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TITULO
HLA DR7 PROTEGE AL DESARROLLO DE RETINOPATIA PROLIFERATIVA EN
PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 1.
ANTECEDENTES

La Diabetes Mellitus Tipo I (DMID es uno de los principales problemas de
salud de nuestro pais. De acuerdo a los datos obtenidos en 1993, en la Encucsta
Nacional sobre Enfermcedades Cronicas, 8% de los mexicanos mayores de 20 anos
ticnen DMIL ' La magnitud del problema c¢s aun mayor en algunos subgrupos de
poblacion. Uno de cada cinco mexicanos mayores de 55 anos estian afectados por la
enfermedad. En México, este padecimiento es la causa mas frecuente de ceguera,
amputaciones e insuficiencia renal crénica y se encuentra entre las primeras cinco
causas de muerte, hospilalizacion, incapacidad temporal e invalidez. Asi, la diabetes
mellitus (DM) tiene graves repercusiones socioeconomicas para el pais, tanto por los
costos de su atenciéon como por la incapacidad de una gran cantidad de sujetos

econémicamente productivos.2s

Se prevé que la magnitud del problema aumentara en la siguiente década. La
prevalencia de la cnfermedad se ha duplicado en los ultimos veinte anos y la
enfermedad se presenta a edades mas tempranas. Mads de 50% de la poblacién tienc un
familiar directo afectado, lo que sugiere que, en poco tiempo, la mayoria de los

mexicanos tendrdn una notable predisposicién gendética para la aparicion de esta
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El termino “retinopatia diabética” (RD) se refiere a las alteraciones vasculares,
como son la pérdida de pericitos, la formacion de microaneurismas y la

neovascularizacion retiniana. Esta complicacion es la que mas prevalece a largo plazo y
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la principal causa de ceguera en las personas menores de 65 anos on la mayoria de los

paises. 7

Harris y colaboradores realizaron un cstudio comparativo entre 3 grupos
raciales en donde reportan que la prevalencia y severidad de RD ¢s mayores en la raza
negra no hispédnica y en mexicanos americanos con DMI1.3

La retinopatia no se presenta con la misma severidad en todos los pacicntes
diab¢ticos. Algunos individuos con un control aparentemente cficaz de la glucemia
desarrollan complicaciones rapidamente, micentras otros, con un mal control, no llegan
a presentarlas o se les desarrollan tardiamente. La explicacion mas aceptable es que se
trata de un fenomeno multifactorial en el que intervienen determinantes de diverso
tipo, cuya interaccion debe ser estudiada para entender el papel del descontrol

metabélico.o-11

Entre estos factores se encuentran: los genéticos, la duracion de la diabetes, la
edad, las hormonas sexuales, la presencia de nefropatia, hipertension arterial sistémica
y embarazo, factores oculares intrinsecos como la miopia, el glaucoma o alguna forma
de atrofia de la retina, que “protegen” de la retinopatia diabética. 512

El-Asrar y colaboradores realizaron un estudio en pacientes de Arabia Saudita,
en el cual encuentran como factores de riesg;o importantes para el desarrollo de RD la
elevacion de colesterol sérico y la presion arterial elevada.i?

Se cree que los factores genéticos y por lo tanto los aspectos raciales, juegan un
papel importante en la patogénesis de la RD, fené6menos autoinmunes se han

demostrado en la RD.,1#
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Los genes del complejo principal de histocompatibilidad (CMH) han mostrado
tener gran relevancia debido a su polimorfismo. Rahi y Addison sugieren que algunos

mecanismos inmunogen¢tlicos tienen un papel en el desarrollo de microangiopatia.i3

Se ha encontrado relacion entre la severidad de la retinopatia y la presencia de
HLA B8, B15 y los antigtenos DR-4. En un cstudio rcalizado en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo | (DMI) que iniciaron la enfermedad antes de 1os 30 anos, se encontro que
la presencia de DR-4 y la ausencia de DR-3 estaba relacionada con el incremento de 5.4
veces la posibilidad de tener retinopatia proliferativa, comparado con la ausencia de
DR y DR-3. También se ha visto relacion con ¢l HLA-B7, que se encuentra s6loen 6%
de los pacientes con retinopatia diabdética proliferativa, contra 20% en los pacientes con
retinopatia no proliferativa y 32% cn los controles normales. En otras palabras, los
diébéﬁcos que heredan este antligeno, tienen cuatro veces menos posibilidades de
desarrollar retinopatfa diabélica proliferativa que aquellos que no 1o heredan. 15.15 Se

