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“IDENTIFICACION DE FRECUENCIAS POBLACIONALES DE VARIANTES
GENETICAS DE RIESGO PARA RETINOPATIA DIABETICA"

Dra. Maria Camila del Castillo Rosas, Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz

Instituto de Oftalmologia Fundacién “Conde de Valenciana“ |.A.P

1. Resumen
Objetivo: Identificar en un grupo de 400 individuos mexicanos de frecuencia alélica de

un grupo de 20 variantes genéticas asociadas a riesgo de retinopatia diabética.

Materiales y Métodos: Revision bibliografica de variantes genéticas asociadas a riego de

desarrollar retinopatia diabética, publicada entre 2006 y 2020, para posteriormente
evaluar la frecuencia alélica de un grupo de 20 variantes genéticas asociadas a riesgo de

retinopatia diabética.

Resultados: Las frecuencias alélicas de las variantes mostraron diferencias con las
descritas en bases de datos poblacionales, principalmente GnomAD. Las dos variantes
con mayor variacion respecto a bases de datos poblacionales fueron rs2070600
(p.Gly82Ser) en el gen AGER y rs116076202 ¢.690+2T>C (splicing) en el gen TMEM217.

Conclusion: Las frecuencias alélicas y genotipicas de las 20 variantes previamente
asociadas a riesgo de desarrollar retinopatia diabética fueron identificadas en los datos
de secuenciacion de exoma de un grupo de 400 sujetos mexicanos. Los resultados de
esta investigacion son de trascendencia para la planeaciéon de estudios de asociacion de
casos y controles, para la identificacion de riesgo de retinopatia diabética en poblacién
mexicana. El andlisis de los datos de secuenciacion de exoma es un abordaje adecuado
para la comparacion de frecuencias alélicas poblacionales de variantes codificantes. Sin
embargo, la comparacion de frecuencias alélicas de variantes situadas en regiones no
codificantes (intrones, promotores) debe realizarse con abordajes distintos a

secuenciacion de exoma.



2. Introduccién
DIABETES MELLITUS

El término diabetes mellitus describe a un grupo de enfermedades metabdlicas crénicas
caracterizadas por un estado de hiperglucemia persistente originados por defectos en la
secrecion y/o en el efecto de la insulina (American Diabetes Association, 2014). La
diabetes mellitus es una enfermedad compleja, determinada por factores ambientales y
genéticos, en la que el sujeto afectado presenta alteraciones del metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas, junto con una relativa o absoluta deficiencia en la
secrecion de insulina 'y con grados variables de resistencia a ésta (Odegaard y cols. 2003;
Gribble, 2005). La diabetes tipo 1 (DM1) y la diabetes tipo 2 (DM2), los subtipos mas
prevalentes, son enfermedades con amplia variabilidad tanto en su presentacion clinica
como en su progresion (Ndisang y cols. 2017). En la DM1 el defecto principal es la
destruccion de las células B del pancreas, que por lo general origina una deficiencia
absoluta de insulina, mientras que en la DM2 es caracteristica la pérdida progresiva de
la secrecidon de insulina bajo un fondo de resistencia a la insulina (Punthakee y cols.
2018). La diabetes mellitus es una de las enfermedades crénicas y sistémicas mas
frecuentes y su importancia radica tanto en las complicaciones vasculares concomitantes
como en los trastornos que origina en la calidad de vida de los pacientes.

La DM2 es la forma mas prevalente (representa el 90% de todos los tipos de diabetes) y
su riesgo de desarrollo aumenta con la edad, la obesidad y el sedentarismo (Bellou y cols.
2018). La afectacion multiorganica e interrelacionada de la DM2 la define como una
enfermedad sistémica de elevada morbilidad y mortalidad. Los criterios diagndsticos
actuales de la enfermedad, de acuerdo a la Academia Americana de Diabetes, son
hemoglobina glucosilada HbA1c = 6,5%, o una glucemia basal en ayunas (GB) = 126
mg/dl, o bien una glucemia = 200 mg/dl a las 2 horas de una prueba de tolerancia oral a
la glucosa con 75 gr de glucosa.

