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Resumen

La degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) es la principal causa de perdida de la
vision central irreversible en personas mayores de 50 afios en los paises desarrollados, afecta a
casi el 10% de los mayores de 65 afios y afecta a mas del 25% de las personas de mas 75 afios de
edad. Es una enfermedad de origen complejo en la que se han descrito tanto factores genéticos
como ambientales, los cuales desempefian un papel importante en su fisiopatologia. Mdultiples
variantes de genes y factores de estilo de vida como el tabaquismo se han asociado con la
enfermedad. Mientras que determinar la etiologia especifica de la enfermedad sigue siendo un
reto importante, la informacion genética ha proporcionado oportunidades para la mejora de la
evaluacion de riesgos, diagndstico molecular y pruebas clinicas de variantes genéticas,
tratamiento y manejo. En 2 estudios originales recientemente publicados se identificé una
variante en el gen C3 de complemento K155Q (frecuencia en casos = 1,06%; frecuencia en
Controles = 0,39%, OR = 2,68), la cual confiere un mayor riesgo para desarrollar DMRE,
probablemente a través de la disminucion en la inhibicion de C3 por el Factor H, que a su vez
provoca una mayor activacion de la via alterna del complemento. La variante de riesgo para
DMRE K155Q, recientemente identificada, no ha sido estudiada ain en poblaciones latinas. El
nuestro es un estudio de asociacién de casos y controles para identificar si el polimorfismo

Q155K del C3 confiere riesgo para desarrollar DMRE en pacientes mexicanos.

El reclutamiento de los pacientes se realizO mediante los criterios de inclusion para el
protocolo evaluando a cada paciente de manera individual, se recolectaron los datos clinicos y las
de muestras de sangre para la extraccion de DNA, se realizé una PCR inicial del gen C3 a partir de
DNA genomico, posterior una purificacion de DNA y secuenciacion automatica de la variacion
Lis155GIn. Se secuenciaron 106 pacientes con DMRE y 106 controles sanos. Encontrandose en

ninguno de ellos la variante.



La variante Lis155GIn del gen C3 del complemento no se relaciona con la presencia de

degeneracion macular relacionada a la edad en la poblacion mexicana.

Antecedentes

La retina humana sufre cambios como parte del curso natural del envejecimiento, lo que resulta
en la aparicion de depositos de material acelular amarillento focal, llamados drusas entre el

epitelio pigmentario de la retina y la membrana de Bruch (1).

Imagen 1. Drusas en &rea macular.

Las drusas son clasificadas como pequefias (<63 micras de diametro con margenes discretos),
medio (63-124 micras) o grandes (>125 m con bordes indistintos). Las drusas son
patognomonicas de la DMRE, sin embargo cuando se presentan solas y pequefias las
probabilidades de desarrollar DMRE avanzada, son pocas (1). El desprendimiento focal del
epitelio pigmentario de la retina (EPR), la angiogénesis entre la membrana de Bruch y la retina, y
la atrofia de la retina externa son las lesiones que causan pérdida de la vision central en la DMRE
avanzada. Los pacientes presentan un amplio espectro de caracteristicas clinicas con base en el
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tamafio de las drusas y las anormalidades pigmentarias (hipopigmentacion e hiperpigmentacién)

().

En el estudio “Age-Related Eye Disease Study (AREDS)” se desarroll6 una escala de 5 puntos

definiendo el riesgo para desarrollar DMRE avanzada (3).

Fisiologia

Los conos y bastones son las células fotorreceptoras responsables de la fototransduccion (proceso
mediante el cual estimulos luminosos son transformados en  impulsos nerviosos). Estos
fotorreceptores estan dispuestos de manera que hay una mayor densidad de conos en el centro de
la méacula (fovea), la cual va disminuyendo en la periferia a medida que la densidad de bastones

aumenta.

El EPR se encuentra en estrecho contacto con los fotoreceptores. EI EPR es responsable de la
fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores, el transporte de vitaminas,
reduccién de la dispersion de la luz, ademéas de actuar como barrera selectiva entre la coroides y
la retina (1). La membrana basal de las células epiteliales del pigmento de la retina forma la capa
interior de la membrana de Bruch, que se compone también de una matriz extracelular

especializada y de la membrana basal de la coriocapilar.

