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G. LOPEZ VALVERDE

1 -INTRODUCCION

1.-HISTORIA

Se denomina catarata a una pérdida progresiva de transparencia en el cristalino y es la
principal causa de ceguera tratable en el mundo (¥, Suele producirse como consecuen-
cia del proceso fisiol6gico del envejecimiento ®; sin embargo, un pequefio porcentaje de

pacientes puede presentar cataratas en fases previas a la senectud.

Las primeras menciones a esta patologia datan de més de 4000 afios; se han encontrado
textos en Egipto, Oriente Medio, Asia Central y Extremo Oriente que describen y hacen
referencia a las cataratas como causa de pérdida visual. En la antigua Roma el texto De
Medicinae, obra del enciclopedista Aulo Cornelio Celso © publicada el afo 29 antes de

Cristo, hace alusién a su tratamiento.

La primera descripcién escrita de su eliminacién quirargica fue la del cirujano indio Sus-
ruta y data aproximadamente del afo 600 antes de Cristo en sus “Tratados de anatomia
y cirugia” ©. Este autor hace referencia a la técnica del couching o reclinacién por desco-
nocimiento de la anatomia ocular. Esta técnica estuvo vigente desde varios siglos antes
de Cristo hasta el siglo XIX. Consideraba que una membrana se formaba delante del
cristalino por coagulacion en el locuus vacuus (la camara anterior) del humor visual (el
humor vitreo) y se suponia que la cirugia removia esta membrana. Para ello se realizaba
una esclerotomia sin anestesia, y con ayuda de una aguja se desinsertaba la zénula del

cristalino ©.

El conocimiento de la retina y otros elementos de la anatomia ocular gracias a Van Leeu-
wenhoek en el siglo XVII supusieron un gran avance para el desarrollo de la técnica de

extraccion de la catarata.

En el 1747 Jacques Daviel (Figura 1) realizd en Francia la primera cirugia extracapsular

de cataratas programada sin anestesia, métodos de asepsia, ni suturas .
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Figura 1: Jacques Daviel (1696-1762)
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La cirugia Intracapsular, que consistia en la extraccion del cristalino in tofo con su envoltu-
ra capsular incluida, se desarrollé durante el siglo XIX y la primera mitad del XX y supuso

una alternativa a la cirugia extracapsular ©.

Sin embargo, el intento de implantar lentes intraoculares motivo la vuelta a la técnica ex-
tracapsular ya que se advirtié la importancia de la integridad capsular para su colocacion.
Harold Ridley en 1949 19 consigui6 la implantacion de la primera lente intraocular en la

céapsula posterior del cristalino tras la realizacion de una cirugia extracapsular.

A finales del siglo XX, el desarrollo de la facoemulsificacion y la utilizacion de los ultraso-
nidos impulsan uno de los mayores avances para la cirugia de la catarata. Descrita por
primera vez en 1967 por Charles Kelman (2 esta técnica consiste en la fragmentacion
mediante ultrasonidos del cristalino y su aspiracion mediante un terminal de irrigacion-as-
piracion. Su aparicién, junto con el desarrollo de las medidas de asepsia y antisepsia, han

reducido de forma muy importante la tasa de complicaciones ('9.

Con el desarrollo de las lentes intraoculares, tanto en materiales como en disefios, la
cirugia de catarata alcanz6 un nuevo objetivo, ademas de ser una cirugia rehabilita-
dora, permite corregir los defectos refractivos de los pacientes que se someten a esta

intervencion (4,
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2.-ESTRUCTURA Y FUNCIONES DEL CRISTALINO

2.1.- ESTRUCTURA DEL CRISTALINO

El cristalino es una lente biconvexa avascular que no posee inervacion, con poder de
convergencia variable de aproximadamente +22 dioptrias, dependiendo de la traccion que

ejerzan las fibras zonulares sobre su ecuador %,
En su estructura se distinguen (Figura 2):
a) La capsula o cristaloides:

Fina membrana elastica y semipermeable que envuelve totalmente al cristalino y que esta
fundamentalmente compuesta por colageno tipo 1V (9. La capsula anterior es la mem-
brana basal del epitelio anterior del cristalino; siendo la membrana basal mas gruesa del

organismo (6,

Mientras que la cdpsula anterior presenta un engrosamiento progresivo con la edad, la

posterior mantiene su grosor durante todo la vida ("5 17,

b) El epitelio subcapsular:

Esta formado por una sola capa de células cubicas germinativas que originan fibras que
se van sumando a las subyacentes durante toda la vida. Estas células germinativas ocu-
pan la cara anterior y el ecuador del cristalino, aunque se encuentran ausentes en la re-
gion posterior. Esto se debe a que durante el desarrollo embrionario, en la region posterior
del cristalino se forman fibras primarias del cristalino a partir de este epitelio "®. A nivel
ecuatorial existen gran cantidad de uniones intercelulares (interdigitaciones, zénulas-oclu-

dens y macula-adherens) ('

Las ceélulas que forman el cristalino presentan distintas caracteristicas histoldgicas en

funcién de su localizacion (18 19);

18
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-Zona central: Células poligonales 6 cubicas con minima actividad mitética. Pueden sufrir

procesos de metaplasia fibrosa tras un estimulo, como en la cirugia de la catarata.

-Zona intermedia o pregerminal: Células cilindricas de menor tamafio, pero con mayor

actividad mitotica.

-Zona ecuatorial o germinal: Células mas alargadas situadas en el ecuador del cristalino.

c) El cortex:

Esta formado por fibras hexagonales que se superponen de forma similar a las capas de
una cebolla. Proceden de las células epiteliales hexagonales ectodérmicas; células que
proliferan durante toda la vida ®. En la zona cortical son nucleadas pero pierden sus or-

ganelas segun pasan a formar parte del nicleo.

Conforme se acercan a las lineas de sutura van adquiriendo forma de Y. Existen dos li-
neas de sutura tras el desarrollo embrionario, una anterior y otra posterior. Corresponden
a la zona de unioén final de los diferentes componentes embrionarios del cristalino durante

su desarrollo.

d) El nucleo:

Constituye la zona central del cristalino formada por la aposicion de alrededor de 22.000
capas de fibras. Es mas denso que la corteza porque las fibras estan estrechamente uni-

das hacia el interior.

De las proteinas que lo integran las mas frecuentes son las cristalinas tipo alfa, beta y

gamma (20-22),

Las proteinas cristalinas son solubles en nifios y jovenes, pero se van transformando en
insolubles en el adulto ya que las celulas cristalinianas pierden su nucleo, sus lipidos y el
contenido liquido que contienen y se van solidificando por deshidratacion, lo que le resta

elasticidad y transparencia al cristalino.
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El cristalino forma nuevas fibras a lo largo de toda la vida. En los seres humanos las fibras
viejas se comprimen centralmente para formar un nicleo cristaliniano inelastico cada vez

mayor.
e) La z6nula, o ligamento suspensorio:

Se extiende desde los procesos ciliares al ecuador del cristalino, manteniéndolo en posi-
cion y transmitiéndole las contracciones del musculo ciliar. Con la edad las fibras que lo

componen disminuyen en numero y resistencia.

Cristalino

Cara Anterior

Cara Posterior

- Gélulas Epiteliales
21 am

Fibras

Micleo

Figura 2: Estructura cristaliniana.
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2.2.- FUNCIONES DEL CRISTALINO

La principal funcion del cristalino es la acomodacion, que es la capacidad para producir

una potencia refractiva aditiva mediante el aumento de la curvatura del cristalino @2,

La acomodacién depende de la capacidad de contraccidn del masculo ciliar, pero también
se ve afectada por la consistencia del cértex. Mientras que en la juventud es blando y
flexible, con la edad disminuye su flexibilidad al ir ocupando el nucleo la mayor parte del

cristalino ().