La diabetes mellitus es considerada uno de los principales problemas de salud global.
Para el afio 2014 alrededor de 442 millones de personas en todo el mundo padecian

diabetes mellitus y se estima que se alcancen los 592 millones de enfermos en el afio



2035 (Guariguata y cols. 2014). Tan sélo en 2013, la diabetes mellitus caus6 5.1 millones
de muertes y se calcula que cada 6 segundos muere una persona en el mundo por
complicaciones de la enfermedad. Para el afio 2035 el nimero de personas con diabetes
mellitus en el centro y sur de América se incrementara en 60% de acuerdo a la Federacion
internacional de Diabetes
(http://lwww.diabetesatlas.org/component/attachments/?task=download&id=78). En
México, la diabetes representa un serio problema de salud publica, ya que nuestro pais
se encuentra dentro de los 10 paises con mayor nimero de personas viviendo con
diabetes. De acuerdo al INEGI y a la Federacién Mexicana de Diabetes, A.C, en el 2012,
6.4 millones de personas habian sido diagnosticadas con diabetes, con las tasas mas
altas de prevalencia en la Ciudad de México, Nuevo Leodn, Veracruz, Tamaulipas,
Durango y San Luis Potosi. Los datos de la Encuesta Nacional de Salud 2000 (Ensa
2000), asi como de las Encuestas Nacionales de Salud y Nutricion 2006 y 2012 (Ensanut
2006 y 2012), muestran que la diabetes mellitus por diagnostico médico previo
(excluyendo las personas que desconocian estar enfermas) aumentd de 5.8% en la
Ensanut 2000 a 7.0% en la Ensanut 2006 y a 9.2% en la Ensanut 2012 (Olaiz y cols.
2003, 2007; Gutiérrez y cols. 2013). Para 2016, la prevalencia continué aumentando y se
situd en 9.6%. Esto significa que para 2019, al menos 12 millones de personas en nuestro
pais presentan un diagnostico confirmado de diabetes mellitus. Con base en estos datos,
se ha estimado que para 2030, dicha prevalencia alcanzaria de 12 a 18%, y para 2050,
de 14 a 22% (Rojas-Martinez y cols. 2018). El aumento en la prevalencia de diabetes
puede deberse al envejecimiento de la poblacién, al incremento en la prevalencia de la
obesidad relacionada con cambios en los estilos de vida (aumento en la densidad calérica
de la dieta, reduccién en la actividad fisica), asi como a cambios en otros factores
relacionados con la diabetes (Rojas-Martinez y cols. 2018).

La diabetes mellitus es una enfermedad de origen complejo en la que diversos factores
ambientales interaccionan con factores genéticos para producir un fenotipo
hiperglicémico crénico. Es bien sabido que los principales factores de riesgo para la
diabetes son la edad (a mayor edad se incrementa el riesgo), el sobrepeso y la obesidad,
los antecedentes familiares de primer grado, el sedentarismo y el pertenecer a un grupo

étnico de alto riesgo (Wu y cols. 2014; Bellou y cols. 2018). Otros factores de riesgo son
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la hipertensién arterial, la hipertrigliceridemia (>250 mg/dL) y los niveles séricos bajos de
colesterol de alta densidad (HDL <35 mg/dL). Debido a su alto costo de atencion, el
estudio sistematizado de los factores de riesgo, tratamiento y complicaciones es de suma
importancia para reducir la carga social y econdmica de la diabetes mellitus.

COMPLICACIONES MICROVASCULARES DE LA DIABETES MELLITUS

Existen numerosas y graves complicaciones de la DM2 que son la causa de su elevada
morbimortalidad, sobre todo debidas a enfermedades cardiovasculares. La evolucion de
la diabetes se caracteriza por afectacion vascular gradual y progresiva, tanto de pequefios
vasos (microangiopatia) como de grandes vasos (macroangiopatia); los érganos diana
para la microangiopatia son la retina, el glomérulo renal y el sistema nervioso periférico,
mientras que los efectos macroangiopaticos se presentan en el sistema cardiovascular,
el sistema nervioso central (SNC) y la vasculatura periférica (Sheetz y cols. 2002; Parving
y cols. 2005).

Los diabéticos tienen una mortalidad por enfermedad cardiovascular dos a cuatro veces
mayor que los sujetos no diabéticos de la misma edad. La cardiopatia isquémica se
presenta entre 7.5 y 20% de las personas con diabetes mayores de 45 afios de edad y
se considera que del 50 a 75% de las muertes en los diabéticos se deben a cardiopatia
isquémica (Aguilar-Salinas y cols. 2005; Rojas-Martinez y cols. 2018). En México, 7% de
los pacientes con diabetes pueden tener isquemia miocardica silente, la cual se
incrementa con la edad y con el tiempo de duracién de la diabetes (Escobedo, 2009,
2011). La diabetes tipo 2 es una de las principales causas de ceguera, de insuficiencia
renal crénica y de amputaciones no traumaticas en nuestro pais y es una de las 10 causas
mas frecuentes de hospitalizacion en adultos (Rull y cols. 2005). Las complicaciones
como la nefropatia y la retinopatia contintan siendo las responsables mas frecuentes de
la morbilidad asociada a diabetes mellitus tipo 2.