Fisiopatologia

La fisiopatologia es aun poco conocida. Sin embargo, la degeneracién del EPR, relacionado con
el estrés oxidativo, parece ser un componente crucial. Los cambios en la matriz extracelular de la
membrana de Bruch y la formacion de depdsitos de lipofuscina son fundamentales para la
progresion de la enfermedad. EI engrosamiento progresivo de la membrana de Bruch reduce la

capacidad del oxigeno para difundirse a través del epitelio pigmentario de la retina y los
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fotorreceptores. La hipoxia provoca la liberacion de factores de crecimiento y citosinas, que
estimulan el crecimiento de nuevos vasos coroideos, entre el EPR y la retina, formando una
membrana neovascular coroidea (2). Los nuevos vasos dejan escapar liquido y / o sangre,

dando como resultado la distorsién y la reduccion de la claridad de la vision central.

DMRE temprana

Se caracteriza por drusas, cambios pigmentarios y atrofia del EPR. El nivel de discapacidad
visual asociada es variable. La angiografia con fluoresceina demuestra patrones irregulares del
pigmento de la retina y atrofia (1).

Las drusas se identifican clinicamente como depoésitos amarillos de lipofuscina, que estan

dentro de la membrana de Bruch. Varian en tamafio y forma.

DMRE avanzada

La atrofia geografica ('seca”) se presenta hasta en el 20% de los casos. Se manifiesta como zonas
bien delimitadas de atrofia de mas de dos didmetros de disco que permite la visualizacion directa
de los vasos coroideos. La acumulacion de lipofuscina en el epitelio pigmentario de la retina se
cree que contribuye a los cambios atréficos. La pérdida de vision se produce una vez que la fovea
se ve afectada. Para el seguimiento se utilizan las imagenes de autofluorescencia, que muestran

diferentes patrones de anormalidad lo que permite conocer la progresion de la enfermedad (2).



Imagen 2. Atrofia geografica.

La DMRE neovascular ("humeda™) se caracteriza por el desarrollo de la neovascularizacion
coroidea llevando al desprendimiento del EPR. Dicho desprendimiento lleva a la metaplasia
fibrosa y esta a su vez genera una cicatriz subretiniana llamada cicatriz disciforme. La
angiografia con fluoresceina se debe realizar en todos los pacientes con DMRE con disminucion
de la agudeza visual ya que nos permite evidenciar la presencia de neovascularizaciones

coroideas(2). También puede orientar las opciones de tratamiento.

Imagen 3. Membrana neovascular.



La neovascularizacion coroidea se puede clasificar por angiografia, segin el patrén de
crecimiento de los vasos. La clasica se caracteriza por hiperfluorescencia temprana que es bien

delimitada y puede tener un “patrén en encaje”.

La variedad oculta se caracteriza por hiperfluorescencia tardia que es mal definida. En
estudios de investigacion, la neovascularizacién coroidea se ha subdividido en mayormente
clasica, en la que mas de 50% de la lesion tiene las caracteristicas de la neovascularizacion
coroidea clasica. Minimamente clasica, en la que menos del 50% de la lesion tiene las
caracteristicas de la neovascularizacion coroidea clésica; y oculta pura, en el que ningun

componente clasico puede ser identificado(1).

Progresion a DMRE tardia

Gracias al estudio AREDS, se identificd que los cambios en la pigmentacién y drusas grandes (>
250 micras) son los mas importante para predecir la progresion a DMRE avanzada, se desarrollé
una escala de puntuacién clinica sencilla para predecir el riesgo de la progresién. 1 punto para
cada ojo con drusas grandes. Para los pacientes con enfermedad tardia en un ojo, 2 puntos
son para el ojo con la enfermedad avanzada y un 1 punto por cada una de las drusas o
anormalidades pigmentarias en el ojo contralateral. El riesgo a 5 afios de progresion a DMRE
avanzadas es del 0,5%, 3,0%, 12,0%, 25% y 50%, respectivamente, segun la calificacion de 0 a

4 (4).

Factores de riesgo en DMRE

La DMRE es una enfermedad multifactorial, por lo general causada por muchas variantes
genéticas y también influenciado por factores ambientales, como la dieta y el tabaquismo (5, 6).

Las drusas grandes se asocian con un aumento del riesgo de progresion a DMRE avanzada. El
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envejecimiento y el tabaco han demostrado ser los factores de riesgo ambientales més
importantes, ya que el indice tabaquico (IT) se asocia directamente, por lo general duplicando
el riesgo en comparacion con los no fumadores (7) . Ademas, se ha visto una clara asociacion
entre la DMRE intermedia y los padecimientos cardiovasculares como la hipertension arterial

sistémica (HAS) y la hipertrigliceridemia (8, 9,11).