Cuando las fibras circulares del masculo ciliar se contraen, se relajan las fibras zonulares,

y el cristalino tiende a hacerse mas convexo aumentando su potencia refractiva.

Al realizar la acomodacion se producen otros dos procesos de forma simultanea: la con-
vergencia (para la fusién de las imagenes retinianas) y la miosis (que disminuye las abe-

rraciones de los cambios de curvatura del cristalino) 4.

En un ojo emétrope en reposo, los objetos situados a menos de 6 metros de distancia no
se veran nitidos. Es mediante la acomodacion que podemos focalizar en la retina los obje-
tos situados entre el punto remoto (punto mas lejano que se ve nitido) y el punto proximo

(punto mas cercano que se ve nitido).

La capacidad de acomodacion se expresa en dioptrias y es maxima en la infancia, dismi-

nuyendo de forma fisiologica al disminuir la elasticidad cristaliniana.

A partir de los 40-45 anos, aparece en el sujeto emétrope cierta dificultad a la vision proxi-
ma, es lo que se denomina presbicia o vista cansada y esta causada por la disminucion

de la capacidad de acomodacion @4,
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3.-CATARATAS. CLASIFICACION

Se denomina catarata a la aparicion de cualquier tipo de opacidad en el cristalino. Las cla-
sificaciones de las cataratas son muy variadas y se superponen unas con otras @, todas

tienen sus ventajas y desventajas @27,

3.1.- SEGUN EL MOMENTO DE LA APARICION DE LA CATARATA
Clinicamente, segtin la edad de aparicion las cataratas se clasifican en:
A-Congénitas:

Aparecen en el momento del nacimiento @, aunque las bilaterales pueden permanecer
latentes hasta las 10 primeras semanas de vida . A su vez, las cataratas congénitas se

pueden clasificar en €9
-Zonulares:

Se trata del subtipo mas frecuente. A su vez se pueden subdividir en nucleares, lamelares,

suturales y capsulares.
-Polares:

Se trata de opacidades que se desarrollan en el polo anterior o posterior del cristalino. La
polar anterior suele ser una opacidad bien delimitada con mejor pronéstico visual que la
polar posterior; sin embargo, éstas suelen presentar mayor alteracion visual y precisan

cirugia.
-Totales:

Se trata de opacidades completas presentes al nacimiento o que progresan rapidamente
los primeros meses de vida. Suelen encontrarse asociadas a malformaciones sistémicas

u oculares.

22
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-Membranosas:

Tipo terminal que ha experimentado reabsorcion y en el que la capsula posterior y anterior

estan superpuestas.
B-Infantiles:

El desarrollo visual se produce hasta los 6-7 afios de vida. Las cataratas desarrolladas
hasta esta edad pueden suponer un riesgo de ambliopia para los pacientes @®, conside-
randose la ambliopia una disminucién de la agudeza visual sin lesion organica que lo jus-
tifique. Generalmente es unilateral y esta producida por una falta de estimulacién nerviosa

durante el desarrollo visual.
C-Juveniles:

Las cataratas desarrolladas mas tarde del periodo neonatal o infantil, posteriores a los 7
anos, suelen ser de tipo secundario y se asocian a episodios repetidos de uveitis, empleo

de corticoides o traumatismos.
D-Preseniles:

No hay consenso sobre la edad de aparicion de estas cataratas. Hay autores que incluyen
en esta clasificacion a las cataratas que se presentan en menores de 45 afios mientras

que hay otros que las consideran en menores de 65 anos.