El costo econémico para los servicios de salud por las complicaciones asociadas a la
diabetes mellitus es enorme y continta creciendo. En un estudio publicado en 2018 se
estimaron los costos hospitalarios de la atencion a pacientes con diabetes mellitus en el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) entre 2008 y 2013 y se establecié un costo

de 1563 millones de ddlares (Salas-Zapata y cols. 2018). Por su parte, la Federacion
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Mexicana de Diabetes ha establecido que la atencién de la enfermedad y sus
complicaciones representa un gasto de 3,430 millones de ddlares al afio en nuestro pais.
Por otra parte, la diabetes es la primera causa de afios vividos con baja calidad y la
principal causa de incapacidad laboral

RETINOPATIA DIABETICA

La retinopatia diabética es una complicacién neovascular altamente especifica de ambos
tipos de diabetes (1 y 2) y su prevalencia se correlaciona fuertemente tanto con la
duracién de la diabetes como con el nivel de control glicémico. La retinopatia diabética
se debe a cambios cronicos en la vasculatura retiniana causados por los niveles
persistentemente elevados de glucosa en la sangre y a la disfuncién resultante de la
barrera hemato-retiniana (Heng y cols. 2013). Las manifestaciones de la retinopatia
diabética incluyen microaneurismas, hemorragias, exudados, edema, oclusion vascular y
neovascularizacion (Roy y cols. 2017)

La retinopatia diabética se encuentra dentro de las principales causas de dafio visual y
ceguera en todo el mundo y en 2015 fue la séptima causa mas frecuente de ceguera
mundial (Leey cols. 2015). En el hemisferio occidental, la retinopatia diabética es la causa
mas comun de ceguera en poblacion en edad productiva; la Organizacidon Mundial de la
Salud ha estimado que cada afo se diagnostican 5800 casos nuevos de ceguera legal
por esta causa, lo que corresponde al 5% de los 37 millones de ciegos en el mundo
(Resnokoffy cols. 2004). Mas del 75% de los diabéticos con mas de 20 afios de evolucion,
tiene alguna forma de retinopatia segun el estudio epidemiolégico de Wisconsin, que
también demostro que 13% de los diabéticos con 5 afios de evolucién tienen algun grado
de retinopatia, que aumenta a 90% en sujeto con 15 afios de evolucion, cuando la
diabetes se diagnostica antes de los 30 afios de edad y a 84% cuando se diagnostica
después de los 30 afios de edad (Klein y cols. 1984a; 1984b). Aproximadamente un tercio
de los sujetos diabéticos tienen datos clinicos de retinopatia diabética y al menos uno en
10 se encuentra en estadios de discapacidad visual como edema macular diabético y
retinopatia proliferativa (Yau y cols. 2012). La patogenia de la retinopatia diabética es
compleja y se han identificado factores de riesgo asociados como mal control glicémico,

mayor duracion de la diabetes, hipertension, dislipidemia y albuminuria (Fu y cols. 2010;
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Doria, 2010).

De acuerdo al ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) la retinopatia
diabética se puede clasificar en una etapa temprana o retinopatia diabética no
proliferativa (RDNP) y una més avanzada o retinopatia diabética roliferativa (RDP). La
RDNP se subdivide a su vez en leve, moderada y severa, mientras que la RDP se
subdivide en temprana, de alto riesgo y avanzada (Wu y cols. 2013).

Los cambios caracteristicos en la retinopatia no proliferativa en el examen oftalmoscopico
(Figura 1B) incluyen microaneurismas, hemorragias intraretinales, edema retinal,
exudados céreos o lipidicos, dilataciones venosas, anormalidades intraretinales
microvasculares, lesiones algodonosas, anormalidades arteriolares y areas de cierre
capilar (Wong y cols. 2018). Segun el ETDRS, los pacientes con RDNP severa tienen un
15% de posibilidades de progresar a RDP de alto riesgo en un afio y los que padecen
RDNP muy severa tienen un 45% de posibilidades de progresar a RDP de alto riesgo en
un ano.

