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1. RESUMEN
Introduccion: La catarata senil es la causa nimero uno de discapacidad visual y
ceguera reversible, el Unico tratamiento definitivo es la cirugia. Ademas de los

factores ambientales, se han asociado variantes genéticas en el desarrollo de ésta.

Objetivo: Identificar la presencia del polimorfismo rs13181 en el gen ERCC2 en

pacientes con catarata senil.

Material y métodos: Se obtuvo ADN de sangre completa de pacientes y sujetos
control para el analisis de la region rs13181 por PCR y secuenciacién nucleotidica.
Se realiz6 analisis comparativo usando la prueba de Chi cuadrada (intervalo de
confianza del 95%) y calculando la razon de momios para frecuencia genotipica y

frecuencia alélica (GraphPad Prism V5.0).

Resultados: Se analizaron 52 muestras de pacientes con catarata senil y 31 sujetos
control. El promedio de edad 73 y 68 afios respectivamente. El genotipo AA se
detect6 en el 11% y 53%; AC en 86% y 40%; CC en el 3% y 7% de los controles y
pacientes respectivamente. La frecuencia genotipica presentd una diferencia
estadisticamente significativa entre AA'y AC (p <0.001). El alelo A fue mas comun

en el grupo de pacientes (73% contra 54%).

Conclusion: El polimorfismo rs13181 en el gen ERCC2 (alelo A) es mas frecuente
en pacientes con catarata senil, la razon de momios indica que tienen 2.3 veces
mas riesgo a desarrollarla y se sugiere que el alelo C es un posible protector con

odds ratio de 0.43.

Palabras clave: Catarata senil. Polimorfismo. Ceguera. Genotipo. PCR. Alelo.



ABSTRACT

Introduction: Senile cataract is the number one cause of visual impairment and
reversible blindness, the only definitive treatment is surgery. In addition to

environmental factors, genetic variants have been associated in its development.

Objective: To identify the presence of the rs13181 polymorphism in the ERCC2

gene in patients with senile cataract.

Material and methods: DNA was obtained from whole blood of cataract patients
and control subjects for the analysis of the rs13181 region by PCR and nucleotide
sequencing. Comparative analysis was performed using the Chi square test (95%
confidence interval) and calculating the odds ratio for genotype frequency and allelic

frequency (GraphPad Prism V5.0).

Results: 52 samples from patients with senile cataract and 31 control subjects were
analyzed. The average age was 73 and 68 years respectively. The AA genotype was
detected in 11% and 53%; AC in 86% and 40%; CC in 3% and 7% of controls and
patients respectively. The genotype frequency presented a statistically significant
difference between AA and AC (p <0.001). The A allele was more common in the

group of patients (73% vs. 54%).

Conclusion: The rs13181 polymorphism in the ERCC2 gene (allele A) is more
frequent in patients with senile cataract, the odds ratio indicates that they have 2.3
times the risk of developing it and it is suggested that allele C is a possible protector

with an odds ratio of 0.43.

Key words: Senile cataract. Polymorphism. Blindness. Genotype. PCR. Allele.



2. INTRODUCCION

2.1 Definicién y epidemiologia

La discapacidad visual puede ser definida como ceguera (vision menor o igual a
20/200 en el mejor ojo y menor de 20/400 para World Health Organization [WHO] o
baja vision menor a 20/40 o menor a 20/60 de acuerdo a WHO). 12

La catarata relacionada a la edad (ARC, por sus siglas en inglés) es el tipo mas
comun de catarata, también es el lider de causas de discapacidad visual y ceguera
en el mundo. Existen tres tipos de ARC: nuclear, cortical y subcapsular posterior. La
cortical es mas comun en latitudes bajas ya que estas regiones tienen un alto nivel
de UVR-B. La localizacion de la opacidad cortical es mas pronunciada en el
cuadrante nasal inferior del cristalino. 34 Sin embargo el tipo mas comin de ARC
es la nuclear. ®

Actualmente el Unico tratamiento definitivo es la cirugia y mientras que los
resultados favorables son bastante predecibles, el limitado nimero de cirujanos en
paises subdesarrollados y el alto costo de la cirugia han hecho a la catarata un
problema de salud publica de crecimiento global, con un estimado de 38 millones
de personas y alrededor de 48% de todos los casos de ceguera, ademas existen 17
millones de personas con ceguera bilateral debido a catarata. Mas del 50% de las
personas mayores de 65 afios de edad la padecen, incrementando su prevalencia
hasta 75% en personas de 75 afios. Se espera que para el afio 2020 esta estadistica

se duplique debido al envejecimiento de la poblacién. 87



2.2 Etiologiay factores de riesgo
Hasta ahora, aunque varias causas han sido sugeridas, no se conoce exactamente
la patogénesis de la ARC. Los agentes propuestos incluyen edad avanzada, estrés
oxidativo, radiacion ultravioleta, defectos genéticos, diabetes, hipertension,
tabaquismo, alcoholismo, deficiencias nutricionales y obesidad, entre los mas
importantes®. De éstos, los primeros cuatro son considerados los agentes con
mayor participacion en su desarrollo; sin embargo, con una diferencia
comparativamente significativa, el elemento primordial seguira siendo la edad, pues
pese a que suele referirse como un factor de riesgo independiente para ARC,
muchos de los mecanismos fisiopatoldgicos que se le atribuyen dependen directa o
indirectamente de la misma®. Ademas, se ha asociado el desarrollo de catarata en
general con procesos diarreicos severos y deshidratacion, indice de masa corporal®
y el uso de farmacos como corticosteroides inhalados*!: nifedipino, espironolactona,
esteroides sistémicos y fenotiazinas mientras que la aspirina y otros AINES, asi
como la ciclopentiazida han mostrado un efecto protector?> Cambios nutricionales
han podido ser correlacionados principalmente por informacion obtenida de
modelos animales, sugiriendo que dietas con mayor proporcion de lipidos y
proteinas y bajas en carbohidratos retrasan el desarrollo de catarata, asi como
dietas veganas, mientras que deficiencias significativas en aminoacidos como
histidina, triptéfano, fenilalanina, valina, leucina e isoleucina, asi como en minerales
como calcio, selenio, zinc y en vitaminas como riboflavina o vitamina E se

correlacionan con mayor riesgo de formar opacidades??.



