estructurales en el epitelio
corneal en ojos con QTC [43]. Las c¢lulas epiteliales de la coérnea se renuevan constantemente a partir de
células de la rama limbica (Limbal Stem Cells (LSC)) para poder asi mantener la transparencia necesaria
para la transmision de luz. Una deficiencia de LSC’s puede provocar que la cornea se convierta en un
epitelio de piel queratinizada o no transparente [54]. El analisis molecular de las vias de sefalizacion del
grupo WNT en células del limbo corneal ha demostrado que WNT2, WNT6, WNTI11 y WNTI6B se
encuentran sobre expresadas en la region limbica, mientras que la expresion de WNT3, WNT7A, WNT7B 'y
WNT10A esta sobre-regulada en el centro de la cornea (epitelio corneal maduro) [53]. En base a esto, en el
presente estudio se examind la distribucion de los valores-p de los genes WNT y los SNP’s que se
encuentran dentro de ellos. Pudimos observar que en conjunto estos genes tienden a tener valores-p

pequeiios, pero poco o nulamente significativos.

27



La fuerte asociacion que se ha encontrado entre las alteraciones del gen WNT10A y el QTC, proporcionan
mayor evidencia a su posible papel en la estabilidad de la cérnea. Ademas, existen estudios que indican que
las mutaciones en WNTI10A son también factor de riesgo para displasia ectodérmica incluyendo odonto-
onycho-dermato displasia [53]. Este sindrome se asocia a anormalidades de la piel, asi como de las
estructuras derivadas de la epidermis como los son el pelo, dientes, ufias, lengua y las glandulas sudoriparas.
El pelo que incluye a las pestaias se torna tipicamente delgado. Las manifestaciones oculares incluyen
epifora cronica, fotofobia y queratitis. Otras enfermedades que muestras adelgazamiento corneal como
caracteristica clinica principal engloban alteraciones del tejido conectivo y ontogénesis imperfecta, por lo
que la sefializacion de WNT es esencial para mantener la densidad 6sea y la homeostasis en el tejido

conectivo [55].

El estudio de los polimorfismos genéticos se lleva a cabo cada vez mas en diferentes cohortes poblacionales.
A partir de los datos generados del estudio de los polimorfismos se han logrado entender de mejor manera
los mecanismos de susceptibilidad a diversas enfermedades hereditarias. Con el desarrollo de nuevas
metodologias y estrategias de estudio a nivel de ADN y celular, se espera que los estudios de asociacion
aceleren el entendimiento de enfermedades relacionadas con ciertos genes, y nos ayuden a establecer la
relevancia de un polimorfismo en el contexto funcional de una enfermedad. En los tltimos afios se han
desarrollado nuevos métodos para identificar los polimorfismos funcionales que afecten o regulen la
expresion genética. Por otra parte, es necesario estudiar el papel del medio ambiente y su influencia en los
polimorfismos genéticos. Tomando esto en cuenta, se han demostrado asociaciones de diversos genes con
enfermedades, que son potencializados en consecuencia a diferentes condiciones ambientales. Es necesario
un nuevo entendimiento de la biologia de las enfermedades comunes para ligar, de una manera mas
completa, genotipos individuales a fenotipos complejos. El Proyecto Internacional del HapMap (proyecto
que desarrolla un mapa de haplotipos del genoma humano) busca proveer muchas de las herramientas que
actualmente son necesarias en el estudio del genoma humano. Un estudio en poblacion polaca, tuvo como
resultado que los polimorfismos de base tinica (SNP’s) rs8177178 y rs8177179 en el gen de transferrina se
asocian al QTC. Esto sugiere un potencial involucro de los errores en la homeostasis del hierro y el estrés
oxidativo en la patogénesis de esta enfermedad. También se estudi6 la participacion del gen RADS51 que
codifica para una proteina involucrada en la recombinacion homoéloga y la reparacion de hebras de doble
hélice que se sabe estd involucrado en la via del estrés oxidativo, encontrandose variantes que se asocian
con el riesgo de desarrollar esta enfermedad. En un estudio realizado en 2015, se realiz6 un analisis de

asociacion de exoma completo utilizando grosor corneal central y una muestra de 1029 individuos de un
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estudio poblacional en Australia occidental, el cual identifico una variante exonica de genoma completo
rs121908120 en el gen WNTI10A, encontrandose a 437 kb de un gen previamente asociado con grosor
corneal central (USP37). [46].

En nuestro estudio, demogréaficamente se encontr6 una ligera tendencia hacia el sexo femenino en ambos
grupos de estudio (casos 55% y controles 62%), sin embargo, esto pudiese haber influido en los resultados
de discriminacion alélica y secuenciacion genética, pudiendo indicar tendencias polimorficas ligadas al sexo
femenino. La calidad y concentracion de las muestras fue eficiente para la realizacion de las reacciones de
rtPCR y para la visualizacion del amplificado genético. El disefio de sondas Tagman y la estandarizacion
de la prueba de discriminacion alélica se llevaron a cabo efectivamente y se pudo garantizar la calidad,

viabilidad y fiabilidad del estudio para las muestras.