La isquemia progresiva que se produce en la retinopatia diabética, debido al cierre
capilar, tiene como consecuencia el aumento de la expresion del VEGF y la formacion de
vasos retinianos nuevos o0 neovasos. La aparicion de estos neovasos es lo que define a
la retinopatia diabética proliferativa (Figura 1C). La progresiéon de la neovascularizacion
aumenta el riesgo de hemorragias prerretinales o vitreas. En etapas mas avanzadas, esta
proliferacion fibrovascular, que se ha anclado en el humor vitreo, puede traccionar la
retina produciendo un desprendimiento de retina traccional, o romperla en los puntos de
adherencia a ésta (desgarro retinal), ocasionando un desprendimiento de retina
regmatdégeno. La RDP evoluciona en tres etapas de menor a mayor severidad: temprana,
de alto riesgo y avanzada, que se definen por la ubicacién y extension de los neovasos,
la presencia 0 ausencia de hemorragia vitrea y la presencia 0 ausencia de

desprendimiento de retina con compromiso foveal (Duh y cols. 2017).
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Figura 1.- (A) Apariencia fundoscopica de retina normal; (B) Retinopatia diabética no
proliferativa caracterizada por microaneurismas, microhemorragias y manchas
algodonosas; (C) Retinopatia diabética proliferativa grave caracterizada por neovasos,

aneurismas, hemorragias y exudados.

GENETICA DE LA RETINOPATIA DIABETICA

En algunos grupos poblacionales, las tendencias en incidencia y prevalencia de la
retinopatia diabética no pueden explicarse por factores ambientales o socioeconémicos,
como en el caso de la prevalencia anormalmente elevada de retinopatia diabética en la
zona rural de China o la alta proporcién de retinopatia avanzada en Oriente medio (Wang
y cols. 2009; El Bab y cols. 2012). Ademas, ciertos grupos de pacientes exhiben
predisposicidon a retinopatia severa aun con adecuado control glucémico, mientras que
otros no desarrollan la complicacién a pesar de tener poco control glucémico y larga
duracion de la diabetes (Patel y cols. 2008). Estos datos y otras lineas de evidencias
demuestran claramente que existen influencias genéticas en el desarrollo de la
retinopatia diabética. Estudios en gemelos tanto con DM tipo 1 como tipo 2 han
demostrado una alta concordancia para la enfermedad (Pyke y cols. 1973; Leslie y cols.
1982). Por otra parte, los familiares de sujetos con DM tienen un riesgo 2 a 3 veces mayor
de desarrollar la enfermedad que los individuos sin familiares diabéticos (Patel y cols.
2008). La contribucién genética se ha calculado de 27% para la retinopatia diabética no
proliferativa, con un aumento considerable a 52% para la retinopatia diabética
proliferativa (Arar y cols. 2008; Hietala y cols. 2008). Como se mencioné previamente, la

elevada frecuencia de retinopatia diabética en ciertos grupos étnicos apoya la
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participacion de factores genéticos especificos en la etiologia de tal complicacién
diabética (Sivaprasad y cols. 2012; Tan y cols. 2018).

En afos recientes se ha desarrollado un gran volumen de investigacion enfocada a
identificar los determinantes genéticos de la retinopatia diabética ya que se considera que
el reconocimiento de estos factores no solo impactaria en tratamientos mas racionales
de la enfermedad, sino que permitiria contar con biomarcadores que identifiquen de
manera precoza grupos de sujetos con riesgo elevado de desarrollar esta grave
complicacion. De este modo, los abordajes de estudio genético han empleado analisis de
ligamiento, estudios de gen candidato, estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS) y més recientemente, andlisis de secuenciacion masiva de DNA, también
conocida como secuenciacion de siguiente generacion (Ahlgvist y cols. 2015; Mishra y
cols. 2016; Pris¢akova y cols. 2016; Dahlstrom y cols. 2017; Han y cols. 2019). Debido a
gue se trata de una enfermedad compleja, la mayoria de estudios realizados son del tipo
de casos-controles, con el fin de identificar variantes génicas especificas que confieran
riesgo para el desarrollo de la retinopatia diabética. Sin embargo, a pesar de que se ha
logrado la identificacion de numerosas variantes de riesgo para la retinopatia diabética,
estos resultados no han podido ser replicados cuando se investigan en grupos étnicos
distintos, lo que indica la complejidad de la genética de la retinopatia diabética y apoya la
existencia de variantes de riesgo para retinopatia diabética que son especificas de grupos
étnicos. Por ejemplo, varios grupos han analizado variantes en genes como VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular), ALR (reductasa de aldolasa), RAGE (receptor para
productos finales de glicacion avanzada) y genes del sistema renina-angiotensina
(Pris¢akova y cols. 2016; Abhary y cols. 2009; Yu y Cols. 2016; Rahimi y cols. 2014). En
un meta-andlisis publicado en 2014 se identificé que, de 14 variantes estudiadas en estos
genes, solo el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) rs2010963 (-634G>C) en VEGF
presentd asociacion estadistica con retinopatia diabética (no proliferativa) (Kuo y cols.
2014). Esta variante ha sido una de las mas estudiadas por su posible asociacién con
retinopatia diabética, sin embargo, de cuatro meta-analisis publicados después de 2014,
en 3 no se identificd asociacion genética de tal variante con algun tipo de retinopatia
diabética (Han y cols. 2019). De manera similar, a pesar de que a la fecha se han