El perfil etiol6gico a su vez varia de acuerdo con el subtipo de ARC. De acuerdo con
estudios epidemioldgicos, las cataratas subcapsulares posteriores y corticales
suelen corresponderse con estresores ambientales como rayos UV, diabetes o uso
de drogas. Las cataratas nucleares suelen presentarse mas en fumadores, mientras
gue el alcoholismo incrementa el riesgo de todos los subtipos. En conjunto todas
reducen su frecuencia en una proporcion directa con el nivel educativo, asi como

con la presencia de antioxidantes*.

2.3 Fisiopatologia
Todas las cataratas tienen caracteristicas similares como oxidacién de los
constituyentes del cristalino, perdida de los antioxidantes, incremento en los niveles
del calcio citosolico, activacion de la protedlisis, desequilibrio i6nico, hidratacion,

degradacion y agregacion de las proteinas cristalinas.®

2.3.1 Fisiologia normal del cristalino
La transparencia del cristalino se mantiene por medio de dos factores principales.
En primer lugar, la mayor parte de fibras celulares son metabdlicamente inactivas
es decir que pierden el nicleo y otros organelos siendo capaces de dispersar la luz.
Estas células tienen muy alta concentracion de proteinas estructurales (llamadas
“cristalinas”), homogéneamente distribuidas dentro de las células. Esto provee alto
indice refractivo al lente, necesario para focalizar la luz incidente sobre la retina. El
segundo elemento involucrado en la éptica del cristalino se deriva de que éste no
cuenta con un sistema vascular, por lo que obtiene los nutrientes y el oxigeno que
requiere del humor acuoso que lo rodea. El cristalino humano consiste de 3 zonas

metabdlicamente diferentes: el epitelio, la corteza, y el nucleo.



El epitelio cubre la cara anterior del cristalino y es esencial para el crecimiento,

diferenciacion, y homeostasis'®.

2.3.2 Agregacion de proteinas
Desde hace tiempo ha sido identificada la relacion entre cambios conformacionales
y diferencias morfolégicas en el plegamiento de las proteinas cristalinas que
conducen a su menor solubilizacion, con la consecuente formacion de cataratas Es
conocido que con la edad se acumulan numerosas modificaciones post-
traduccionales que eventualmente resultan en la formacion de agregados proteicos

y dan lugar al desarrollo de ARC*"-

Las células tienen mecanismos de proteccion frente a la acumulacion de proteinas
con plegamiento incorrecto, (inducidas por estresores como hipoglucemia, hipoxia,
estrés oxidativo, inclusiones virales, entre otros) a través del reclutamiento de
proteinas chaperonas cuya funcion consiste en modificar la estructura del péptido o
la secuencia alterada para incrementar su solubilidad o, en caso de una
modificacién significativa e irreversible, sefialarla con ubiquitina para que sea
degradada por el proteosomal®. Cuando este sistema se satura, excediendo la
concentracion de agregados que pueden reciclarse, se activan diversas vias
moleculares que favorecen el reclutamiento de calcio intracelular, que a su vez
activa enzimas que pretenden detener el ciclo celular hasta reestablecer el balance

de proteinas solubles o, de no conseguirlo, activar la apoptosis*®.



Existen tres tipos principales de proteinas cristalinas, denominadas “a”, “b” y “g”, de
las cuales la “a@” es la mas representativa y tiene funcién tanto refractiva y estructural
como bioquimica, al servir como chaperona, mientras que la “b” presenta una

[{peg i)

funcién unicamente estructural (presente en el citoesqueleto, junto con la “a”) y la
“g” mayormente refractiva en el nucleo del cristalino. Para la accion chaperona de
la cristalina “a”, resulta esencial la separacion y reunién entre subunidades Ay B de
diferentes proteinas tipo “a”. Existen mutaciones en estas subunidades que pueden
provocar disminucion en la tasa de intercambio, reduciendo su actividad chaperona,
ademas de mutaciones que incrementan la actividad chaperona, formando
agregados inestables entre sus sustratos y la cristalina. También pueden ocurrir
cambios que favorecen la formacion de homodimeros (dos subunidades A o dos B),
generando oscilaciones pequefias pero acumulativas en la transparencia
estructural. Algunas alteraciones postraduccionales (metilacion, alquilacién,
sulfuracion, etc.) de otras proteinas (como las cristalinas “b” y “g”), pueden generar
formas insolubles y provocar que subunidades de las cristalinas tipo “a” se unan a

ellos en lugar de a su subunidad correspondiente, deteriorando con ello la funcion

de chaperona®®.

En general, la formacién de grupos sulfhidrilo, glicacion o la desaminacion de
residuos como arginina resulta en la agregacion de proteinas del citoesqueleto y las
cristalinas. La disminucion progresiva del metabolismo de carbohidratos también
favorece la aparicion de productos terminales de glicacién avanzada que fomentan

el estrés oxidativo y la glicacion de cristalinas.



