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Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2, que representa el 90% de los casos de diabetes mellitus,
constituye una epidemia, cuyas complicaciones tienen un alto impacto econémico y
de calidad de vida. Estimaciones de la Federacion Internacional de Diabetes
proyectan que para 2030 habra 578 millones de personas con diabetes, con un

aumento de esta cifra hasta 700 millones para 2045 (1).

De acuerdo con cifras oficiales, en México, mas de 150,000 personas (14% del total
de defunciones) fallecieron por diabetes en 2020 (2), reportandose una prevalencia

del 10% en mayores de 20 afios en 2018 (3).

En 2013, se estim6 que la carga econdmica de la diabetes mellitus (mas de 360
millones de pesos mexicanos) representd el 2.25% del PIB de dicho ano,
atribuyéndose mas de 18 millones de pesos mexicanos a las cataratas asociadas,
siendo superadas unicamente por el infarto agudo al miocardio y la nefropatia en

estadio terminal (4).

La diabetes mellitus de larga evolucion y pobremente controlada resulta en el
desarrollo de complicaciones sistémicas entre las que se encuentran la enfermedad

cardiovascular, la nefropatia, la neuropatia y la retinopatia diabética (1).

En relacion con complicaciones oftalmoldgicas, se considera que la retinopatia
diabética constituye la principal causa de ceguera prevenible en poblacién adulta (20-
65 anos) (5). En contraste, la primera causa de pérdida visual (sin ceguera) en
pacientes diabéticos corresponde a las cataratas (61%), que a la vez representan
una de las mayores causas de ausentismo a incapacidad en México (4). Se ha
reportado la prevalencia de cataratas en pacientes diabéticos en alrededor de 65%,
siendo mas frecuentes las cataratas mixtas (6). Se considera que los pacientes con
diabetes tienen un riesgo de casi el doble de desarrollar cualquier tipo de catarata

(con excepcién de nucleares) en comparacion con pacientes sin dicha enfermedad

(7).



Entre los factores de riesgo generales para el desarrollo de cataratas en pacientes
diabéticos se han reportado la edad, macroalbuminuria, niveles mayores de HbA1cy
tiempo de duracion de la diabetes (6-8); en cuanto a cataratas nucleares, la edad y la
hipertrigliceridemia; en cuanto a corticales, la edad y el pobre control glicémico;
finalmente, para subcapsulares posteriores, la edad, el sexo femenino y la duracion

de la enfermedad (6).

Los mecanismos fisiopatolégicos a través de los cuales se desarrollan las
complicaciones de la diabetes mellitus comprenden, de manera general, la via de los
polioles, la via de la hexosamina, la autooxidaciéon de la glucosa, la formacién de
productos finales de glucosilacion avanzada, sobrecarga glicémica mediada por
hexocinasa-2 y aumento en la actividad de enzimas tales como la ciclooxigenasa,
lipooxigenasa y piruvato cinasa (9). De estas, la via de los polioles se ha considerado

como uno de los factores mas importantes para el desarrollo de cataratas diabéticas.

La via de los polioles resulta en la conversién de la glucosa hacia fructosa a través de
la actividad de las enzimas aldosa reductasa (reduce glucosa a sorbitol) y sorbitol
deshidrogenasa (oxida sorbitol a fructosa), las cuales son dependientes de NADPH.
En esta via, la aldosa reductasa cobra relevancia como la enzima limitante, y en
sujetos no diabéticos, representa una muy pequefna parte del metabolismo de la
glucosa; en estados de hiperglicemia tales como la diabetes mellitus, el aumento de
los niveles de glucosa intracelular ocasiona la sobreactivacion de la aldosa
reductasa, lo que a su vez conlleva la acumulacion de sorbitol intracelular,
ocasionando dafio osmatico, al igual que oxidativo por la deplecidon de los niveles de
NAD+ (9).