identificado docenas de variantes, principalmente de nucleétido Unico, que presentan
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asociacion con el desarrollo de retinopatia diabética en alguna poblacién particular (ver
Anexo 1), ninguna de ellas ha mostrado replicacién cuando se analiza en otros grupos
étnicos.

La falta de replicacibn de asociaciones de riesgo para retinopatia diabética
probablemente se deba a que las variantes son especificas de poblaciones y a las
diferencias en los tamafios de muestra analizados (Abhary y cols. 2009; Sharma y Cols.
2019). Importantemente, las diferencias en los fenotipos de retinopatia incluidos en las
diversas investigaciones, puede también constituir un sesgo en los estudios de casos y
controles. Por esta razon, un abordaje recomendado recientemente es la inclusién de
fenotipos extremos, es decir constituir el grupo de casos con pacientes que muestren las
formas mas graves y avanzadas de retinopatia (Cho y cols. 2014; Kuo y cols. 2014;
Sharma y cols. 2019).

Por otra parte, aun cuando se identifiquen variantes que presenten asociacion genética
con el rasgo de desarrollo de retinopatia diabética, el analisis de la expresion de los genes
con tales variantes no puede realizarse en tejido retiniano humano, lo que limita la
posibilidad de caracterizar los mecanismos fisiopatogénicos causantes de retinopatia

diabética.

3. Planteamiento del problema
La retinopatia diabética es una complicacion grave de la diabetes mellitus y una de las

causas mas frecuentes de ceguera en individuos en edad productiva. A pesar de ser un
fenotipo con clara influencias genéticas, los determinantes moleculares de la enfermedad
aun permanecen desconocidos debido principalmente a la falta de replicacion de
variantes de riesgo asociadas en ciertas poblaciones. En poblacion mexicana no se han
realizado estudios de asociacién genética dirigidos a identificar variantes que confieran

riesgo para el desarrollo de retinopatia diabética.

4. Pregunta de investigacion
¢,Cudl es la frecuencia alélica en una muestra de poblacion mexicana de un grupo de 20

variantes genéticas asociadas a riesgo de desarrollar retinopatia diabética?
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5. Justificacion
En poblacién mexicana no se han realizado estudios de asociacion genética dirigidos a

identificar variantes que confieran riesgo para el desarrollo de retinopatia diabética. A
pesar de ser un fenotipo con clara influencias genéticas. La retinopatia diabética es una
complicacion grave de la diabetes mellitus y una de las causas méas frecuentes de
ceguera en individuos en edad productiva por lo cual resulta indispensable estudiar mas
a fondo sus asociaciones genéticas.

6. Hipotesis
La frecuencia alélica en poblacion mexicana de variantes asociadas a riesgo de

desarrollar retinopatia diabética presentara diferencias con la descrita en otros grupos

étnicos.

7. Objetivo general
1.- Identificar en un grupo de 400 individuos mexicanos de frecuencia alélica de un grupo

de 20 variantes genéticas asociadas a riesgo de retinopatia diabética.

8. Disefo del estudio
Estudio transversal, revision bibliografica de variantes genéticas asociadas a riego de

desarrollar retinopatia diabética, publicada entre 2006 y 2020, para posteriormente
evaluar la frecuencia alélica de un grupo de 20 variantes genéticas asociadas a riesgo de

retinopatia diabética.

9. Material y Métodos
Este estudio se realizo de acuerdo a la declaracion de Helsinki, aprobado por el comité

de ética de investigacion clinica institucional.

Se realiz6 una busqueda bibliografica de variantes genéticas asociadas a riego de
desarrollar retinopatia diabética, publicada entre 2006 y 2020. La estrategia de busqueda

incluyo los términos “diabetic retinopathy and SNPs”, “Diabetic retinopathy and whole
exome sequencing”, “diabetic retinopathy and coding SNPs” y “diabetic retinopathy and
non-synonymous SNPs”. Se seleccionaron las 20 variantes que mostraron mayor

asociacioén (o replicacién) entre los diversos estudios publicados.