Ademas, se ha observado que una mayor actividad proteasa de la calpaina
disminuye la concentracion de proteinas del citoesqueleto y con la edad
incrementan los esfingolipidos y se reduce el colesterol y los fosfolipidos de las
membranas celulares epiteliales, alterando tanto la permeabilidad y el potencial
eléctrico (generando cambios en la concentracion de moléculas intracelulares),

como la organizacion estructural y la unién intercelular, favoreciendo la opacidad??.

2.3.3 Mecanismos relacionados con el transporte celular
A largo plazo la integridad del cristalino es provista por metabolitos, sintetizados en
el epitelio del cristalino metabdlicamente activo o dentro del cristalino a través de
capa epitelial, obteniéndolos del humor acuoso??. La concentraciéon de aminoacidos
es mayor en el cristalino que en el humor acuoso. La acumulacién de metabolitos
en el cristalino en contra del gradiente de concentracion significa que la penetracion
de pequefias moléculas dentro del cristalino es dirigida por bombas activas, situadas
en la capa epitelial del mismo. Se requieren diferentes tipos de bombas para cada
uno de los componentes; los mecanismos moleculares de algunas bombas
selectivas han sido reportados. Sin embargo, los mecanismos del movimiento de
los metabolitos dentro del cristalino aun se encuentran en debate. La alteracion en
el sistema de transporte del cristalino puede generar un efecto deletéreo para el
nacleo del mismo debido al déficit de filtros UV y antioxidantes y a la acumulacion

de productos oxidados?3.



Afadido a los cambios descritos, se ha observado que pueden existir alteraciones
en las uniones gap, caveolinas y conexinas?*. inducidas por acumulacién de
especies reactivas de oxigeno que activan las proteinas cinasas (PKC) y fosforilan
varias subunidades de estos péptidos alterando su estructura y funcion,

conduciendo a una alteracion estructural e inestabilidad del cristalino2°.

2.3.4  Estrés oxidativo
Los radicales libres son moléculas pequefias y difusibles que son altamente
reactivas debido a la falta de apareamiento de su electron de valencia y aunque las
formas méas conocidas son derivadas del oxigeno (peroxido de hidrégeno,
superéxido, oxigeno singlete, radical hidroxilo), también existen radicales de
nitrogeno. Estas especies reactivas pueden provenir de fuentes exogenas
(radiacion UV, toxinas, microorganismos) o enddgenas (enzimas como
mieloperoxidasa, NADPH oxidasa, xantina oxidasa, etc.)?®. En circunstancias
normales, se producen cantidades bajas de estas sustancias sin ser deletéreas, e
incluso a veces siendo benéficas, teniendo funciones microbicidas, mitogénicas y
preparando la respuesta frente a la anoxia. No obstante, cuando se pierde el
balance entre moléculas antioxidantes y radicales, éstos reaccionan con las
biomoléculas funcionales (lipidos, proteinas y acidos nucleicos), dafiando la

estructura de la membrana, el plegamiento peptidico y la secuencia genémica?’.

En pacientes con ARC se ha detectado disminucion en la concentracion de
moléculas antioxidantes como glutation y tiorredoxina o NADH y FADH2, asi como
concentraciones elevadas de radicales como el H202,. En el humor acuoso normal

existen entre 25-30 uM de éste, mientras que se triplica su valor en pacientes con



ARC, observandose también que cuando las concentraciones de Glutation son
menores de 1 mM, la produccion de especies reactivas se acelera

considerablemente. 28

Las principales enzimas antioxidantes en el cristalino incluyen a la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa, y glutation peroxidasa. SOD provee la primera linea de
defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS). Existen tres isoformas
identificadas de SOD (SOD1, SOD2, SOD3 citosdlicas), SOD1 es la mayor isoforma
en el cristalino y provee cerca del 90% del total de actividad de SOD en el cristalino.
Estudios que han demostrado la carencia de estas enzimas muestran signos de
envejecimiento temprano tales como: perdida de la audicién, degeneracion
neuroldgica, degeneracion macular relacionada a la edad, vida corta y desarrollo de
catarata en edades tempranas. La sobreexpresion de SOD1 muestra la prevencién
el dafio oxidativo por ROS en cristalino y por lo tanto el control en la formacion de
catarata. Sin embargo, el mecanismo preciso de disminucion de expresion de SOD1
en catarata senil no ha sido bien establecido aun. Como hemos mencionado,
desarrollo de cataratas esta relacionado con la acumulacion de metabolitos de la
glucosa dentro del cristalino y proteinas de glicacién. La autooxidacion de azlUcares
es considerada como una fuente de ROS. En general, el dafio oxidativo del ADN ha
sido implicado como factor causal de una gran variedad de enfermedades

degenerativas, en cancer y en envejecimiento 2%
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La lipoperoxidacion debido al estrés oxidativo ha sido correlacionada con el nivel de
productos de degradacion de la misma acumulados en el cristalino. Los productos
toxicos de peroxidacién inducen fragmentacion de las proteinas solubles del
cristalino y dafio a estructuras de la membrana que se correlacionan con un

incremento en la opacidad del cristalino y cambios en sus propiedades refractivass°.

Los productos de la oxidacion excesiva pueden generar dafio sobre las células
epiteliales causando apoptosis y muerte de las mismas. El dafio en estas células
puede ser la etiologia esencial para promover la formacion de opacidad ya que el

metabolismo y el mantenimiento del cristalino depende de las células epitelialess®.

2.3.5 Alteraciones en lareparacion del ADN
Los desordenes genéticos que afectan la eficacia de los mecanismos responsables
de reparar el ADN potencialmente desarrollan un entorno de predisposicion a dafios
irreversibles provocadas por lesiones enddgenas y exdgenas. De este modo,
algunas mutaciones podran ser responsables en diferente proporcién del desarrollo

de ARC32

Los procesos de reparacion del ADN reconocen, remueven y reparan errores en la
molécula producidos durante su replicacion, constituyendo los principales
mecanismos celulares que garantizan la estabilidad genética y consecuentemente,
la propia supervivencia de la célula. Hasta ahora se han identificado mas de 100
genes encargados de reparar el ADN y sus polimorfismos estan relacionados con

algunas enfermedades®:.