El estudio longitudinal multicéntrico de ateroesclerosis de 10 afios, incluyd cuatro grupos
raciales/étnicos encontrado una prevalencia de DMRE de 2,4% en los afroamericanos , 4.2% en

los hispanos, 4,6% en asiaticos en comparacion con el 5,4% en los caucésicos (10) .

Asociacion genética

A lo largo de los ultimos afios a través de estudios de agregacion familiar y estudios en gemelos
se han identificado multiples factores genéticos diferentes en los loci: 1925-31, 9p13, 9p24,

10026, 15021 y 17925 (4).

Los estudios realizados en familias afectadas han mostrado que el riesgo relativo de un pariente
de primer grado es de aproximadamente 6 a 12 veces mayor que el de la poblacion en general y

que algunas familias confieren mayor grado de riesgo (12).

Tanto en estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) como estudios de asociacion
general han aportado de manera mas significativa en la identificacion de loci asociados al riesgo
de desarrollar DMRE, por lo que se han implicado genes tales como CFH (13-17), C3 (18, 19),
C2-CFB (20), CFI (21), una regién en el cromosoma 10 con HTRA1/LOC387715/ARMS2 (22-
27), de la CETP (25), TIMP3 (25), CFIG (26), VEGFA (27), COL10A1 (27), TNFRSF10A (28),

y APOE (29-31) (Tabla 1) (1).



Genes asociados a DMRE
CFH
C3
C2-CFB
CFI
HTRA1
LOC387715
ARMS?2
CETP
TIMP3
CFIG
VEGFA
COL10A1
TNFRSF10A
APOE

Tabla 1. Genes asociados a DMRE.

El ADM Gene Consortium Project compuesto por 18 grupos de investigacion, compar6 GWAS
mas de 7.600 casos y mas de 30.000 controles y se replicaciéon 32 SNPs involucrando
mas de 9200 casos y 8000 controles para lograr un analisis compuesto de mas de 16.900 casos
de DMRE avanzada con controles pareados. Se confirmaron 12 loci antes reportados, y se
identificaron seis nuevos loci. Este meta-analisis proporciona quizas las mejores estimaciones de
razon de momios Yy la diferencia de género para las poblaciones asiaticas y europeas. El objetivo
principal del meta-andlisis fue el fortalecimiento de la evidencia a favor (0 en contra) de la

DMRE (32).

Se han identificado maltiples loci, lo que hace evidente la importancia de la heredabilidad en la
DMRE. En un esfuerzo por identificar adicionales loci con menor riesgo para desarrollar la
patologia, los cuales no se logran detectar con los GWAS por diferentes causas con el tamafio de

la muestra, los meta-analisis estan tomando un importante papel para explicar la heredabilidad.

La poblacién mexicana esta compuesta principalmente por mestizos, que son personas con

ascendencias amerindias, europeas y en menor medida africanos. Debido a la mezcla
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étnica/racial, estas poblaciones son ideales para identificar variantes genéticas asociadas a

enfermedades complejas como la DMRE (33).

Se han realizado escasos estudios de asociacion entre la DMRE y variantes genéticas en
pacientes mexicanos y latinos. El primer estudio de casos y controles, fue publicado en el 2012
analizando los alelos del factor de complemento H (CFH), el factor de complemento B (CFB), el
factor de complemento 2 (C2)y el factor de complemento 3 (C3). En dicho estudio se
identificaron diferencias significativas en la distribucion alélica de casos y controles para las
variantes Y402H del CFH (p=1x10-5), A69S en ARMS (p=4x10") y R32Q en CFB (p=0.01).
Las razones de momios (OR) obtenidas para los alelos de riesgo de estas 3 variantes fueron 3.8
(2.4-5.9), 3.04 (2.2-4.3), y 2.5 (1.1-5.7), respectivamente. Los resultados apoyan que CFH,
ARMS?2 y CFB se asocian consistentemente con la enfermedad, incluso en los grupos étnicos con

una compleja mezcla, como son los mestizos mexicanos (34).