La aldosa reductasa es codificada por el gen AKR1B1 (aldo-ceto reductasa, familia 1,
miembro B), el cual se localiza en el cromosoma 7q33, contando con 11 exones y 9
intrones (10, 11). Este gen ha sido estudiado con la finalidad de dilucidar su rol en el

desarrollo de diferentes complicaciones asociadas a la diabetes.



El polimorfismo C-106T del gen AKR1B1 se ha estudiado como un factor
asociado al desarrollo de diferentes complicaciones en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 en distintos grupos poblacionales. En pacientes caucasicos y
japoneses con genotipo TT de dicho polimorfismo, se ha reportado un riesgo 2.2
— 4.7 veces mayor de presentar nefropatia diabética (12, 13). Igualmente, en
pacientes indios se ha reportado un riesgo 1.6 veces mayor para presentar
retinopatia diabética en presencia del genotipo TT (14). En contraste, el riesgo
para el desarrollo de retinopatia diabética en estudios con poblaciones iranies,
japonesas, brasilefias y chilenas se ha atribuido al genotipo CC (15-19). De
manera interesante, en pacientes australianos, se ha atribuido al genotipo TT un

papel protector para neuropatia diabética (20).

Otros polimorfismos de AKR1B1, tales como el rs759853 (genotipo A/A), se han

asociado con riesgo de nefropatia diabética en poblaciones brasilefias (21).

El desarrollo de cataratas asociado a AKR1B1 también ha sido estudiado.
Algunos reportes han asociado polimorfismos especificos (rs9640883) con el
desarrollo de catarata cortical en pacientes con niveles de HbA1c >6% en
pacientes australianos (22). Asi mismo, se han reportado niveles mayores de
expresion de AKR1B1 en cataratas de pacientes diabéticos, lo que se cree que
conlleva a mayor transformacion mesenquimal de las células epiteliales del
cristalino por mecanismos asociados al aumento de la acetil superdxido
dismutasa 2 y receptores de productos avanzados de glicosilacion (RAGE) (23).
En modelos murinos transgénicos homocigotos para AKR1B1 se ha observado
el desarrollo de vacuolas y cambios asociados a catarata tras la induccion de
diabetes (24).

En relacién con blancos terapéuticos, se ha reportado que los inhibidores de la
aldosa reductasa, tales como la beta-glucocalina y la isoliquiritigenina, pueden

reducir la acumulacion de sorbitol en cristalinos y otros tejidos murinos con



sobreexpresion de AKR1B1 en condiciones de hiperglicemia (9, 25).

Debido al gran impacto de la diabetes mellitus y sus complicaciones, resulta vital
el estudio de los diferentes mecanismos fisiopatolégicos que las condicionan, de
manera que se pueda tener un punto de partida para el desarrollo de
terapias efectivas, con la finalidad de disminuir la carga que estas representan

en los pacientes y la sociedad.

Protocolo de investigacion

Justificacion

Dada la relevancia multidimensional de la diabetes mellitus tipo 2, resulta vital el
estudio de los distintos mecanismos fisiopatolégicos que favorecen el desarrollo
de sus complicaciones, con la finalidad de mejorar la estimacion del riesgo en
pacientes individuales, asi como para la identificacién de blancos terapéuticos y

el eventual desarrollo de tratamientos dirigidos.

Planteamiento del problema

El gen AKR1B1 se ha implicado como uno de los factores asociados con el
desarrollo de cataratas en pacientes diabéticos, sin embargo, este riesgo varia
dependiendo del grupo étnico estudiado. Es necesario caracterizar el papel que
juega este gen en poblaciones mexicanas, de manera que puedan surgir nuevas
lineas de investigacion dirigidas a la identificacion de riesgo y la prevencion o el

tratamiento especifico de dicha complicacion.

Pregunta de investigacion
¢ El polimorfismo C(-106)T del gen AKR1B1 se asocia con el desarrollo de

catarata en pacientes mexicanos?



Hipoétesis
El polimorfismo C(-106)T del gen AKR1B1 esta asociado con el desarrollo de

catarata en pacientes mexicanos.

Objetivo
Determinar la asociacion del polimorfismo C(-106)T del gen AKR1B1 con el

desarrollo de catarata.