11



Los principales mecanismos de reparacion de la molécula de ADN en los seres vivos
y su activacién frente a agentes genotoxicos, que pueden tornarse mutagénicos si

no son reparados correctamente son:
Mecanismo por reversion de la lesion: reparacion directa.

Es realizada por una Unica enzima capaz de reparar la lesién, sin necesidad de
substituir la base dafiada. Asi, la estructura original de la molécula del ADN revierte
la lesion. Existen tres mecanismos en la reparacion directa: fotorreactivacion,

alquiltransferencia, y desmetilacion oxidativa®.

a) Fotorreactivacion: la radiacién UV (longitud de onda entre 250 y 320 nm),
pueden ocasionar alteraciones quimicas en las bases del ADN. Los
fotoproductos de estas reacciones originan los dimeros de pirimidinas
ciclobutano y pirimidina, que causan inhibicion de la replicacion y de la
transcripcion, aumento en la tasa de mutaciones, detencion del ciclo celular
y muerte celular. Los efectos mutagénicos generados por la radiacion UV son
invertidos por un proceso llamado fotorreactivacion, catalizado por una
fotoliasa que posee dos cromoforos que captan un fotdn, cuya energia es
utilizada para revertir el dimero, es decir, quiebra el enlace covalente entre
las pirimidinas, reparando el dafio en el ADN. Las fotoliasas han sido
encontradas en bacterias, hongos, plantas y vertebrados, excepto en

mamiferos placentarios. 33
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b) Alquitransferencia: este mecanismo consta de la remocién de aductos alquilo

en las bases del ADN. Generalmente estos grupos son incorporados al ADN
en forma de agentes alquilantes, como el metil-metano-sulfonato (MMS) o
por agentes enzimaticos (metilasas). Una de las alteraciones mas conocidas
en el ADN es la metilacién de restos de guanina para formar O-metilguanina,
para lo cual la célula utiliza enzimas “suicidas” llamadas alquitransferasas,
gue desplazan el grupo metilo desde la guanina al centro activo de la cisteina,
llevando a la inactivacion irreversible de la proteina O-metilguanina-ADN
metiltranferasa3+

Desmetilacion oxidativa: Remueve dafios por metilaciones en el ADN que
pueden ser citotoxicas y con frecuencia presentan accion mutageénica,
causada por compuestos nocivos que se producen de forma endégena como
estrés oxidativo, inflamacion, peroxidacion de lipidos, infecciones y otros
procesos metabdlicos naturales como la alteracion de la microbiota intestinal.
Todos los organismos tienen multiples estrategias de reparacion para
contrarrestar dafios al ADN; tal es el caso de las alquilaciones. La proteina
AlkB se encarga de desmetilar oxidativamente las bases lesionadas,
revirtiéndolas hacia adenina y citosina, respectivamente, liberando asi el
grupo metilo en formaldehido. Han sido identificados homdlogos de AlkB

como ABH1, ABH2 Y ABH3. 33

13



Mecanismo por sistemas de reparacion indirecta:

Son aquellos que intervienen durante la replicacion (fase S del ciclo celular),
transcripcion o sobre hebras de ADN fragmentadas. La ADN polimerasa y algunos
de los componentes moleculares del mecanismo de replicacion llevan a cabo la
supervision de la copia recién sintetizada. Puesto que el ADN se replica de una
forma semi-conservativa, si los nucleétidos en una hebra presentan un dafio,
pueden ser eliminados utilizando como molde a la cadena complementaria para la
sintesis de la reparacion. Existen tres mecanismos en la reparacion indirecta:
reparacion por escision de nucledtidos (NER), reparacion por escision de bases

(BER) y reparacion por rotura de la doble cadena (DSB)3®.

La via de BER opera sobre lesiones pequefias tal como: oxidacién o reduccién de
bases, fragmentacion o agentes producidos por metilacion. Por otro lado, la via NER
repara lesiones voluminosas, tal como dimeros de pirimidina y enlaces cruzados.
Las vias BER y NER implica un proceso altamente coordinado catalizado por
acciones secuenciales de enzimas de reparacién del ADN y juegan un papel critico
en mantener la estabilidad e integridad del genoma. Los polimorfismos de los genes
gue reparan el ADN han sido asociados previamente con cancer, degeneracion
macular y ARC. La via NER incluye dos sub-vias, las cuales inician de diferente
manera, pero después de reconocer el dafo, proceden a lo largo de la misma ruta
molecular. Las sub-vias son designadas como transcripcién acoplada NER (TC-
NER) y genoma global NER (GG-NER). TC-NER es responsable de eliminar

lesiones en la cadena de transcripcion de genes activoss®.
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Este proceso de reparacion cuida de lesiones bloqueando la maquinaria de
transcripcion. GG-NER reconoce y remueve lesiones a lo largo de todo el genoma,
y es considerada relativamente lenta y algo mas ineficiente. Ambas vias se pueden
dividir en cuatro fases: a) reconocimiento del dafio al ADN, b) reclutamiento del
complejo de pre-incision y reclutamiento del ADN, c) creacion de incisiones duales
gue rodeen el sitio de lesion y posteriormente la escision del fragmento dafiado y d)
reparacion del ADN por medio de sintesis y unién. 3¢ El gen ERCC2 provee
instrucciones para fabricar una proteina llamada xeroderma pigmentoso grupo de
complementacién D (XPD) es la enzima clave para la via NER, esta proteina es una
parte esencial de un grupo de proteinas conocidos como factor de transcripcion Il
humano (TFIIH) que es un importante complejo proteico que desempefia funciones
en la transcripcion de varios genes y vias de reparacion de escision de nucleétidos
de ADN (NER). El TFIIH consta de 10 subunidades, dos de las cuales tienen