Este estudio sirvié como antecedente para otras investigaciones analizando diferentes haplotipos
de CFH y ARMS (35), en donde se resecuenciaron todos los exones de CFH en 96
sujetos mexicanos (48 casos de DMRE y 48 controles), encontrando siete polimorfismos
previamente asociados a DMRE (SNP; rs10490924, rs4151667, rs547154, rs1047286,
rs2230199, rs1410996, y rs1061170) se investigaron en 754 pacientes mestizos sin relacién
familiar: 273 pacientes con DMRE avanzada, 201 controles sanos, y 280 controles de
poblacién. Se seleccionaron siete SNPs que han sido fuertemente asociados con la DMRE
en varios grupos étnicos, incluyendo dos en el gen CFH (rs1061170 [Tyr402His] y rs1410996),
dos en C3 (rs2230199 [Arg80Gly] y rs1047286 [Pro292Leu]), uno en C2 ( rsb47154
[IVS10]), uno en CFB (rs4151667 [Leu9His]), y uno en ARMS?2 (rs10490924 [Ala69Ser]).
Los resultados de este estudio publicado en 2014 también apoyaron la participacion de variantes

de CFH, ARMS, CFB, C2y C3 en el desarrollo de DMRE en mexicanos y poblacién latina (35).
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La identificacion de multiples loci ha permitido el descubrimiento de varias vias bioldgicas
importantes en la patogénesis de la DMRE, tales como la via del complemento, el metabolismo
colesterol y lipidos, la via de matriz extracelular/colageno, via del estrés oxidativo y la

angiogénesis (36).

Variantes raras en DMRE

Los esfuerzos mas recientes en la investigacion de la genética de DMRE estan enfocados
en las variantes raras que se relacionan con la patogénesis de la enfermedad (37). Por ejemplo,
Boon et al. (38) encontraron un gran nimero de mutaciones en PRPH2 en un grupo de pacientes

en Holanda con distrofia coroidea areolar central que puede ser confundido con DMRE.

El concepto de que las variantes raras pueden contribuir a la heredabilidad est& bien establecido.
En 2010, una simulacion por Sobrin et al. (39) demostr6 que los SNPs mas comunes son
insuficientes para explicar el desarrollo DMRE severa y que existen mutaciones raras que juegan

un papel mas importante.

Una variante rara que contribuye al riesgo es el haplotipo H5 CFH, que incluye una mutacién
que conduce a un cambio de R1210C y a un CFH deficiente (40). Este ejemplo demuestra que

tanto las variaciones en el mismo gen, ya sean comunes o raras, modulan el riesgo de DMRE.

Algunas mutaciones sin sentido en el gen de la Flibulina-5 se han encontrado en 1.7% de los
pacientes estadounidenses con DMRE (41). Variantes raras en hemicentina-1 (Fibulina-6), que
codifica una proteina de la matriz extracelular, también se han asociado a riesgo de la

enfermedad (42).
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Polimorfismos en C3y riesgo para DMRE

En 2 estudios originales recientemente publicados (43, 44) se identificd una variante en el gen
C3 de complemento. Esta variante consiste en el cambio de una lisina a una glutamina en la
posicién 155 de la proteina C3 (K155Q) y tuvo una frecuencia en casos de 1,06%; comparada
con una frecuencia en Controles de 0,39%, OR = 2,68. Dicha variante confiere un mayor riesgo
para desarrollar DMRE, probablemente a través de la disminucion en la inhibicion de C3 por el

Factor H, que a su vez provoca una mayor activacion de la via alterna del complemento.

Para confirmar la variacion de K155Q, se tomo una muestra total de 4,526 casos y 3.787
controles y, de nuevo, se observa fuerte asociacion (Controles = 0,5%; casos = 1,3%, p = 7,7
x 10-7). Ademas en 471 familias con multiples casos de DMRE se identificaron 18 familias

nucleares que también portaban la variante K155Q.

La evidencia méas fuerte de esta variante se reportd en el trabajo deCODE Genetics (44), donde
estudiaron 1,143 casos de degeneracion macular en islandeses y 51.435 controles

islandeses obteniéndose una razén de momios de 3.45.

En el estudio AREDS Il (45) se estudiaron 1606 con DMRE reportando la variante con una
frecuencia 1,77%, similar al estudio (42) con una frecuencia de 0,30% en los controles y de

0.50% en los casos.

Se ha sugerido que las posibles consecuencias funcionales de la variante K155Q incluyen
afectacion de la unién de factor H del complemento a C3b. El factor H inhibe C3b y limita las

respuestas inmunes mediadas por la via alterna del complemento. La hipoétesis es que K155Q
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afecta la unién del primer dominio de macro-globular de C3 a CFH y por lo tanto interfiere con

la inactivacion de la via, aunque esto debe ser confirmado.

La variante de K155Q es rara Yy se asocia con casi 3 veces mayor riesgo de desarrollar DMRE.
Junto con la variante rara de CFH R1210C y la variante de comun C3 R102G, pueden reducir
la unién de CFH a C3b, afectando la capacidad del factor H para inactivar la via alterna del
complemento. La variante de riesgo para DMRE K155Q, recientemente identificada, no ha sido

estudiada adn en poblaciones latinas.