Metodologia

Estudio de casos y controles descriptivo, comparativo, transversal vy
ambispectivo. Se reclutaron pacientes con diagnéstico de diabetes mellitus tipo
2 con catarata, pacientes con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 sin

catarata, individuos sanos con catarata e individuos sanos sin catarata.

Criterios de inclusion

—

. Pacientes mayores de 18 afios que hayan otorgado consentimiento informado.
. Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con catarata.
. Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 sin catarata.

. Individuos sanos con catarata.

a A W N

. Individuos sanos sin catarata.

Criterios de exclusiéon
1. Pacientes con diagnodstico de retinopatia diabética, de acuerdo a su definicion
por el estudio ETDRS.

Criterios de eliminacién
1. Pacientes que no deseen participar en el estudio.

2. Pacientes que no otorguen firma del consentimiento informado.



Procedimientos

Valoracion oftalmolégica

Realizacion de historia clinica y exploracién oftalmolégica completa (mediciéon y
documentacion de agudeza visual y capacidad visual, tonometria por
aplanacién, biomicroscopia de parpados y anexos oculares, superficie ocular,
segmento anterior con clasificacion de opacidad cristaliniana usando el sistema

LOCS Illl, y segmento posterior).

Procesamiento de muestras preexistentes

Se obtuvieron muestras de sangre completa utiizando EDTA como
anticoagulante para la obtencién de DNA vy se utilizaron muestras del banco de
DNA del centro de investigacion de la institucion que cumplian con los criterios
para realizar el protocolo y que cuenten con un consentimiento informado

firmado con anterioridad.

Amplificacion del gen AKR1B1 y deteccion del polimorfismo C(-106)T

Se realizé la amplificacion del gen AKR1B1 mediante técnica de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando oligonucledétidos especificos para la
region de los SNPs (polimorfismos de nucleétido unico) a estudiar. Se realizo la
secuenciacion directa utilizando la técnica de secuenciacién por terminadores
fluorescentes (BigDye) para determinar la presencia o ausencia del

polimorfismo.

Analisis estadistico

Se determinaron los aspectos demograficos de los pacientes, incluyendo sexo,
edad, presencia de diabetes mellitus tipo 2, y se documentd la ausencia de
retinopatia diabética. Para el manejo de los resultados se utilizé estadistica

descriptiva.



Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas del grupo de estudio fueron
comparadas con la frecuencia de los controles, obteniendo la relacién
estadistica existente entre ellos, utilizando la prueba exacta de Fisher, con el
software GraphPad Prism V.6, a un nivel de significancia menor a 0.05, asi

mismo se determind la razén de momios.

Tamano de muestra
Se utiliz6 el teorema central del limite obteniendo un numero mayor a 30

integrantes por cada grupo de estudio.

Variables

Frecuencia del polimorfismo C(-106)T del gen AKR1B1, asi como del resto de

los genotipos de dicho polimorfismo.

Presencia de catarata de acuerdo con el sistema de clasificacion de opacidades
del cristalino LOCS III.

Recursos financieros y de factibilidad

Se contd con los recursos de equipo para la atencion médica, el equipo para el
procesamiento de las muestras y el analisis molecular de las mismas, asi como
también, los reactivos suficientes para la realizacién del estudio. El estudio se

realizé en el centro de investigacion de la institucion.

Bioseguridad
La toma y procesamiento de las diferentes muestras se realizd6 con estricto
apego a los protocolos de bioseguridad estandar y aquellos especificos del

Instituto.
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Resultados

Se analiz6 un total de 186 muestras, las cuales se dividieron de la siguiente

manera:

1. 53 muestras de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con catarata.

. 39 muestras de pacientes sanos sin catarata.

2
3. 59 muestras de pacientes sanos con catarata.
4

. 35 muestras de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 sin catarata.