actividad helicasa y ATPasa e intervienen en la trascripcion. 37

El grupo B y D del xeroderma pigmentoso (ERCC3/XPB y ERCC2/XDP) son
proteinas pertenecientes a la via NER que funcionan como helicasas de ADN
dependientes de ATP, responsables de abrir las cadenas de ADN alrededor del sitio
de lesién permitiendo eliminar ciertos enlaces cruzados de ADN, foto-lesiones UV
entre otros. Los polimorfismos en los genes reparadores del ADN pueden ser
responsables de modificar la funciéon y/o competencia del reparador de ADN o

pueden ser factores de susceptibilidad genética. 38
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Las mutaciones que abolen la funcién de la proteina XPD se manifiestan
clinicamente en combinaciones de tres sindromes, sindrome de Cockayne,
xeroderma pigmentoso, y tricotiodistrofia dependiendo de la localizacion de la

mutacion. 3°

Las modificaciones covalentes de histonas, incluyen acetilacién, metilacion, y
fosforilacion, alteran la configuracidn de la cromatina por interaccion con los factores
de transcripcion y la maquinaria basal transcripcional. Entre las modificaciones, la
acetilacion de histonas ha sido estudiada extensamente, y esto ocurre
principalmente en la region promotora de genes transcritos. Es un proceso dinamico
controlado por histona acetiltransferasa y la histona deacetilasa. 4% Los inhibidores
de la histona deacetilasa bloguean los efectos de ésta, puede también mejorar la
acetilacion de histonas, alterando la transcripcion. La acetilacion de H3 y H4
disminuye significativamente la expresion de SOD1. La regulacion de acetilacion de
histona sobre la expresiéon de SOD1 juega un rol esencial en la patogénesis de

catarata senil. 4

El cribado para encontrar una posible relacion entre los polimorfismos en los genes
de reparacion del ADN o en otras vias de estrés celular oxidativo o del reticulo
endoplasmico y la generaciébn de catarata pueden contribuir a ampliar la
comprensién de la patogénesis de la misma y posteriormente utilizarse en la
prevencion de la enfermedad, sabiendo que la combinacion de factores genéticos y

medioambientales resultan en desarrollo de ARC.
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3 PROTOCOLO DE INVESTIGACION

3.1 Planteamiento del problema
La catarata hoy en dia es considerada un problema de salud publica, debido al
incremento exponencial de su prevalencia. Ademas de ser la cirugia hasta hoy en
dia la Unica solucién definitiva, y esto nos permite darnos cuenta de las limitaciones
gue hay; tales como, el costo de la misma y el numero limitado de cirujanos que
pueden realizarla sobre todo en paises subdesarrollados como el nuestro. Por eso

considero importante encontrar vias alternas que formen parte del tratamiento.

3.2 Justificacion
En la actualidad no se tiene clara la patogénesis en catarata senil; sin embargo, se
plantea la posibilidad de que los polimorfismos en genes de reparacion del dafio al
ADN causado por mecanismo diversos tanto intrinsecos del individuo como
extrinsecos del medio ambiente, pueden permitir que el dafio principalmente en las
células epiteliales del cristalino se acumule y termine propiciando opacidad del
mismo. El identificar estos polimorfismos seria de gran relevancia para la

oftalmologia al poder intervenir evitando o retrasando su aparicion.

3.3 Pregunta de Investigacion
¢El polimorfismo en el gen ERCC2 se encuentra involucrado en la patogénesis de

la catarata senil?

3.4 Hipotesis
El polimorfismo en el gen ERCC2 se ve involucrado en la patogénesis de la catarata

senil.
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3.5 Objetivos
3.5.1 Objetivo general
Identificar la presencia del polimorfismo en el gen ERCC2 en pacientes con

diagnostico de catarata senil en Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz, 1AP.

3.5.2 Objetivos especificos
Comparar la presencia de polimorfismo en gen ERCC2 en pacientes con y sin

catarata senil.

Comparar la frecuencia genotipica de pacientes con diagndéstico de catarata senil

y sujetos control

Comparar la frecuencia alélica de pacientes con diagndéstico de catarata senil y

sujetos control
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4 MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional, comparativo, transversal y prospectivo. Se recluté a dos

grupos de estudio: los pacientes con catarata senil y un grupo control sano.

4.1 Grupo de estudio

4.1.1 Criterios de inclusion

Pacientes con catarata senil. De acuerdo al Sistema de Clasificacion de
Opacidades del Cristalino (Lens Opacities Clasification System Ill, LOCS III)
Edad mayor a 55 afios

Capacidad visual menor a 20/40

Sin otra patologia causante de baja visual

4.1.2 Criterios de exclusion:

Catarata asociada a enfermedad sistémica

Pacientes con diagndstico de uveitis, glaucoma, degeneracion macular
relacionada a la edad.

Cirugia ocular previa

Catarata traumatica

4.2 Grupo control

4.2.1 Criterios de inclusion
Edad mayor a 55 afos
Cristalino transparente

Capacidad visual mayor a 20/25 ambos ojos
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4.2.2 Criterios de exclusion

e Pacientes con diagnostico de uveitis, glaucoma, degeneracidon macular
relacionada a la edad.

e Cirugia ocular previa
4.2.3 Criterios de eliminacion

e Expediente clinico incompleto

e Decision del paciente de retirarse del estudio

4.3 Aspectos éticos y técnicos

El protocolo fue aprobado por el comité de ética e investigacion y se siguieron los

lineamientos de la Declaraciéon de Helsinki.