Virgolici y colaboradores consideraron cataratas preseniles a las desarrolladas por pa-
cientes entre 50 y 65 afios en su estudio sobre el aumento del estado oxidativo del plasma
y el desarrollo de cataratas tempranas ©"; sin embargo, Praveen y colaboradores deter-
minaron la edad de aparicion de cataratas entre 30 y 45 afios; en este trabajo observaron
que la atopia predisponia, de manera muy significativa, a su desarrollo ©2. El grupo lide-
rado por Chiang encontrdé un aumento del riesgo de padecer cancer en pacientes de 20 a

55 afos que fueron intervenidos de cataratas ©9.
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E-Seniles:

El tipo mas frecuente de catarata, justificado ya que el envejecimiento es el factor de ries-

go mas importante asociado a su desarrollo. “ 2634

3.2.- SEGUN LA LOCALIZACION DE LA OPACIDAD CRISTALINIANA

Las cataratas se clasifican en:
A-Corticales:

El tipo mas comuln de catarata en diabéticos, secundaria a la ingesta de corticoides, 0 en

pacientes expuestos a radiacion.

La parte mas superficial del cértex, formada por células epiteliales nucleadas, es capaz de
resistir mejor al dafio oxidativo que las fibras mas profundas sin organelas. En él pueden
aparecer diferentes tipos de opacidades, que se aprecian mejor en una exploracion por
trasluminacion, bajo midirasis. Las mas frecuentes son las opacidades puntiformes que
con el paso del tiempo evolucionan a opacidades radiales y posteriormente a opacidades

circulares 49,
B-Nucleares:

El tipo mas frecuente en la catarata senil. La tipica catarata nuclear se caracteriza por un
aumento en la coloracién de su nucleo; este cambio de color hacia tonos mas oscuros

se encuentra asociado a la edad y al aumento de la dureza nuclear.

El cambio en la coloracion nuclear es producido por fluctuaciones locales en la densidad
nuclear debido a la formacién de agregados proteicos insolubles. En el centro del nucleo,
debido a la ruptura de la membrana celular, el contenido fibrilar queda expuesto al espacio
extracelular. Esto da lugar a la formacién de unos agregados de mayor densidad por el
depésito de material pseudo-proteico 9, insoluble, que es el responsable del aumento de

opacidad nuclear.
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C-Subcapsulares posteriores:

El subtipo mas frecuente de opacidad subcapsular posterior es la asociada a la edad y
secundarias a tratamientos de corticoides sistémicos. Son las mas frecuentes en el caso

de los sujetos jovenes.

Se trata de una opacidad discoide subyacente a la capsula posterior del cristalino. Por
su situaciéon central provoca una gran pérdida de agudeza visual no justificada por su
densidad. Se han asociado a la migracion de células metaplasicas desde el ecuador del
cristalino hasta el polo posterior del mismo, lo que produce defectos en la produccién de

fibras por el epitelio cristaliniano 7.

3.3.- SEGUN EL GRADO DE COLORACION DEL CRISTALINO

Los ultimos estudios epidemiolégicos emplean la Clasificacion de Pirie 9, la cual define

cuatro grupos diferentes segun el grado de coloracién del cristalino in toto (Figura 3):

Tipo I: Predomina la catarata de tipo cortical encontrandose el resto del cristalino trans-

parente.

Tipo II: El primer estadio de la catarata nuclear, muestra un leve aumento en la coloracion

del cristalino.
Tipos Il y 1V: El color nuclear se vuelve ain mas oscuro.

Tipo V: Afadido en algunas ocasiones ¢+, deja entrever lo subjetivo de esta clasificacion ¢4,
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Figura 3: Sistema de clasificacion de la catarata segun Pirie (39

Uno de los sistemas de clasificacibn mas completos y utilizados es el Lens Opacities Clas-
sification System (LOCS) que ha ido evolucionando en los Gltimos afios hasta el LOCS ||,

que es el mas actual “% 4" (Figura 4).

-LOCS | “2: Dividia las cataratas en corticales, subcapsulares posteriores y nucleares; y

estas ultimas las subdividia en funcion del color y la opacidad posterior.
-LOCS |l “; Estratifica también la catarata cortical y la subcapsular posterior.