desconoce si existe esta misma relacion en pacientes mexicanos con DMIL

Hay evidencia clara que demucestra que la RD no es similar en diferentes
grupos de pacientes tomando en cuenta los factores raciales. La experiencia nos hace
ver que la RD es mas severa en pacicntes mexicanos que en anglosajones.
Rodriguez-Villalobos y colaboradores 17 publicaron un importante estudio
epidemiologico en el que se demuestra que la progresion de la RD es mayor en
mexicanos. En un grupo de 100 pacientes observaron que la incidencia de la RD fue de
23% posterior a un seguimiento de 3 anos. En el estudio de Wisconsin , la incidencia
fue del 34% a 4+ anos. Es probable que si los pacientes del grupo de Rodriguez-

Villalobos se hubieran seguido por 4 anos la incidencia seria bastante similar en los dos
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En el mismo estudio, se observé que la progresion de la RD pasando de no
proliferativa a proliferativa se presento en el 16% de 10s casos en el seguimiento de 3
anos. En el estudio de Wisconsin dicha progresion se observo en el 2.3% de los casos a
un seguimiento de 4 anos. La progresion a RDP en mayores de 10 anos es mucho mas
frecuente que en poblaciones sajonas.
Estos datos epidemiologicos deben alertar al clinico quien debe tomar en cuenta que el
paciente mexicano posiblemente deba ser tratado en forma mds oportuna para evitar
las complicaciones tardias de la RD.
Recientemente, Rodrigucz-Villalobos presento datos muy interesantes respecto al
impacto de la DM y la RD cn nuestro pais. Se calcula que aproximadamente se
presentaron 141,148 casos nuevos de DM en 1998. De acuerdo al numero de
oftalmologos y diabéticos ¢n nuestro pais, seria necesario que cada oftalmoélogo
revisara a 6,262 pacientes por ano. Esto daria un cifra de 25 pacientes diarios
trabajando 250 dias al ano (datos no publicados.)

Existen estudios en los que se ha encontrado que los antigenos HLA DR sc
expresan en los macrofagos de las membranas cpirretinianas de pacientes con
retinopatia diabé¢tica proliferativa, asi como una relacion entre fenémenos autoinmunes

en el epitelio pigmentado de la retina 18

El desarrollo de membranas epirretinales podria relacionarse a un proceso
inmunolégico que explique, en parte, la aparicion de la retinopatia diabética

proliferativa.




JUSTIFICACION

Debido a la alta prevalencia de DM en mexicanos y a que es claramente diferente el
comportamiento de la DMII en poblacién mexicana en cuanto al tiempo de inicio,
severidad y tiempo de las complicaciones tardias, particularmente en la RD, es
importante explorar el perfil inmunogenético de estos pacientes para poder conocer la
influencia del HLA en estas variables y la posibilidad de identificar a sujetos con

mayor riesgo de enfermedades mas severas o de inicio mas temprano.

OBJETIVOS

Objetivo General:

1) Analizar la incidencia genética del HLA-DR (CMH clase II) y su influencia en la
predisposicion a desarrollar retinopatia diabética proliferativa (RDP) en poblacion
diabética mestiza mexicana con DMIL

Objetivos Especificos:

1) Describir las frecuencias de HLA en pacientes mestizo mexicanos con retinopatia

diabética.

2) Conocer si existe asociacion de HLA con la tendencia o no a desarrollar RDP

ALLA T¥ SnIiops
fm W) &

iR

o

después de 10 anos de evolucion de DM i TESIS CON 1
{1

P




HIPOTESIS

H1la) Existe la asociacion de algun tipo de HLA-DR y el hecho de desarrollar RD.
H10) No existe asociacion de HLA-DR y el desarrollar RD.

H2a) Existe la asociacion de HLA-DR con el hecho de no desarrollar RDP después de

10 anos de evoluciéon de DM.

H20) No existe asociacion de HLA-DR con el hecho de no desarrollar RDP después de

10 anos de evolucion de DM.

DISENO
Para desarrollar los objctivos anteriores y poner a prucba las hipotesis se diseilo un estudio observacional,
descriptivo, comparativo y transversal de casos y controles. Para ¢l andlisis de las diferencias entre RDP y

RDNP a un mismo ticmpo de cvolucion se definicron como casos a los pacientes con RDNP y como

controles a los pacientes con RDP.