Con la firma del consentimiento bajo informacion de todos los pacientes incluidos
en el estudio se llevé a cabo la obtencion de una muestra de sangre, utilizando
EDTA como anticoagulante. Se realizara la extraccion de ADN utilizando el kit
QlAamp mini kit® (Qiagen), siguiendo las indicaciones del proveedor. A 200
microlitros de la muestra se le adicionara 250 microlitros de la solucion de la lisis
CLS, las muestras seran incubadas a 56 °C por 60 minutos, en presencia de 30
microlitros de proteinasa K (1mg/ml) agitdndose en vortex cada 10 minutos.
Posteriormente se adicionaran 100 microlitros de la solucion de precipitacion para
incubar en refrigeracion por 5 minutos. Las muestras seran centrifugadas
nuevamente y se decantaran en un tubo de Eppendorf para hacer los lavados con
300 microlitros de isopropanolol, se homogeniza invirtiéndolos 50 veces de manera
suave, con una tercera centrifugaciéon por 5 minutos, se decanta el sobrenadante y

se precipita con 300 microlitros de etanol al 70%.
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Las muestras se dejaran concentrar a 35 °C por 12 horas donde finalmente se
agregaran 100 microlitros de solucion hidratante; el material genético sera
almacenado a -20 °C hasta su estudio. En este momento se realiza la amplificacion
del gen ERCC2 por medio de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando oligonucleétidos disefiados para la regiéon del SNP rs 13181 y

rs1799793.

Posteriormente, se realizarad secuenciacion directa con la técnica de secuenciacion

por terminadores fluorescentes (BigDye).

4.4 Analisis estadistico
Para valorar la comparacion de los grupos por edad se realiz6 una prueba de t de
Student. Se realizé analisis comparativo usando la prueba de Chi cuadrada
(intervalo de confianza del 95%) y calculando la raz6n de momios para frecuencia
genotipica y frecuencia alélica (GraphPad Prism V5.0). Se consideré una diferencia

estadisticamente significativa con un valor de p <0.05.
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5 RESULTADOS

Se realiz6 el andlisis de 52 muestras de pacientes con catarata senil y 31 sujetos

control con cristalino transparente, Como se observa en la figura 1, el promedio de

edad es de 73 + 13 aflos y 68 + 16 afios respectivamente; sin encontrarse diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos. El porcentaje del género

femenino fue de 45% para el grupo de estudio y en el grupo control de 57%
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Figura 1. Mediante la prueba “T no
pareada” para la comparacion de grupos
por edad, en la cual se obtuvo
p= 0.5672, siendo: no estadisticamente
significativo por lo que ambos grupos
son comparables.

Se obtuvo el amplificado por PCR del fragmento del gen ERCC2 en donde se

localiza la regién de interés. En la figura 2 se observa el gel de agarosa al 1.5%

mostrando las bandas de amplificacion después de realizar la electroforesis.
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Figura 2. Gel de agarosa al 1.5% en donde se observan los amplificados del
producto de PCR. Revelado con GelRed y revelado con luz UV,

Después de haber realizado la secuenciacidon nucleotidica se obtuvieron los

genotipos del polimorfismo rs13181.

5.1Frecuencia genotipica
El andlisis de Chi cuadrada comparando los grupos de controles y pacientes
muestra una diferencia significativa con un valor de p < 0.0001. Al analizar los
grupos controles y pacientes por genotipo utilizando la prueba exacta de Fisher, se
obtuvieron los resultados que se muestran en la figura 3, encontrando que los
pacientes con ARC presentan con mayor frecuencia el genotipo AA respecto a los
controles (53% vs 11%), El genotipo AC fue mas prevalente en los controles (85%
vs 40%), mientras que la frecuencia del genotipo CC reveld poca diferencia entre
ambos grupos con una ligera mayoria en los pacientes (3% vs 7%). Al comparar
este genotipo con el AC y el CC, como se representa en la tabla 1, en los genotipos
gue tienen presencia del alelo C la razén de momios es menor (AC 0.096 y CC
0.484), por lo que se justifica el analisis de la frecuencia alélica (ver tabla 2 y

explicacion posterior).
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Tabla 1. Frecuencia genotipica

ERCC2rs13181 | Controles Pacientes p OR
AA 3 (11%) 16 (53%)
AC 24 (86%) 12 (40%) <0.001 0.096
cC 1 (3%) 2 (7%) 0.3878 0.484
Frecuencia genotipica (%)
100-
aa
80 - ac
£ cc
60-
=S
40
20-
0 g S

||
controles

pacientes

Figura 3. Distribucion de la frecuencia genotipica de pacientes y controles

5.2Frecuencia alélica

Al analizar los grupos controles y pacientes por frecuencia alélica, utilizando la
prueba exacta de Fisher, se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 2,
donde se identifica que el alelo A se encuentra en mayor frecuencia en el grupo de
pacientes con ARC que en los controles (73% contra 54%), algo que puede a su
vez observarse en la grafica de distribucion (figura 4), donde también se comparan
las frecuencias del alelo C para ambos grupos, encontrdndose una mayor presencia
del mismo en quienes no padecen ARC (46% vs 27%).
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En congruencia con lo descrito previamente, en la tabla 2 a su vez se puede apreciar

el valor de OR para el alelo C (0.43), con lo que se obtiene que el alelo A presenta

una frecuencia 2.3 veces mayor que el C.