Justificacion

La DMRE tiene un impacto profundo en la calidad de vida de los pacientes, ya que los afectados
llegan a ser incapaces de leer, escribir, caminar o conducir debido a la pérdida de la vision
central. Debido a la falta de tratamientos efectivos para pacientes con etapas avanzadas de la
enfermedad, las investigaciones deben enfocarse también a la identificacion de las causas de esta
enfermedad para prevenirla o retrasar su progresion. Este proyecto tiene como objetivo
identificar si existe asociacion entre una variante recientemente descrita en el gen del
componente 3 del complemento y el riesgo de desarrollar DMRE en sujetos mexicanos. La
identificacion de tal asociacion permitiria la instauracion de una prueba sencilla, accesible y
confiable que permita identificar, de manera oportuna, a sujetos con riesgo genético elevado para
desarrollar la enfermedad y permitiria establecer medidas para retrasar la aparicion de la

enfermedad, aplicar tratamientos tempranos y prevenir complicaciones graves como la ceguera.

Planteamiento del problema

La fisiopatologia especifica de la DMRE, no se conoce por completo, de ahi la necesidad de

buscar factores de riesgo relacionados con la patologia. Se han descrito variantes genéticas que
14



aumenta el riesgo. La variante Lis155GIn recientemente descrita es un factor de riesgo descrita
en una poblacion diferente a la mexicana. Por lo que es una interrogante si la variante

Lis155GIn se asocia a riesgo para desarrollar DMRE en la poblacion mexicana.

Hipotesis
El polimorfismo Lis155GIn del componente 3 del complemento aumenta el riesgo para

desarrollar DMRE en poblacion mexicana.

Objetivo general

Identificar si existe asociacion entre la variante Lis155GIn del C3 y riesgo para desarrollar

DMRE en poblacion mexicana.

Objetivos especificos

Identificar la frecuencia de la variantes polimorficas Lis155GIn del componente 3 del
complemento (C3) en sujetos mexicanos con degeneracion macular relacionada con la edad y

compararla con la frecuencia en un grupo de pacientes sanos pareados por edad y sexo.

e [Establecer la frecuencia de estas variantes en un grupo de enfermos vy

compararla con un grupo de pacientes sanos pareados por edad y sexo.

e Establecer indices de riesgo para el desarrollo de la enfermedad en base a la

presencia o ausencia de determinadas variantes génicas en nuestra poblacion.
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Material y métodos

Disefio del estudio

El disefio del estudio es de tipo transversal y analitico, ya que se realizd6 una sola
medicion (genotipificacion) en sujetos con criterios clinicos de DMRE. Se compararon las
frecuencias de la variante genética en los individuos enfermos (casos), y los individuos sanos
(controles). A partir de la frecuencia observada en cada uno de los grupos en estudio se realiz6é un

analisis estadistico que permita identificar si existe asociacion.

Tamafio de la muestra

El calculo de la muestra se realiz6 con el programa OpenEpi (http://www.openepi.com/) para un
estudio de casos y controles no pareados y con base a los siguientes supuestos: Nivel de
confianza del 95%, Poder del 80%, relacion 1:1 de casos/controles, y razén de momios de al
menos 2.3, basados en un OR de 2.68 obtenido en un estudio reciente (44). del polimorfismo
Lis155GIn. El célculo fue de 94 sujetos en cada grupo, pero se decidié aumentar el tamafio de la

muestra para hacerla mas representativa a 106 casos y 106 controles.

Evaluacion clinica

El estudio se llevd a cabo en el Instituto de Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”. Se
incluyeron 106 pacientes Mexicanos mestizos (por lo menos 2 generaciones de ascendentes
nacidos en México) con criterios diagndsticos estrictos para DMRE. Los criterios de inclusion de

los pacientes fueron:

Criterios de Inclusion
e Individuos de uno u otro género.

e Mayores de 60 afios de edad.
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e Con degeneracion macular relacionada con la edad grado 4 o 5* bilateral o
degeneracion macular relacionada con la edad grado 4 o 5* unilateral con cualquier tipo
de drusas en el ojo contralateral.

e Con o sin antecedentes familiares de degeneracion macular relacionada con la edad.

e Sin antecedentes de cirugia vitreo-retiniana o de enfermedades retinianas
asociadas.

e Sin enfermedades oculares que condicionen opacidad de medios e impidan la
estatificacion de la degeneracion macular relacionada con la edad (alteraciones corneales,

cataratas, etc.).