Se realizdé un analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas en un grupo de 400
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individuos mexicanos (800 alelos) de entre 12y 70 afios de edad sin retinopatia diabética.
El DNA de estos individuos fue analizado previamente a través de secuenciacion de
siguiente generacion (secuenciacion de exoma completo) con el propésito de diagndstico

de enfermedades monogeénicas.

Los archivos correspondientes a la secuenciacion de DNA de cada uno de los sujetos fue
depositada en la plataforma bioinformética Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-

db/home) y a partir de alli se identificaron las frecuencias alélicas de cada una de las 20
variantes de interés identificadas por la basqueda bibliografica previa. Se privilegio el
analisis de secuencias codificantes, no sinénimas ya que son las variantes mejor
representadas en los datos de secuenciacion de exoma, a diferencia de las variantes
intronicas u otras no codificantes. Se caracterizo la frecuencia interna (grupo de 400
mexicanos) y se compar0 con la frecuencia observada en otras bases de datos y
poblaciones. Se determind el numero de sujetos homocigotos para cada variante

especifica.

Analisis estadistico

Se realizdé un analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas en un grupo de 400
individuos mexicanos (800 alelos) de entre 12y 70 afios de edad sin retinopatia diabética.
El DNA de estos individuos fue analizado previamente a través de secuenciacion de
siguiente generacion (secuenciacion de exoma completo) con el propésito de diagndéstico

de enfermedades monogénicas.

Los archivos correspondientes a la secuenciacién de DNA de cada uno de los sujetos fue

depositada en la plataforma bioinformatica Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-
db/home) y a partir de alli se identificaron las frecuencias alélicas de cada una de las 20

variantes de interés identificadas por la busqueda bibliografica previa.
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10.Cronograma de actividades
Noviembre 2020- Abril 2021: Revision de la bibliografia.

Mayo- Junio 2021: identificacion de las frecuencias alélicas de cada una de las 20
variantes de interés identificadas por la basqueda bibliogréfica previa.

Julio 2021: Anélisis de los datos.

Agosto 2021: Resultados.

11.Aspectos éticos
El estudio se condujo de acuerdo a los principios éticos de la declaracién de Helsinki. Los
investigadores se aseguraron de que, todo el personal involucrado en llevar a cabo este
estudio, fuse calificado para realizar sus responsabilidades asignadas. Antes de
comenzar este estudio, este protocolo fue aprobado por los comités locales de la
institucion.

12.Aspectos de bioseguridad

No se utilizaron agentes biologicos asi como ningun producto derivado de humanos,
animales o microorganismos. No se expuso al paciente a ningun tipo de radiacion.

13.Financiamiento de la investigacion

No requirié ningun tipo de financiamiento.

14.Declaracién de conflicto de interés de los investigadores

No Existe conflicto de interés con casas comerciales
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15.Resultados

SNPs asociados a desarrollo de retinopatia diabética.

rs11643718

rs17611

Rs1051740

Rs7314976

Rs5882
rs6136

rs2269067

rs1799969

rs2070600

rs759853

rs138325963

rs116076202

rs11890

rs2288648

rs652438

Rs5498

rs4986790

SLC12A3

C5

EPHX1

HCAR2

CETP

SELP

C5

ICAM1

AGER

AKR1B1

VEGFB

TMEM217

NMES3

FASTK

MMP12

ICAM1

TLR4

p.Arg904Gin

p.Val802lle

p.Tyrl13His
p.Arg311Cys

p.Val422lLeu
p.Thr756Pro
p.Thr756Pro
p.Gly241Arg
p.Gly82Ser

Region
Promotora

p.Arg148His

€.690+2T>C
(splicing)

p.Val94Vval

p.Ala436Val
p.Asn356Ser

p.Lys469Glu

p.Asp299Val

Kim et al. 2006

Yang et al. 2016

Fleming at al. 2019
Gambhir et al. 2012

Huang et al. 2019
Liew at el. 2009
Xu et al. 2016
Xie et al. 2018
Fan et al. 2020

Cao et al. 2018

Chen et al. 2016

Lin et al. 2013

Liu et al. 2019

Liu et al. 2019
Kure et al. 2011

Xie et al. 2018

Singh et al. 2014
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rs4880 SOD2 p.Vall6Ala Huang et al. 2017

rs1799983 NOS3 p.Asp298Glu  El-Lebedy et al. 2018

- rs5370 EDN1 p.Lys198Asn Lietal. 2008

Frecuencias en 400 individuos (800 alelos) Mexicanos sin retinopatia diabéticay su

comparacion con otras bases de datos.