-LOCS Il @>-49: Respecto a los anteriores ha aumentado los grados de cataratas, estable-
ciendo grados intermedios. Expande las escalas que definen la opacidad nuclear, valora
grados mas precoces de catarata subcapsular. Desarrolla asi una escala decimal que

define muy bien el tipo y grado de catarata.

En ellos se emplean una serie de fotografias para graduar la opacidad y opalescencia
nuclear, otra serie de imagenes tomadas por retroiluminacion en la lampara de hendidura
para graduar las cataratas corticales y una tercera serie de imagenes también tomadas

por retroiluminaciéon para graduar las cataratas subcapsulares posteriores.

Asi, en funcion de estas imagenes, podemos clasificar las cataratas segun la gradacion

que presente a nivel:
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-Nuclear: Existen hasta 6 niveles de opacidad nuclear. Se escriben con las iniciales NO o
NC y el nUmero del 1 al 6 seguin su coloracion, siendo uno las cataratas mas incipientes y

reservandose el 6 para las mas brunescentes.
-Cortical: Se definen con la letra C y hasta 5 niveles de gradacion.

-Opacidades posteriores: también existen 5 tipos que se denominan con la letra P seguida

del numero del 1 al 5 en funcion de la intensidad de la opacidad.

LENS OPACITIES CLASSIFICATION SYSTEM III
(LOCS III)

GECECEC NN

O . NOA N NOS NCS NOG N6

Subcapsular

Figura 4: El sistema de clasificacion de cataratas LOCS Il @,
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Otras clasificaciones menos empleadas son “9:

-The Age-Related Eye Disease Study (AREDS) system “9: Emplea imagenes obtenidas
por lampara de hendidura y por retroiluminacién y diferencian, por un lado la opacidad
nuclear (con escala numérica del 0,9 al 7,1), y por otro la opacidad cortical y subcapsular

posterior (medida sobre una gradilla con distintas marcas). (Figura 5)

AREDS

Catarata
Nuclear

Figura 5: Escala de clasificacion de las cataratas

segun el ARED-S.
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-The Oxford Clinical Cataract Classification and Grading System “#7: Define las zonas
del cristalino en funcién de la dispersion de la luz, dividiendo en zona nuclear y cortical.
Esta ultima es dividida en zonas concéntricas al ntcleo, cada una de ellas con zona

anterior y posterior.

- El Beaver Dam Eye Study “9: Valoraba la esclerosis nuclear en cinco niveles y la opa-

cidad cortical en funcion del area afectada.

-The National Eye Institute Scheimpflug system “9, divide las cataratas en cuanto a
densidad nuclear comparativamente con LOCS Il y estudi6 si diversas medicaciones

disminuian esa opacidad nuclear.

4.-EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA

No son frecuentes los estudios en la poblacion espafola sobre la prevalencia de las ca-
taratas (Tabla 1), y en especial sobre las cataratas preseniles, siendo mas frecuentes los

realizados en paises en vias de desarrollo ©° 5",

Todos los estudios refieren que la catarata es la principal causa de ceguera reversible en
el mundo 9, llegando a causar hasta el 50% de los casos de ceguera en la poblacion ©2),
y predominando en paises en vias de desarrollo de Africa, Asia y Sudamérica 2. El que
la poblacion de estos paises no pueda acceder a una adecuada atencién médica supone
que la ceguera asociada a cataratas se encuentre en valores tan altos ®®. Otra de las
posibles causas que favorecen el aumento de su prevalencia es la constante exposiciéon
a los rayos ultravioleta (UVA) sin proteccion a la que, por su situacién geografica, se ve
sometida la poblacién de estos paises; ya que la luz ultravioleta ha sido descrita como un

factor de riesgo que precipita la aparicion de cataratas 45457,
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El estudio Beaver Dam Eye Study analiz6 la prevalencia de los distintos tipos de catara-
tas en una poblacién de entre 43 a 84 afios demostrando que el tipo nuclear era el mas
frecuente, estando presente en el 17,3% de la poblacidén con un nivel de opacidad 3 sobre
5, el 16,3% de los pacientes presentaban opacidades de tipo cortical y tan s6lo un 6,0%
presentaban el tipo subcapsular posterior. Los subtipos cortical y nuclear eran los mas

frecuentes en las personas de mayor edad 6. 5562),

En los paises desarrollados, el aumento en la esperanza de vida ha aumentado significa-
tivamente la prevalencia de cataratas en las Gltimas décadas debido a que se trata de una

patologia altamente asociada al envejecimiento ©9.