DEFINICION DE LA POBLACION OBJETIVO

CARACTERISTICAS GENERALES

Se estudiaron pacientes mestizos mexicanos con DMII y retinopatia diabética.




CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes con DMII

Cualquier grado de retinopatia diabé¢tica no proliferativa o proliferativa

N

Cualquier género

oW

Mayores de 18 anos y sin limite de edad superior.

Con dos generaciones previas nacidas en México.

u

6. Aceptar participar en ¢l estudio y firma de consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Presencia de opacidades de medios en cualquier ojo que imposibilite la clasificacion

de la relinopatia diabética.

2. El antecedente de la presencia de complicaciones tardias de la diabetes al momento

del diagnostico de ésta.

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. No hay

Sed
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1.

N

OBTENCION DE LA POBLACION

Se estudiaron todos los pacientes que llegaron a un centro de referencia por
cualquier motivo de consulta y que cumplieran con los criterios de inclusion.
Tambicn se estudiaron pacientes con el diagnéstico de diabetes mellitus 11 y que
acudieron para descartar la presencia de retinopatia diabética en el “Dia D”, dia de
tamizaje nacional en busca de retinopatia diabética organizado por la Asociacion

Mexicana de Retina.

ESPECIFICACION DE VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

Edad.- Variable dimensional continua. Anos cumplidos.

Sexo.- Variable categorica dicotomica. Masculino o Femenino

Tiempo de evolucion de la retinopatia diabética. Variable dimensional continua.
Anos cumplidos con el diagnoéstico de DM. Esta variable hace referencia a los anos
de evolucion de la diabetes mellitus. Para la obtencion de ésta variable se toma
como tiempo 0 el momento de diagnostico de DM.

Tipo de retinopatia diabética. Variable categdrica dicotomica. Retinopatia diabética
proliferativa y retinopatia diabética no proliferativa. Esta variable se determiné por
el diagnéstico clinico de un experto en retina. En caso de que ambos ojos tengan

una clasificacion de retinopatia diferente sc consignara aquel con una gravedad

p———
mayor. TESIS CON
Alclos HLA. Variable categ6rica. ¢ FALLA DY OR;
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EMCS. Variable categorica dicotémica. Presencia y Ausencia. Determinada por ct

diagmnostico clinico de un experto en retina.




METODO Y PROCESO DE CAPTACION DE LA INFORMACION

1. Obtencion de la poblacion, invitacion a participar y firma de consentimiento
informado.

2. Historia clinica y oftalmoloégiica completa incluyendo tiempo de diagnostico de DM.

3. Clasificacion de la retinopatia diabcética.

4. Determinacion de HLA. Se extrajo DNA de células mononuclcares de sangre
periférica, utilizando la técnica de expulsion salina (Salting, Out). Las regiones
HLA-DR-B1, B3, B4 y B5 se¢ amplificaron usando la técnica de reaccion de
polimerasa en cadena. Los alelos de cada uno de los loci se determinaron por

hibridacion del DNA con sondas de oliggonucledtidos especificos de alelo.

ANALISIS E INTERPRETACION DE LA INFORMACION

Sc formaron dos grupos: ¢l de RDNP y ¢l de RDP. Estos dos grupos sc compararon en
sus frecuencias de HLA-DR parecados con tiempo de evolucion de DM(mas del0 anos).
A su vez estos grupos parcados por tiempo de evolucion de DM se compararon con un
grupo de control de sujetos sanos mestizos mexicanos (n=198 alelos).

Las diferencias y su significado estocastico se determinaron mediante pruebas no

paramaétricas. Los riesgos se calcularon mediante razones de momios




RESULTADOS

La tabla T muestra las caracteristicas generales de los pacientes con retinopatia
diabética en estudio. Como se observa el promedio de edad se encuentra en la séptima

década de la vida y existe un ligero predominio del sexo femenino.

En la tabla 2 se observan y comparan las caracteristicas gienerales de los pacientes en
estudio agrupados por ¢l tipo de retinopatia diabética que presentan. Aqui se observa
que los pacientes con RDP presentan una edad y un tiempo de evoluciéon de su DM
mayor que los pacientes con RDNP (p= 0.016 y 0.01 respectivamente). No se

encuentran diferencias significativas en cuanto al predominio del sexo.