14. CONCLUSIONES

Podemos concluir, que nuestros hallazgos indican que el gen WNT10A juega un importante papel en la
estabilidad corneal, y que la variante genética rs/27908120 no es un factor de riesgo para el desarrollo de
QTC en nuestra poblacion mexicana. También, esto no proporciona resultados sugestivos de la asociacion
de los genes WNT y su expresion en distintos tejidos oculares, indicando que se podria ampliar el tamafio
de la muestra o utilizar un mejor mapeo de variantes para detectar su asociacién en cohortes mexicanas,
pudiendo asi detectar pacientes que pudiesen ser tratados precozmente con tratamientos como riboflavina o
lentes de contacto rigidos y prevenir asi la aparicion o desarrollo de queratocono. Debemos tomar en cuenta
que existen multiples variables genéticas y ambientales que influyen directamente en el desarrollo de
Queratocono en poblaciones orientales y Neo Zelandesas, por lo que la ampliacion de la muestra pudiera
concluir si una variante es suficiente para generar la enfermedad o si existe mayor viabilidad en el estudio

de multiples variantes en conjunto.

Los andlisis de genes candidatos han sido de particular eficacia en el estudio de enfermedades
multifactoriales complejas, y nos permiten identificar incluso efectos genéticos pequefios, utilizando
grandes cohortes de casos y controles. Estudios similares se emplean comunmente para QTC en diferentes
poblaciones, haciendo énfasis en genes potencialmente involucrados en desarrollo craneo facial y ocular,

matriz extra celular, colagenos, apoptosis y vias relacionadas al estrés oxidativo [47].
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Q Instituto de Oftalmologia
v‘Fundacién de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP”

CONSENTIMIENTO
INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA*

Titulo del protocolo:
““Estudio de asociacion genética del polimorfismo rs121908120 como factor de riesgo para el

desarrollo de Queratocono”

Investigador principal: Dra. Beatriz Buentello Volante
Lugar donde se realizara el estudio: Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si participa o no, debe
conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado.
Siéntase con absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que firme esta forma de
consentimiento, del cual se le entregard una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Las personas con queratocono tienen un alto riesgo de ser sometidos a procedimientos quirurgicos invasivos
como el trasplante de cornea. Por lo que se le invita a participar en este estudio con la finalidad de buscar
un marcador genético que pueda utilizarse para realizar una prueba rapida que indique si las personas con
ciertas variantes genéticas tienen o no un riesgo elevado para desarrollar queratocono.

2. OBJETIVO DEL Estudio
A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos:

Identificar si la variante polimorfica 751271908120 en el gen WNTI10A confiere riesgo elevado para
desarrollar queratocono y que puedan ser utilizadas como marcadores genéticos con la finalidad de
establecer las bases para programas de identificacion temprana de individuos con riesgo genético elevado
de desarrollar esta complicacion y con ello establecer programas de intervencion orientados a disminuir el
numero de personas con esta complicacion.

3. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
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En caso de aceptar participar en el estudio se le realizardn algunas preguntas sobre usted, sus
habitos, antecedentes médicos y sobre todo oftalmologicos. Se le realizara una revision oftalmologica
completa, tomando su agudeza visual y revisando el fondo de ojo para saber si cuenta con hemorragias
dentro de la retina o edema. Su participacion consiste en una toma de 4mL de sangre venosa y esta toma
no representa ningun riesgo para mi salud, mas que la posible formacion de un pequefio moretdn en el area
de puncion. El material genético que se extraiga de mi muestra de sangre sera utilizado para este estudio y
podra ser almacenarlo para futuras investigaciones. También se me ha informado que en cualquier
momento puedo retirar mi consentimiento para participar en esta investigacion y que esto no afectara mi
tratamiento actual o la calidad en la atencidon que recibo en la institucion.

4. MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio solo se le tomard la muestra de sangre mencionada y como ya se le informo solo se puede
presentar un moreton que no tiene riesgo a la salud.

En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario o requiera otro tipo de atencion, favor de
acudir a la Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” con la Dra.
Beatriz Buentello V. quien a su vez le contestara sus dudas o lo referird con algiin medico especialista si
requiere atencion inmediata.

5. BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIO

Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido ya
que podré realizarse una prueba que indique si tienen o no riesgo a desarrollar queratocono.

6.- ACLARACIONES:

*  Sudecision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* En el proceso del estudio usted podrd solicitar informacion sobre cualquier pregunta y/o aclaracién de cualquier
duda acerca de los procedimientos, riesgos y beneficios. Si requiere ampliar informacion sobre su participacion en el
estudio puede comunicarse al Comité de Etica en Investigacion, al teléfono 54421700 ext. 3212 con la Lic. Edith
Romero Chévez

= Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el investigador responsable no
se lo solicite, pudiendo manifestar o no, las razones de su decision, la cual serd respetada en su integridad. Sin que esto
cree petjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

= La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, serd mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores.

» Elinvestigador tiene la obligacion de proporcionarle informacion actualizada sobre los avances del estudio.

= En caso de que usted desarrolle algtin efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a una
indemnizacidn, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacion en el estudio.

*  No recibird pago por su participacion

= No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion a participar en este estudio.

= Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, firmar la

= (arta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento
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7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibir¢ una copia firmada y fechada
de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha No. Teléfono
Testigo 1

Nombre Parentesco Fecha
Domicilio

No. Telef6nico:

Testigo 2

Nombre Parentesco Fecha

Domicilio

No. Telef6énico:
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Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propodsitos de la investigacion,
le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de
lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella.
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Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador No. Telefonico Fecha

* Este Consentimiento Informado ha sido aprobado por unanimidad en el Comité de Etica en
Investigacion de nuestro Instituto, con fundamento en los Articulos 20, 21, 22 del Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
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