1. Polimorfismo rs11643718

Internal Frequency
Population Frequencies

0,
27.87% Lo
y Number of
Common variant in your Samples Homozygote 17.63%
10.57% 10.42%
8.3%
645% g5 479

12.56%

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome

(Max) (Aggregated) Bravo Variome

2.- Polimorfismo rs17611

Population Frequencies

Threshold (2

0.26%
BS1

1983
Total number
of Homozygote

Threshold
63.24% 56.06%
45.9% 52.17% 47.48%
30.4%
Internal Frequency
’ 1.5%
65.57% 142 g =

- Number of o 35729

Common variant in your Samples Homozygote gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome Total number

(Max) (Aggregated) Bravo

3.- Polimorfismo Rs1051740

Population Frequencies

50.46% 67

. Number of
Common variant in your Samples Homozygote

A512% 42.75%

39.4%
31.65%
I 25.72%

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome

(Max) (Aggregated) Bravo

Variome

25.48%

Variome

of Homozygote

Threshold (:

24%

I 1.5%
BS1
16750

Total number

of Homozygote
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4.- Polimorfismo Rs7314976

Internal Frequency

12.39% 0

- - Number of
Common variant in your Samples Homozygote

5.- Polimorfismo rs5882

Internal Frequency

73.04% 178

. Number of
Common variant in your Samples Homozygote

6.- Polimorfismo rs6136

Internal Frequency

12.93% 4

- Number of
Common variant in your Samples Hc‘:nrgz;(;glc

7.- Polimorfismo rs2269067

Internal Frequency

18.58% 6

. . Number of
Common variant in your Samples Homozygote

8.- Polimorfismo rs1799969

Population Frequencies

5.52%
3.89%

o e L
gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia

GME Iranome

(Max) (Aggregated) Bravo Variome

Population Frequencies

68.41%

61.50%
| | 5427% . . 533% Ssi%

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia

62.06%

GME  Iranome

(Max) (Aggregated) Bravo Variome

Population Frequencies

12.33%

8.18%
5.5%
4.18%
I 1.9% l
® '

GME Iranome

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia

(Max) (Aggregated) Bravo Variome

Population Frequencies

59.39%

37.69%

4.31%

21.34% 24.29%
| 15.13%
l © @ '

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia
(Max) (Aggregated) Bravo

GME
Variome

Iranome

Threshold (1

1.5%
BS1
1
Total number
of Homozygote

Threshold (1

1.5%
BS1
62545
Total number
of Homozygote

Threshold (:

1.5%
BS1

1314
Total number
of Homozygote

Threshold (:

1.5%

8S1
12440
Total number
of Homozygote
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Internal Frequency

34.97% oot

Common variant in your Samples Homazygote

9.- Polimorfismo rs2070600

Internal Frequency

0‘55°A' Numgr:r of

Very Rare variant in your Samples Homozygote

10.- Polimorfismo rs759853

Internal Frequency

29-140/0 Nun?bls;rol

Commeon variant in your Samples Homozygote

11.- Polimorfismo rs138325963

Internal Frequency

0.55% Numubw of

Very Rare variant in your Samples Homozygote

Population Frequencies

21.23%

10.61%
7.45%
23%  232% 344%
0.01% ' ' '

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia

GME

(Max) (Aggregated) Bravo Variome

Population Frequencies

20.71%
15.65%

Iranome

10.4%
5.22%
| 2.51% 234% 2.44%

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME |
(Max) (Aggregated) Bravo Variome
Population Frequencies
39.77%
329%  3ps57%
| | 17.67%

l ] .
gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KIPN GenomeAsia GME
(Max) (Aggregated) Bravo Variome

Population Frequencies
1.27%
0.53%
0.14% 0.06%  0.05%

. !
gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KIPN GenomeAsia GME
(Max) (Aggregated) Bravo Variome

ranome

30.12%

Iranome

Iranome

Threshold (1

1.5%
BS1
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Total number
of Homozygote

Threshold (:

1.5%

BS1
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Total number
of Homozygote

Threshold (1

1.5%
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Total number
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Total number
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12.- Polimorfismo rs116076202

Population Frequencies

Threshold (x
1.62%
1.5%
Internal Frequency =
1%
0.69% PM2
0% 0
Number of 0.16%
Very Rare variant in your Samples Homozygote 0.03%
a o ° -
Sample Phenotype Ethnicity Zygosity Depth Age gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome Yotal number
(Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

13.- Polimorfismo rs11890

Population Frequencies

Threshold (&

Internal Frequency

89.34%

79.34% B82.29% ree 8391% 75 6%
.B%
81.24% 322 o
Number of
Commeon variant in your Samples Homozygote
1.5%
BS1