La tabla 3 ilustra la distribucion de las frecuencias de 1os alelos del locus HLA-DRB1 en
individuos sanos mestizos mexicanos y en los pacientes con DMIl y RD en estudio.
Como puede verse los alelos mas frecuentes eon los individuos sanos fucron: El HLA-
DR4 (23.7), DR8 (16.7), DR7 (11.1), DR14 (10.6) y DR11 (10.1) . Como se observa las
frecuencias de los alelos DRB1 en los pacientes mestizos mexicanos con DMIly RD
presentan una distribucion similar, difiriendo solo en el DR-11 el cual se encuentra

estocasticamente disminuido en los pacientes con RD (p=0.043).

La tabla 4 mucstra la comparacion entre los pacicntes con RDNP y los pacientes con RDP con

mas de 10 afios dc evolucion de DM. Como pucde notarse cl alelo distintivo entre los dos

grupos de¢ pacicntes fuc cl HLA-DR7, ¢l cual fuc 2 veces mas fiec en los paci con

RDNP quec ¢n los pacientes con RDP( p= 0.01. RM= 3.49 [IC95% 1.29-9.43] ).




DISCUSION

El presente trabajo muestra dos alelos de proteccion al desarrollo de RD; Uno de ellos a :
la DMII y/ o a la retinopatia en general (DR11) y otro al desarrollo de retinopatia

proliferativa (DR7).

Los resultados muestra que ¢l HLA-DR11 se encuentra disminuido en pacientes

mexicanos con DMIl y con RD comparado con una frecuencia mayor de éste alelo en

poblacién sana mestiza mexicana. También muestra que el HLA-DR7? parece ser un
alelo protector para la evolucion a enfermedad proliferativa después de 10 anos de

evolucion de DM.

1
A
i
,
4
3
\

En nuestro conocimiento éste trabajo muestra por primera vez en pacientes mexicanos

con DMII la asociacién (positiva o negativa) de marcadores genéticos del CMH con el

desarrollo de RD y al parecer no existe en la literatura ninguan otro estudio que explore

dicha asociacién en otros grupos étnicos; Solo existen reportes de asociaciones en
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El mecanismo por el cual se ojerce la susceptibilidad o la proteccion a las enfermedadcs

pacientes con DMI autoinmune 1315.19-24

a partir de los genes del MHC esta poco entendido; Sin embargo, es conocido que el
producto de dichos genes puede interactuar con agentes infecciosos sobretodo de tipo
viral. En la DMI parece participar de manera directa la infeccion por CMV pero no esta
claro que también participe en el desarrollo de la RDP. De cualquier manera, los
individuos susceptibles a DMI y RD tienen en comun la presencia de los alelos DR3 y

DR4 35. En este trabajo en pacientes con DMII solo el primero de ellos mostré aumento

aunque no significativo en el grupo de pacientes comparado con los individuos sanos




por lo que hasta el momento es dificil precisar si existc un mecanismo de
susceptibilidad ejercido por los genes de MHC. De cualquier forma, es interesante la
asociacion negaliva significativa encontrada del HLA-DR11 en el grupo con DMily RD
al compararla con Jos individuos sanos. Este hecho sugiiere un mecanismo particular en
que la ausencia o disminucion de DR11 se asocia con ¢l hecho de desarrollar DMIL en
poblacion mestiza mexicana y/ o al desarrollo de retinopatia en general. Para esclarcecer
exactamente ¢ésta asociacion es necesario cstudiar un grupo mads amplio de pacientes

que incluyan diabéticos de cierto liempo de evolucion sin retinopatia.

Un hallazgo interesante es el aumento del alelo DR7 en pacientes con RDNP de mas de
10 0 mas anos de evolucion. Es sabido que 10s pacientes diabéticos mexicanos tienden a
presentar formas de retinopatia mas severas y a un tiempo mas temprano que otras
ctnias 1117, El hecho de que pacientes con 10 o mds anos de evolucién y que no
presenten RDP tengan aumento en la frecuencia de DR7 nos habla de un papel

protector de éste alelo para el desarrollo de formas graves de la enfermedad. El

mecanismo por el cual se ejerce dicha proteccién no es claro. i

| FALLA D2 ORIGEN]

La retinopatia diabética es particularmente frecuente en diabéticos mexicanos ©1117 y en

ellos es también frecuente la resistencia a la insulina, la cual es promovida por
moléculas proinflamatorias particularmente ¢l factor de necrosis tumoral (TNF). Se
sabe que los diabéticos son proclives a las infecciones por lo que durante el curso de las
mismas el sistema inmune defiende al paciente produciendo las linfocinas propias de
la inflamacion. Si un individuo como consecuencia de la infeccion produce grandes
cantidades de TNF, éste aun cuando defienda contra la infeccion induciria resistencia a
la insulina por lo que ambos defectos, diabetes y resistencia a la insulina, en el marco

de grandes cantidades de TNF 2528 induce la liberacion de hormona del crecimiento la




que en individuos gencticamente susceptibles (ausencia de DR-11) induciria

retinopatia diabética.