*De acuerdo al sistema CARMS (Clinical Age-Related Maculopathy Staging System). (Se
elige el ojo con mayor grado de afeccién.) Grado 4= atrofia geografica; grado 5=

neovascularizacion coroidea.

Criterios de Exclusion

Con algin dato de patologia oftalmolégica a cualquier nivel que dificulte la
visualizacion de la retina.

e Con retinopatia diabética o de cualquier origen diferente a DMRE.
e Con antecedentes de cirugia oftalmolégica de catarata o retina.

e Que no acepten firmar el consentimiento informado.

Criterios de Eliminacion
e Pacientes que retiren el consentimiento informado.

e Pacientes cuya muestra de DNA sea insuficiente para la genotipificacion y no puedan

ser ubicados para la toma de una nueva muestra de sangre.
17



Aunque no se trata de un estudio de causalidad, se considerd al polimorfismo Lis155GIn la

variable independiente y a la DMRE como la variable dependiente o de desenlace.

Controles

e Sujetos de uno u otro género.
e De 65 afos de edad o mayores.

e Sin degeneracion macular relacionada con la edad y sin presencia de drusas

maculares mayores de 65 micras en ningun ojo.

La identificacion de los casos se realizé por al menos un especialista retindlogo del Instituto de
Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”. Ademéas de los estudios confirmatorios
de DMRE, en cada paciente se realizd un cuestionario para identificar factores familiares o
ambientales que pudieran asociarse al desarrollo de la enfermedad, incluyendo antecedente de
familiares con DMRE, entidad de origen, entidad de residencia, actividades laborales presente y
pasadas, tabaquismo, enfermedades cronicas concomitantes (diabetes mellitus, obesidad,
hipertension arterial, enfermedades vasculares), uso crénico o reciente de medicacion ocular o

extraocular, entre otros.

Una vez identificado el sujeto que cumpliera con los criterios de inclusién, se le informé
detalladamente de las caracteristicas del estudio y otorgd su consentimiento informado para
participar en el estudio mediante la firma de una Carta de Informacion y Consentimiento (Anexo
1). Del mismo modo, los sujetos incluidos como controles debieron leer y firmar la carta de

consentimiento para poder ser incluidos en el estudio.
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Analisis estadistico

El equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de controles se realizaria mediante analisis por chi
cuadrado. Se considerarian significativos los valores de P menores a 0.05. Valores de OR
superiores o inferiores a 1 se considerarian como evidencia de riesgo aumentado o disminuido,
respectivamente. Estos pardmetros son utilizados de manera rutinaria en estudios de asociacion

genética de pequefia-mediana escala como el que se propone en esta investigacion.

Estudios genéticos
Después de la firma del consentimiento Informado, se extrajo a cada paciente una muestra de 2
mL de sangre por medio de puncidn venosa. La muestra se mantuvo a temperatura ambiente para

proceder a la extraccion del DNA gendmico dentro de las siguientes 12 horas de la toma.

Extraccion de DNA gendmico a partir de sangre periférica

Se colocaron 500 microlitros de sangre total en un microtubo eppendorf de 2 mL con 1 mL del
reactivo DNAzol BD (Invitrogen, Carlsbad, E.U.A) y se agregaron 400 microlitros de alcohol
isopropilico agitando vigorosamente el tubo durante 1 minuto. La muestra se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos para después centrifugarla a 6000 rpm durante 6
minutos, se afladieron 500 microlitros de DNAzol BD al botdn residual y se agité hasta disolver
el botdn. De nuevo, la muestra se centrifugd a 6000 rpm, esta vez por 5 minutos, se decanto el
sobrenadante, se agregé al botén 1 mL de etanol al 75% y se agitd hasta disolver el boton. La
muestra se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se retird el
exceso de alcohol con una micropipeta. Finalmente, se agregaron al boton 200
microlitros de hidroxido de sodio (NaOH) 8 mM o de agua bidestilada estéril y se almaceno

la muestra a una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.
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Determinacion de la concentracion y pureza del DNA obtenido

Se determind la concentracion y pureza del DNA extraido por medio de un analisis de
absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un espectrofotometro. La
relacion 260/280 permiti6 evaluar la pureza de la muestra, considerando que la lectura a 280 nm
corresponde a la fraccion protéica. Se consideraron adecuadas para andlisis las relaciones entre
1.6y 2. Ademas, se realizo electroforesis en geles de agarosa de cada muestra de DNA obtenida
para verificar que no exista degradacién de éste acido nucleico. La concentracion de DNA
obtenida se determiné por la lectura a

260 nm considerando obtener concentraciones promedio de 50 ng/ microlitro.