Las caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio se muestran en la

tabla 1 (n=186). Al analizar la diferencia de edad entre las poblaciones del estudio

(figura 1, tabla 2) se encontré que no existia una diferencia estadisticamente

significativa, con excepcion del grupo de pacientes sanos sin catarata contra

pacientes diabéticos con catarata (p = 0.0035).

Edad

Media 65 anos, mediana 66 afnos.

Sexo

112 mujeres (74 hombres)

Diagnastico de diabetes mellitus tipo 2

88 si (98 no).

Diagndstico de catarata

112 si (74 no).

Tabla 1.
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Figura 1.
Grupos p
Sanos sin catarata vs Sanos con catarata 0.9608
Sanos sin catarata vs DM sin catarata 0.2550
Sanos sin catarata vs DM con catarata 0.0035
Tabla 2.

Frecuencia genotipica
Los resultados de la frecuencia genotipica se muestran en la tabla 3, al hacer el
analisis comparativo entre los grupos, se encontré una diferencia estadisticamente

significativa.
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Tabla 3. Frecuencia genotipica de los diferentes grupos de estudio

CcC CT TT P
n (%) n (%) n (%)
Sanos sin catarata 4 (10) 29 (74) 6 (16) < 0.0001*
Sanos con catarata 20 (34) 33 (56) 6 (10)
DM sin Catarata 8 (23) 21 (60) 6 (17)
DM con catarata 34 (64) 15 (28) 4 (8)

*Chi cuadrada, I.C. 95%
En la figura 2 se muestra la distribucion genotipica entre los grupos de estudio,

observandose una frecuencia mas de 2 veces mayor del genotipo CC en

pacientes con catarata en comparacion con aquellos sin catarata.

Frecuencia genotipica

1 I
Sanos sin catarata DM sin Catarata Sanos con catarata DM con catarata

Figura 2. Distribucion de la frecuencia genotipica de los diferentes grupos de

estudio.
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Al calcular la razén de momios (OR) comparando cada grupo con el grupo de
sujetos sanos sin catarata (control), podemos observar que existe una diferencia

significativa, siendo el genotipo CC el genotipo de riesgo (tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de las frecuencias genotipicas con el grupo control y calculo
del OR

p OR
Sanos sin catarata vs Sanos con catarata
CCvsCT 0.0130* 44
CCvsTT 0.0532 0.5
Sanos sin catarata vs DM sin catarata
CCvs CT 0.197 2.7
CCvsTT 0.6802
Sanos sin catarata vs DM con catarata
CCvsCT <0.0001* 16.6
CCvsTT 0.0025* 12.7

*Prueba exacta de Fisher. Los valores de p y el OR fueron calculados con un 95%

de intervalo de confianza.

Frecuencia alélica

Con respecto a la frecuencia alélica, los resultados se muestran en la tabla 5, al
hacer el analisis comparativo entre los grupos, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa. En la figura 3 se puede observar que los alelos C y
T se encuentran en una frecuencia similar en los sujetos que no presentan
catarata, mientras que, en los sujetos que presentan catarata, el alelo C se

encuentra en mayor frecuencia, lo que lo postula como alelo de riesgo.
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Tabla 5. Frecuencia alélica de los diferentes grupos de estudio

Cc T
n (o/o) n (o/o) P
Sanos sin catarata 37 (47) 41 (53) <0.0001*
Sanos con catarata 73 (62) 45 (38)
DM sin Catarata 37 (53) 33 (47)
DM con catarata 83 (78) 23 (22)
*Chi cuadrada, I.C. 95%
Frecuencia alélica
100-
B C
80 =T
60
2
40-
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1 1 1 I
Sanos sin catarata DM sin Catarata Sanos con catarata DM con catarata

Figura 3. Distribucion de la frecuencia alélica entre grupos

En la tabla 4 se muestran los resultados del analisis de la frecuencia alélica de
cada grupo, comparados con el grupo de sujetos sanos sin catarata, y el calculo
de la razén de momios. Los resultados muestran que el alelo C es el alelo de

riesgo para desarrollar catarata.
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Tabla 4. Comparacién de las frecuencias alélicas con el grupo control y calculo del
OR

p OR
Sanos sin catarata vs Sanos con catarata
CvsT 0.0465* 1.4
Sanos sin catarata vs DM sin catarata
CvsT 0.479 1.1
Sanos sin catarata vs DM con catarata
CvsT <0.0001* 4.0

*Prueba exacta de Fisher. Los valores de p y el OR fueron calculados con un 95%

de intervalo de confianza.