Asi mismo, se ha encontrado una mayor prevalencia en mujeres respecto a hombres, he-
cho que puede verse justificado por la mayor esperanza de vida de éstas, por factores hor-

monales o por las diferencias en el acceso y utilizacion de los servicios de sanidad €364,
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Tabla 1: Caracteristicas de los estudios mas relevantes sobre la prevalencia de cataratas y criterios de

calculo ©9),

Estudio Afo Tamafio %R Edad Medicién | Criterio Prevalencia
Muestral (%)
Europa:
-Rotterdam 1990-93 6.775 84,8 55+ AV OMS(AV<0,3) 0,52
-Casteldaccia 1994 1.068 67,3 40+ AV OMS(AV<0,3) 0,65
Op+AV LOCS II: Cualquier 19,4

opacidad con una
AV corregida< 0,7
en el peor ojo

- North Londom 1995-95 1.547 84 65+ Op+AV 30,0
LOCS II: Cualquier
opacidad con una
AV con su
graduacion< 0,5 en
uno o ambos ojos

ESTADOS
UNIDOS:
-Framingham 1984 2.477 52+ Op+AV Cualquier opacidad 15,5
con una AV
corregida< 0,7 en el
-Baltimore 1985-88 5.300 79 40+ AV peor ojo 0,91
EEUU (AV<0,5)
-Beaver Dam 1988-90 3.684 83 43+ Op 15,3/15,5
Op+AV Wisconsin:
opacidad nuclear>4,
o cortical >25%, o
subcapsular
posterior >5% en el
ojo 5,0/14,2
derecho/izquierdo
Wisconsin:
Cualquier opacidad
con una AV
corregida<0,7enel | 1,08
peor/mejor ojo 0,94

-SEE 1993 2.519 66 65-84 AV EEUU (AV<0,5)
-VER 2001 4.774 72,0 40+ AV EEUU (AV<0,5)

AUSTRALIA:
-Blue Mountains 1992-94 3.564 82,4 49+ Op Wisconsin: 19,6
AV opacidad nuclear>4,
o cortical >25%, o
subcapsular
posterior >5% en el
-VIP ojo derecho
1992-96 3.271 83 40+ AV 0,47
Op OMS(AV<0,3) 18,0
Wilmer: opacidad
nuclear >2, o
cortical >4/16 o
cualquier opacidad
subcapsular
posterior en uno o
ambos ojos

*: Porcentaje de respuesta; AV: agudeza visual; Op: Opacidad del cristalino; Op+AV: Criterio combinado opacidad del cristalino
y agudeza visual; LOCS II: Lens Opacities Classification system; Wilmer: Wilmer cataract grading system; Wisconsin: Wisconsin
cataract grading system
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5.-PATOGENESIS

No hay duda de que uno de los principales factores responsables de la formacion de cata-
ratas es el proceso de envejecimiento. Podemos diferenciar multiples cambios asociados

a la edad, siendo los mas importantes:
5.1.-AUMENTO DE LA DISPERSION DE LA LUZ

Con la edad, aun en ausencia de catarata, se produce un aumento de la dispersion de la

luz tanto a nivel cortical como nuclear, mas evidente después de los 40 afios. ¢?