Amplificacion parcial por PCR del gen C3

A partir del DNA de los sujetos afectados y de los controles se realiz6 amplificacion por PCR del
fragmento del gen C3 que incluye la posicion nucleotidica polimorfica (coddn 155) relacionada
con DMRE. Se utilizaron pares de oligonucleétidos especificos y secuenciacién nucleotidica

directa automatizada, dependiendo de cada caso.

Sentido (Fw) 5’- cac agt tct cta tcg gat ct -3’
Antisentido (Rv) 5’- ca agg agt cct gct tga ccg -3’

El tamafio del amplificado corresponde a 122 pb.

Cada reaccion de amplificacién de PCR tuvo un volumen final de 25 microlitros y contuvo buffer
para PCR 1X, de 50-100 ngs de DNA genémico, 0.2 mM de cada uno de los cuatro dNTP’s, 2.5
unidades de enzima TagPolimerasa, 1mM del oligonucle6tido correspondiente (sentido y
antisentido), MgCl, entre 1 y 3 mM y agua bidestilada c.b.p. 25 microlitros. Se utilizé un

programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de 3 min a 95°C para la desnaturalizacién inicial,
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35 ciclos con 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas
especificas y 1 min a 72°C para la extension. Por Gltimo, se realiz6 1 ciclo a 72°C por 10 min

para la extension final.

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2% con tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas especificas con el
producto amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular de 100
pb. Se reconocieron las bandas de interés y se escindio del gel para la purificaciéon del producto
de DNA amplificado utilizando el método de purificacion por columna (Promega) o el método de
union a silica (Qiagen). La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacion se
determind por medio de la comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a
un marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa al
1.2% tefiido con bromuro de etidio. Después se realizo la secuenciacion nucleotidica directa de

los productos de PCR.

Secuenciaciéon automatizada de los productos de PCR

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica del fragmento génico.
Cada reaccién de 10 microlitros contuvo 2 microlitros de BigDye Terminator Cycle Sequencing
kit (Applied Biosystems) que contiene los cuatro dideoxinucleotidos trifosfatados (ddNTPS)
marcados por fluorescencia, deoxionucledtidos trifosfatados (dNTPs) no marcados, Tris-HCI
(Ph 9.0), MgCl, y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregaron ademas 1 microlitro  del
oligonucledtido correspondiente a una concentracién de 10 micromolar, 10-20 ngs del DNA de
cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un volumen final de 20
microlitros. Para esta reacciéon de PCR se utilizé un programa de 25 ciclos que incluyen
30 segundos a 97°C para la desnaturalizacién, 15 seg a 50°C para el alineamiento y 4 min a

60°C para la extension.
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Los productos de esta segunda amplificacion de PCR se purificaron por medio de columnas
Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de oligonucledtido y de ddNTPs
fluorescentes. Cada muestra se resuspendié en 25mL de amortiguador de carga TSR (Template
Supresién Reagent, Applied Biosystems) o de formamida y posteriormente se desnaturalizo a
95°C por 5 min. Los productos se analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) y las secuencias de DNA obtenidas en sujetos
enfermos se compararon con las secuencias silvestres de cada gen para identificar las variantes

alélicas de interés.

Consideraciones éticas

El documento de consentimiento informado se le presenté a cada uno de los pacientes que
cumplieron con los criterios previamente establecidos. Se explicd al momento el procedimiento
de la toma de muestra con sus riesgos y complicaciones. Se explicé el uso de la informacion y la

confidencialidad de datos. Se resolvieron todas las dudas previo a la firma del consentimiento.
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Resultados

Se incluyeron 106 pacientes afectados y 106 controles. De los pacientes afectados 39 fueron
hombres (36.8%) y 67 mujeres (63.2%) con una edad promedio de 77.3 afios. En lo que respecta
a factores ambientales 9 pacientes (8.5%) refirieron haber fumado en algin momento de sus
vidas mientras que 4 (3.8%) aun lo hacian. En cuanto a patologias asociadas 21 (19.8%)

pacientes presentaban diabetes mellitus tipo 2 y 49 (46.2%) hipertension arterial sistémica.

Datos demograficos de los pacientes con DMRE

Hombres 39 (36.8%)
Mujeres 67 (63.2%)
Diabetes 21 (19.8%)
Hipertension 49 (46.2%)
Tabaquismo 13 (12.3%)

Tabla 2. Datos demogréficos de los pacientes con DMRE.