En conclusién estos datos sugieren que la susceptibilidad (disminucion o ausencia de
DR-11) al desarrollo de DMIl y /o retinopatia parece tener una forma de herencia
recesiva y el de la proteccion para el desarrollo de formas graves (¢jercida por el
DR7)una forma de herencia dominante. Para confirmar las hipétesis aqui planteadas se
hace mandatorio el estudio de familias (padres, hermanos e hijos) de diabéticos cony

sin retinopatia controlados por ticmpos de evolucion de DM.

ETICA DEL ESTUDIO Y PROCEDIMIENTOS RIESGOSOS

El estudio solo cuenta con un procedimiento invasivo que consiste en la determinaciéon
de HLA mediante la obtencion de sangre periférica la cual fue llevada acabo con las
medidas de asepsia y antisepsia de calidad que permitieran la seguridad del paciente.
A todos los pacientes se les informé  de estos procedimientos y firmaron una hoja de
consentimiento informado. El protocolo cumple con todos 1os senalamientos de la

Declaracion de Helsinki.
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TABLA 1

% DS
EDAD 6041 9.86
Tiempo evolucién DM |16.54 9.01
Femeninos 58.3 -
Masculinos 41.7 -
RDNP 52.8 -
RDP : 47.2 -

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS II Y RETINOPATIA DIABETICA
N= 127
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TABLA 2

RDNP RDP Valor de p
EDAD (afios) 5843 +11.44 62.62+719 0.016
Tiempo Evolucién [14.04 + 9.23 19.32+ 794 0.01
de DM (arfios)
Femeninos (%) 59.7 56.7 NS
Masculinos (%) 40.3 43.3 NS
N 67 60

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS GENERALES
ENTRE PACIENTES CON RDNP Y RDP
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TABLA 3
Individuos Sanos Mestizos Pacientes con retinopatia
Mexicanos diabética
N f.g. N f.g. Significanci
a

DR1 10 0.051 0.039 NS
DR3 11 0.056 0.083 NS
DR¢ 47 0.237 0.319 NS
DR7 22 0.111 0.091 NS
DR8 33 0.167 0.161 NS
DR9 3 0.015 0.012 NS
DR10 1 0.005 0012 NS
DRI1 20 0.101 0.051 p=0043
DR12 2 0.010 L 0.016 NS
DR13 10 0.051 4 0.016 NS
DR4 21 0.106 2 0.087 NS
DRI5 13 0.066 16 0.063 NS
DR16 5 0.025 13 0.051 NS
Total 198 1.0 24 10

COMPARACION DE LA DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS GENICAS ENTRE INDIVIDUOS SANOS MESTIZOS
MEXICANOS Y PACIENTES CON RETINOPAT{A DIABETICA -+
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TABLA 4
Pacientes con RDNP Pacientes con RDP
N f.g. N fg. Significancia

DR1 7 0.08 3 0.028 NS

DR3 5 0.057 13 012 NS

DR4 27 0.307 33 0.306 NS

DR7 15 017 6 0.056 P=0.01

RM= 349 (1.29-943)

DRS 12 0.136 16 0.148 NS

DR9 1 0011 2 0.019 NS

DR10 0 0 1 0.009 NS

DR11 3 0.034 8 0.074 NS

DR12 2 0.023 2 0,019 NS

DR13 1 0.011 1 0.009 NS

DR14 5 0.057 15 0.139 NS

DR15 7 0.08 4 0.037 NS

DR16 3 0.034 4 0.037 NS

Total 88 1.0 108 1.0

COMPARACION DE LA DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS GENICAS ENTRE PACIENTES CON RETINOPATIA NO
PROLIFERATIVA Y PROLIFERATIVA CON 10 O MAS ANOS DE EVOLUCION DE DMII
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