Tabla 2. Frecuencia alélica

Controles

Pacientes

ERCC2rs13181 Controles Pacientes p OR
A 30 (54%) 44 (73%)
C 26 (46%) 16 (27%) 0.008 0.43
Frecuencia alélica %
£ A
£ C

Figura 4. Distribucion de la frecuencia alélica de pacientes y controles
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6 DISCUSION

La catarata hoy en dia es considerada un problema de salud publica, debido al
incremento exponencial de su prevalencia. La Unica terapia curativa para la ARC es
la cirugia, sin embargo ésta presenta ciertas limitaciones, tales como el costo de la
mismay el numero limitado de cirujanos que pueden realizarla, sobre todo en paises
subdesarrollados como el nuestro, lo que nos ha llevado a pensar en otras
alternativas, como el estudio de genes que estén involucrados en la patogénesis de
la misma y que pudieran utilizarse como blancos farmacoldgicos para promover la

reparacion del ADN y mantener la estabilidad del genoma.

La ARC es una de las principales causas de ceguera tratable en el mundo,
considerandose una patologia altamente invalidante que afecta la vida diaria. Hasta
hoy en dia existen pocos estudios que relacionen la aparicion de cataratas con
polimorfismos genéticos especificos que aumentan la predisposicion a padecerla.
Tomando en consideracion que los factores genéticos pueden ser responsables de
hasta el 50% de la severidad de la ARC, resulta importante estudiar genes blanco
gue puedan estar implicados*?. La finalidad de este estudio fue valorar la asociacion

del polimorfismo rs13181 del gen ERCC2 con ARC.

Las células cuentan con mecanismos complejos que vigilan la integridad del ADN,
activando mecanismos de reparacion cuando hay deficiencias o errores durante la
replicacion. Una consecuencia potencial de los dafios son las alteraciones
permanentes en la estructura del ADN que pueden generar mutaciones,

transformacioén carcinogénica y muerte celular. 43

26



De esta manera cerca de 10° lesiones espontaneas por dia son inducidas en
nuestros genes, en donde los mecanismos de reparacion detectan dafios y

perturbaciones durante el crecimiento y divisién celular. 44

El estrés oxidativo ha sido ampliamente reconocido como un importante mediador
de apoptosis en células epiteliales del cristalino y también se encuentra involucrado
en la patogénesis de la catarata 4> Asi mismo ha sido identificado como una de las
mayores causas de enfermedades relacionadas con la edad, incluyendo
padecimientos cardiovasculares, artritis, disfuncion cerebral, enfisema y catarata.
Se origina del desbalance entre la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y la eliminacion de los mismos por multiples defensas celulares
antioxidantes. La cantidad excesiva de ROS son potencialmente deletéreas para las
células porque interaccionan con macromoléculas celulares como acidos nucleicos,
proteinas, y lipidos; pueden causar degradacion, enlaces cruzados y agregacion de
las proteinas del cristalino. El exceso de ROS, junto a glicacion de proteinas estan
fuertemente asociadas con el dafio al cristalino y la alteraciéon de la dispersion de

luz 48,

En nuestro estudio las edades de los sujetos de investigacion considerando ambos
grupos oscilan entre 55 y 86 afios, con un promedio de 70, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura internacional ya que esta entidad se presenta mayormente

en pacientes con edad superior a los 65 afios de edad.
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La ARC se presentd con menor frecuencia en el género femenino (45%), lo que
difiere del articulo escrito por Barroso, donde se analizaron 220 pacientes con ARC
de los cuales el 65.4% eran mujeres y otro estudio realizado en 2015 por Martinez
Lamas et al, donde se estudiaron 155 pacientes y de estos 51% correspondian al

sexo femenino 4748,

En el andlisis de frecuencia genotipica podemos observar que los pacientes
presentan una frecuencia del genotipo AA mayor que los controles (55% contra
11%) vy, a pesar que la frecuencia del genotipo CC es similar entre ambos grupos,
el genotipo AC es mayor en el grupo control, esto sugiere que el genotipo AC
disminuye el riesgo de desarrollar ARC, tal vez se deba a un efecto protector del

alelo C lo cual se comprueba en el analisis de frecuencia alélica.

El alelo A se encuentra en mayor frecuencia en el grupo de pacientes que en
controles (73% contra 54%), esto podria indicar que el alelo A representa un factor
de riesgo para el desarrollo de ARC. El valor de OR (0.43) nos sugiere que el alelo
C es un factor protector para desarrollar ARC, mientras que el alelo A es un factor

de riesgo, teniendo un valor 2.3 veces superior que los portadores del alelo C.

El cribado para encontrar una posible relacion entre los polimorfismos en los genes
de reparacion del ADN y catarata pueden contribuir a entender la patogénesis del

desarrollo de ésta y utilizarse en la prevencién de la enfermedad.
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Se requiere de mas estudios en donde se analice una mayor muestra de pacientes
y se precise, sobre los mecanismos de reparacion del ADN en los polimorfismos
presentes en ARC. Otros genes que podrian representar en un futuro un blanco
terapéutico y el objeto de estudio de investigaciones semejantes a la que se
presenta, son los relacionados con la via de estrés del reticulo endoplasmico, que
han sido estudiados como un elemento muy importante en la fisiopatologia de la
degeneracion celular que sufre el epitelio como consecuencia de la agregacion
anomala de proteinas, como sucede en muchas enfermedades de causa
degenerativa en cuyos factores de riesgo la edad esta fuertemente asociada 4%,
asi como otros polimorfismos del gen XPD que como mencionamos resulta crucial
en el proceso de reparacién, siendo esto importante en la rapidez y severidad con
gue se pueden reproducir eventos degenerativos celulares como los que se

presentan en la catarata®® 52,

La generacion de dafo cronico e irreversible del cristalino se puede resumir
entonces estableciendo la predisposicion genética y los factores adquiridos. Como
parte del envejecimiento celular y la exposicion a agentes ambientales (UV, toxinas,
infecciones, productos quimicos), se acumulan radicales libres y se generan
proteinas mal plegadas como consecuencia de una menor reserva de sistemas de
balance metabdlico y oxidativo, lo cual en un entorno de susceptibilidad genética
gue vuelve ineficientes los mecanismos de reparacion del ADN, favorece que dichos
agentes ocasionen lesiones mas significativas y con mayor facilidad en las
biomoléculas estructurales y en el genoma de lo que causarian en un entorno no

predispuesto.
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A su vez, los dafos al material genético afectan la sintesis y la funcidén de proteinas
protectoras, como enzimas antioxidantes, bombas de transporte que mantienen los
agentes oxidativos en concentraciones bajas y moléculas de reparacion del ADN, lo

cual retroalimenta y perpetta el dafio al mismo.