Ademas de los pacientes afectados, se secuenciaron 106 controles sanos. De los 106 pacientes

afectados y de los 106 controles ninguno presentd la variante Lis155GIn.

Prevalencia de la variante Lis155GIn en DMRE

Grupo Prevalencia
Pacientes afectados (106) 0
Pacientes controles (96) 0

Tabla 3. Prevalencia de la variante Lis155GIn en DMRE.
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Imagen 4. Secuencia parcial del gen C3 en DNA de un paciente con DMRE, Se sefiala el

triplete correspondiente a lisina 155 normal (secuencia antisentido).

Discusion

La degeneracion macular relacionada con la edad es una patologia que afecta gravemente la vision
de los pacientes que la padecen a nivel mundial. A pesar de las diversas investigaciones que han
tratado de encontrar su causa, esta permanece desconocida. Tanto factores genéticos como
ambientales han sido relacionados con dicha patologia sin encontrar alguno que prevalezca. En
nuestro estudio tratamos de encontrar una relacion entre la variante Lis155GIn y los pacientes
mexicanos con DMRE. Dicha variante se ha reportado como un factor de riesgo para presentar
DMRE vy se ha establecido que su presencia confiere un riesgo 200% mayor de desarrollar la
enfermedad (OR=3). Sin embargo, en este estudio que incluyé 106 casos de DMRE y 106
controles sin la enfermedad, la variante K155Q no fue identificada en ninguno de los sujetos. Este
resultado es sorpresivo e indica que este polimorfismo genético no juega un papel en el riesgo para
DMRE en nuestra poblacién. Previamente la variante K155Q fue identificada en 1.06% de los

casos y en 0.39% de los controles en un estudio en poblacién de EUA (43) y 2,4% en casos y
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0.7% en controles en otro estudio que incluyd pacientes de Europa y EUA (40). Es interesante
hacer notar que la base de datos de Exoma EXAC que incluye a sujetos mexicanos controles
indica que el polimorfismo K155Q se observd en 408 de 121354 alelos, para una frecuencia
alélica de 0.0033 (http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000125730). Este dato apoya los
resultados en nuestro estudio acerca de que la variante K155Q es de muy baja frecuencia en
nuestra poblacion, a diferencia de poblacién estadounidense y europea. Aun cuando los resultados
de esta investigacion no apoyan la participacion del polimorfismo K155Q en el riesgo para
desarrollar DMRE en pacientes mexicanos, la informacion obtenida en esta investigacion es de
gran importancia ya que confirma que las diferencias étnicas entre poblaciones originan
variabilidad en los factores genéticos que predisponen a una misma patologia. Nuestro estudio
demostré que no existe relacion entre la variante Lis155GIn del gen C3 del complemento la
degeneracion macular relacionada a la edad en poblacion mexicana y abre las puertas a futuras
investigaciones para tratar de identificar nuevos polimorfismos genéticos que aumentan el riesgo

de presentar tal afeccion en nuestra poblacion.

Conclusion

La variante Lis155GIn del gen C3 del complemento no se relaciona con la presencia de

degeneracion  macular  relacionada a la edad en la poblacion  mexicana
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Anexo 1

Yo , declaro libremente que

acepto participar de manera voluntaria en el estudio “Estudio de asociacion entre el polimorfismo
Lis155GIn del componente 3 del complemento (C3) y riesgo para desarrollar
degeneracion macular relacionada con la edad en una muestra de poblacion Mexicana” que se
realizara en los Departamentos de Retina y de Genética del Instituto de Oftalmologia Fundacion
Conde de Valenciana y que estara bajo la responsabilidad de los Drs. Juan Carlos Zenteno Ruiz y
Gerardo Ledesma Gil. Se me ha explicado que se requiere de la toma de una muestra de 2 mililitros
de sangre venosa y que esta toma no representa ningun riesgo para mi salud mas que la posible
formacion de un pequefio moretdn en el area de la puncion. Se me ha asegurado que el material
genético que se extraiga de mi muestra de sangre se utilizara exclusivamente para investigar las
alteraciones genéticas que produjeron mi enfermedad ocular. También me ha sido sefialado que
puedo retirar mi consentimiento para participar en esta investigacion en el momento en que yo lo
desee y que esta decision no afectaria la calidad de la atencion que recibo por parte del personal de
este hospital. Finalmente manifiesto que se me han respondido satisfactoriamente todas mis
dudas y que los médicos responsables han sefialado su compromiso de aclarar las que pudieran

surgir eventualmente.

Atentamente nombre y firma,

México, D.F., a de de 20
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Direccion y teléfono

Médico responsable nombre y firma
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