Esto se debe a las variaciones en la densidad nuclear que se produce por la formacion de

agregados proteicos insolubles.
5.2.- PERDIDA DE ELASTICIDAD

El aumento de rigidez que se produce en el cristalino comienza desde el nacimiento ©9,
siendo mas llamativo con el paso de los afnos. Este aumento en la rigidez del cristalino es
mayor en el nicleo que en el cortex ©® y es determinante para el desarrollo de la presbicia
®7), Asi, hasta los 40 afios el nucleo es mas flexible y deformable debido a que su rigidez
es menor que la del cortex; sin embargo, posteriormente la situacion se revierte, resultan-

do cada vez mas dificil la acomodacion.
5.3.- CAMBIOS EN LAS PROTEINAS

Junto con el aumento de rigidez capsular y del tamano del cristalino, los cambios en las
proteinas son responsables de la pérdida de elasticidad y determinan la apariciéon de opa-
cidades cristalinianas. Debido a este proceso se producen una serie de cambios en las

proteinas del cristalino que justifican el desarrollo de opacidades.

Los cambios més significativos son:
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5.3.1.- Cambios post-traduccionales:

Las proteinas del cristalino (cristalinas) son proteinas estables que son sometidas des-
de edades muy tempranas a cambios no enzimaticos de estructura y funcién. Sufren
procesos de tiolacion, deamilacion, glicacion, carbamilacion, cismetilacion, fosforilacion y
acetilacién, asi como protedlisis, lo que lleva al truncamiento y liberacion de fragmentos

de cristalinas. 2668

Las modificaciones post-traduccion que se producen con el envejecimiento de las cristali-
nas conllevan una pérdida de la transparencia cristaliniana. Las proteinas desnaturaliza-
das son mas susceptibles a la oxidacidn, que a su vez se ve favorecida por el envejeci-

miento al disminuir las concentraciones de glutatién reducido.

A la vez que las cristalinas B y y son oxidadas también lo hacen las cristalinas aAy aB,
produciéndose una pérdida de la actividad de las chaperonas, lo que da lugar a un acu-
mulo de fragmentos proteicos en las fibras cristalinianas, mas evidente a nivel nuclear
que cortical. Algunos autores han expuesto la teoria de que los fragmentos derivados de
las cristalinas oxidadas pueden interferir en la actividad de las proteinas chaperonas a
produciéndose la agregacion de proteinas desnaturalizadas en fragmentos con actividad

anti-chaperonas. ©9

Aunque en el cristalino existe una via que elimina y degrada las proteinas oxidadas, la
ubiquitina-proteosoma, su actividad decae con la edad produciéndose asi el acimulo de

fragmentos de cristalinas oxidadas e iniciandose la catarata nuclear. 7.7
5.3.2.- Cambios conformacionales:

La oxidacién de las proteinas induce a la formacion de agregados de alto peso molecular
que producen la insolubilidad proteica. Se va produciendo un endurecimiento progresivo
sobre todo a nivel nuclear, siendo ésta una de las causas de la pérdida de la transparencia
cristaliniana. Esto, junto al acimulo de croméforos fluorescentes produce un cambio en la
coloracion nuclear pasando desde el amarillo en fases iniciales al marrdn en casos mas

avanzados. ¢

33



ESTUDIO GENETICO DE LA CATARATA PRESENIL | INTRODUCCION

5.3.3.- Pérdida de la funcion de las chaperonas:

La pérdida de la actividad de las proteinas chaperonas a, maxima a los 50 afos, con-
tribuye a la agregacion y pérdida de solubilidad proteica con la consecuente pérdida de

transparencia.

En los jovenes, las proteinas cristalinas a interactian produciendo agregados proteicos
solubles formados por cristalinas de tipo a, B y y que conservan sus funciones. Con el
paso de los anos, debido a la ausencia de sintesis de nuevas proteinas, las tipo a comien-
zan a escasear, sobre todo a nivel nuclear, formandose agregados insolubles en los que

predominan las proteinas de tipo By y. "

5.3.4.- Pérdida de la capacidad anti-oxidante y de neutralizacion de
radicales libres:

La cantidad de glutation reducido disminuye de manera casi lineal con la edad ™", au-
mentando el glutatién oxidado. Ademas, a nivel nuclear se observa una disminucién de
la cisteina, no observable en el cortex, que explica la falta de proteccién frente al dafio

oxidativo en el nucleo.