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos observar que el genotipo CC
representa el genotipo de riesgo para desarrollar catarata, mientras que el alelo C
es el alelo de riesgo. Algo interesante que se observa es que, en los pacientes con
DM, el alelo C y el genotipo CC se encuentran en mayor frecuencia.

Al comparar a los pacientes sin catarata contra aquellos con catarata,
exclusivamente en aquellos con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, se
encontré un riesgo 3.2 veces mayor con el alelo C, el cual fue estadisticamente
significativo (figura 4). Adicionalmente, al comparar pacientes sanos con catarata
con pacientes diabéticos con catarata, el alelo C representé un OR de 2.2 (p=
0.008).
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DM sin Cat & DM con Cat

=] ()
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DM sin Catarata DM con catarata

Figura 4.

Discusién

En el presente estudio se describié la asociacion del genotipo CC y el alelo C del
polimorfismo C(-106)T del gen AKR1B1 con una mayor frecuencia de catarata, lo
cual lo sehala como genotipo de riesgo. De la misma manera, el alelo C se
encontré mas frecuentemente en los pacientes con catarata.

El genotipo CC, en comparacién con el CT, represento un riesgo 4.4 veces mayor
de desarrollo de catarata en pacientes sin diagndstico de diabetes mellitus tipo 2,
el cual fue estadisticamente significativo. Este riesgo aumenté a 16.6 veces al
comparar pacientes sanos sin catarata con pacientes diabéticos con catarata. De
la misma manera, al comparar pacientes sanos sin catarata con pacientes
diabéticos con catarata, el genotipo CC representé un riesgo 12.7 mayor contra el

genotipo TT.

En cuanto a la frecuencia alélica, pudo observarse que el alelo C representd un

17



riesgo 1.4 veces mayor para el desarrollo de catarata al comparar pacientes
sanos, el cual se reprodujo al comparar pacientes sanos con pacientes diabéticos

con catarata, donde el riesgo se multiplicé 4 veces.

Dado que el genotipo CT no se asocié con un mayor riesgo de catarata, el alelo T

podria considerarse como un protector en pacientes heterocigotos.

Un hallazgo adicional es el hecho de que el genotipo CC y el alelo C se
encontraron mas frecuentemente en pacientes diabéticos, independientemente de
la presencia de catarata. Es importante considerar que este hallazgo no era uno
de los objetivos del estudio, sin embargo, la mayor frecuencia del genotipo CC y el
alelo C en los pacientes diabéticos pudiera sugerir que estos representan un factor
de riesgo para el desarrollo de diabetes, lo cual es necesario confirmar o descartar

a través de nuevas lineas de investigacion.

A nuestro conocimiento, este estudio es el primero en describir la asociacion entre
los diferentes alelos y genotipos del AKR1B1 con la presencia de catarata en
poblacion mexicana. En contraste, existen estudios realizados en otras
poblaciones latinoamericanas (Brasil, Chile) donde se ha determinado un mayor
riesgo de desarrollo de retinopatia diabética en pacientes con genotipo CC; lo
anterior resulta interesante, ya que podria sugerir que dicho genotipo conlleva un
mayor riesgo de complicaciones oftalmologicas en general en estas poblaciones, e

incluso podria estudiarse su relacién con complicaciones sistémicas.

Conclusiones

Con los hallazgos obtenidos en este estudio puede concluirse que el alelo C y el
genotipo CC del gen AKR1B1 estan asociados con la presencia de cataratas en
pacientes mexicanos con y sin diagnostico de diabetes mellitus tipo 2. Lo anterior

podria indicar un factor de riesgo para el desarrollo de catarata.
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