Como parte de este ciclo, la oxidacion crénica involucra la formacion de enlaces
disulfuro entre moléculas peptidicas y no peptidicas, lo que altera su solubilidad
(favoreciendo mayor agregacion) y entonces activa vias de estrés de reticulo
endoplasmico que desencadenan apoptosis celular (misma que puede activarse
también por otras vias oxidativas directamente).>® El entrecruzamiento anormal de
péptidos sulfurados debido a la oxidacion fomenta la activacién o inactivacion
anormal de enzimas, distorsionando las vias moleculares que mantienen las
bombas de transporte, reparacion del ADN y plegamiento adecuado de proteinas.
Resulta evidente con este analisis que casi cualquier punto de la ruta patogénica
afecta a todos los demas, lo que explica que la etiologia sea multifactorial y el riesgo

atribuible sea mejor representado como un espectro diverso y amplio.

Ampliar el marco de investigacién genémica en una patologia con consecuencias
gue repercuten en la calidad de vida y capacidad funcional de los pacientes es hoy
una prioridad y enfatiza la necesidad de buscar nuevos enfoques en la prevencion,
deteccion oportuna y tratamiento dirigido, particularmente debido a la poca
evidencia reportada para esta patologia en concreto, si bien existen reportes de
genes semejantes que se han detectado en patologias con vias moleculares

patogénicas relacionadas.
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7 CONCLUSION

La Unica solucién a la catarata senil es la cirugia; sin embargo, esta presenta ciertas
limitaciones que nos ha llevado a pensar en otras alternativas, como el estudio de
genes. En este estudio se logr6 demostrar que, en la poblacion de riesgo por la
edad, el polimorfismo rs13181 en el gen ERCC2 es mas frecuente en sujetos que
han desarrollado ARC gque en individuos que no la padecen (OR 2.3). Ademas, el
alelo A esta asociado con un mayor riesgo, mientras que el alelo C presenta un
comportamiento opuesto, sugiriendo un papel protector (OR 0.43). La evidencia
sobre la patogenia de la ARC enfatiza la importancia de comprender la magnitud
con la que las mutaciones en los genes de reparacion del ADN y en otras vias
pueden promover la génesis de la ARC, de modo que resulta prioritario encontrar
los mejores blancos genéticos, los que podrian servir como un potencial marcador
de predisposicion que puede ser Util como tamizaje o proporcionar una estrategia

terapéutica para retardar la progresion de la ARC.

Asi, considero que este estudio refuerza el cuerpo de evidencia, mejorando no solo
la comprensién de la patogenia de esta entidad sino amplificando el horizonte de

posibilidades de impacto en los pacientes que la padecen.
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8 ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

En esta institucion se desarrollan investigaciones que forman parte de nuestro
guehacer 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):

Claudio Emmanuel Hernandez
Guzman

Firma:

Diagnéstico

Catarata Senil

Datos de lainvestigacion

Nombre del protocolo

Polimorfismo rs13181 y rs1799793 del gen ERCC2 en
pacientes con catarata senil.

Investigadores

Dr. Claudio Emmanuel Hernandez Guzman, Dra. Claudia
Palacio Pastrana, Dr. Héctor Javier Pérez Cano.

Justificacion y objetivos

La catarata es un problema de salud publica. Se requiere
encontrar informacién que nos de la oportunidad de crear
nuevas estrategias de tratamiento.

Periodo de estudio o
duracion

1 a2 anos

Cantidad de sujetos que
participaran

100

Descripcion de los
métodos a emplear y su
propésito

Se obtendra muestra de sangre venosa. Extraccion de
ADN utilizando el kit QlAamp mini kit siguiendo las
indicaciones del proveedor. Amplificaciéon de los genes
ERCC2 utilizando la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Secuenciacion directa. Analisis de
datos.

Beneficios esperados:

Alternativas:

Riesgos 0 molestias:

Sangrado excesivo, hematoma, infeccion, dolor.

Grupo de control

En caso de que la presente investigacion incluya un grupo
de control, la seleccidn de los participantes se sujetara a
un proceso estrictamente aleatorio e imparcial,
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privilegiando la prevencién de cualquier riesgo o dafio
para sus integrantes.

Los gastos propios de la investigacion seran cubiertos por

Gastos N
la institucion.

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

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

Dudas, aclaraciones

y actualizacion Asimismo, durante el presente estudio le proporcionaremos

informacion actualizada sobre su estado de salud para que
esté en posibilidad de decidir si continGa participando.

Es importante que sepa que retirar su participacion no afectaré
su atencion en el hospital.

Consentimiento

Por este medio manifiesto mi satisfaccidén con la informacién 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
evolucién en la formay periodicidad que se requiera.

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

Ciudad de México a de de

Firma del paciente

Testigos
Nombre y firma Nombre y firma
Domicilio: Domicilio:
Relacién con el paciente: Relacién con el paciente:
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