724
gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome Tm: nzun’;ber
(Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

14.- Polimorfismo rs2288648

Population Frequencies

Threshold (s
19.46% 21.34%
4.8%
Internal Frequency 3.01% 247%  181%
1.5%

8s1

7.65% 0 ® 642
X X = . Number of gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome Total number

Common variant in your Samples Homozygote (Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

15.- Polimorfismo rs652438

Population Frequencies

Threshold
18.95%
9
12.75% 2% 1284
7.34%
Internal Frequency 5.07%
5.65% 2 I f
Common variant in your Samples “:.‘:"1';?;'5;“‘ gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome ot e
(Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote
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16.- Polimorfismo rs5498

Population Frequencies

Threshald (1
59.94%
50.06%
42.89% 40.16%  40.2%  41.09%
34.21%
Internal Frequency
1.5%
o 161 BS1

73.04 A) . 1 Number of gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome Tmilﬁim
Common variant in your Samples Homozygote (Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

Population Frequencies

17.- Polimorfismo rs4986790 T —

11.4%
612%  627% 5005 6.56%
Internal Frequency I I : 1.5%
5-1°b 0 gnomAD gnomAD TOPMed 4,7:JPN Genn:enswa GME Iranome Iol:.!l]rlst:l’mbr_‘r
Common variant in your Samples l::#‘;tz‘ve;g{e (Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

18.- Polimorfismo rs4880

Population Frequencies

Threshold (1
62.24%
48.23%  4566% 44,050 46.81%
34.9%
Internal Frequency 12.31%
f 15%
35

69.95% 161 ) 38667
g ti 5 L Number of gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KIPN GenomeAsia GME Iranome Tokal number
e Hemozygote (Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

Population Frequencies

19.- Polimorfismo rs5370 Threshold G

40.18%

28.5% 30.9% 29.44%
2275% 20929 24.92%
Internal Frequency
15%
20.95% 12 8455

gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia GME Iranome

Total number

Number of .
Common variant in your Samples .m‘:n";,ﬁ;f,’m (Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote
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20.- Polimorfismo rs1799983

Population Frequencies

Threshold (1

91.53%

89.15%
75.21% 78.71% 75.93% 76.75%
Internal Frequency
— 15%
78-87°b 279 94381

2 Nt f . i
Common variant in your Samples Homl;s;gle gnomAD gnomAD TOPMed 4.7KJPN GenomeAsia G!VIE Iranome Total number
(Max) (Aggregated) Bravo Variome of Homozygote

16.Discusién

A pesar de que se ha logrado la identificacion de numerosas variantes de riesgo para la
retinopatia diabética, estos resultados no han podido ser replicados cuando se investigan
en grupos étnicos distintos, lo que indica la complejidad de la genética de la retinopatia
diabética y apoya la existencia de variantes de riesgo para retinopatia diabética que son
especificas de grupos étnicos.

La falta de replicacibn de asociaciones de riesgo para retinopatia diabética
probablemente se deba a que las variantes son especificas de poblaciones y a las
diferencias en los tamafos de muestra analizados. Debido a lo anteriormente
mencionado los resultados de esta investigacion son de trascendencia para la planeacion
posterior de estudios de asociacion de casos y controles, para la identificacion de riesgo
de retinopatia diabética en poblacion mexicana.

17.Conclusion
Las frecuencias alélicas y genotipicas de las 20 variantes previamente asociadas a riesgo
de desarrollar retinopatia diabética fueron identificadas en los datos de secuenciacion de
exoma de un grupo de 400 sujetos mexicanos.

Las frecuencias alélicas de las variantes mostraron diferencias con las descritas en bases
de datos poblacionales, principalmente GnomAD.

Las dos variantes con mayor variacién respecto a bases de datos poblacionales fueron
rs2070600 (p.Gly82Ser) en el gen AGER y rs116076202 ¢.690+2T>C (splicing) en el gen
TMEM217.

Los resultados de esta investigacién son de trascendencia para la planeacién de estudios
de asociacion de casos y controles, para la identificacion de riesgo de retinopatia
diabética en poblacién mexicana.

El andlisis de los datos de secuenciacion de exoma es un abordaje adecuado para la
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comparacion de frecuencias alélicas poblacionales de variantes codificantes.

Sin embargo, la comparacion de frecuencias alélicas de variantes situadas en regiones
no codificantes (intrones, promotores) debe realizarse con abordajes distintos a
secuenciacion de exoma.
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