Ademas de los cambios moleculares a nivel proteico, a nivel cortical se produce un au-
mento de la permeabilidad de la membrana celular con la consecuente acumulaciéon de
Na*y Ca?* intracelulares. Estos cambios, que se producen tanto en la formacion de ca-
tarata cortical como en las cataratas de los pacientes diabéticos, producen un descenso
en la actividad de la bomba Na*/ K* ATP-asa lo que conlleva una hiperhidratacion celular,

pérdida proteica y un aumento del Na*y Ca?* junto con un descenso del K*. (?

Algunos autores ® han propuesto que el aumento del Ca2*intracelular favorece la agrega-
cion proteica y la protedlisis, contribuyendo asi a un aumento en la densidad del cristalino

desde la quinta década de la vida.
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0.-FACTORES DE RIESGO

La catarata es una enfermedad multifactorial ¢”. Identificar los factores de riesgo preve-

nibles puede resultar de utilidad para retrasar la aparicion de esta patologia “%. (Tabla 2).

Tabla 2: Diferentes factores de riesgo asociados a catarata y algunos de los estudios que

los analizan @9,

Factor Odds Ratio (95% Cl) Posible factor Estudio
etioldgico
Tratamiento anti- 6,2 (2,1-18,4) Cianato de la urea (o | Chenetal
hipertensivo glucosa)*
Furosemida 2,0(1,2-3,3) Szmyd and Schwart
Hipertension 1,5(1,06-2,1) Szmyd and Schwart
Insuficiencia cardica 3,4 (1,6-7,4) Chen et al
Trabajo en bases 2,5(1,1-5,7) Radiacidon Harding and van
militares microondas Heyningen
Alcoholismo 2,3 (1,07-5,0) Acetaldehido” Harding and van
Heyningen
Consumo importante Tiocianato*, cianato’
de tabaco y epéxidos*
2,09 (1,4-5,9) Flaye et al
-Presente Dosis dependiente West et al
-Pasado 2,6 (1,4-5,0) Flaye et al
Diabetes 4,2 (2,6-7,0) Glucosa” y sus Harding et al
1,8 (1,2-2,6) metabolitos” Szmyd and Schwart
-Hombres 3,4 (1,8-6,4) Harding et al
-Mujeres 6,0 (2,6-14,2) Harding et al
Miopia 1,7 (1,2-2,4) Harding et al
Glaucoma 2,9 (1,5-5,7) Harding et al
Cirugia de glaucoma 14,3 (3,3-62) Trauma Harding et al
Neuropatia periférica | 1,5(1,1-1,9) Modificacidn Harding et al
proteica
Diarrea severa 1,7 (1,1-2,8) Cianato de la urea Harding et al
Oxido de etileno >6 Oxido de Etileno ~ Deschamp et al
Déficit de Glucosa-6- | --- Glutation oxidado Yuregir et al
fosfato (Ophthalmic Res 1989;
deshidrogenasa 21:155-157)
Consumo de leche --- Galactosa’ Bhatnagar et al (Dig Dis
Sci 1989; 34: 1745-
1750)

CIL: Intervalo de confianza; *: Capaz de reaccionar con proteinas; +: S6lo opacidad nuclear
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6.1.- EDAD

El término envejecimiento implica la aparicion de cambios a nivel celular que se acumulan
con el tiempo y que conllevan una pérdida funcional. Se trata de un proceso no homogé-
neo en el individuo, de manera que los diferentes 6rganos y tejidos, como es el cristalino,

pueden envejecer de forma asimétrica 7,

La edad avanzada es el principal factor de riesgo asociado a la apariciéon de cataratas,
de tal modo que se ha observado un aumento de su prevalencia con la edad “*" debido
a los cambios progresivos y secuenciales que sufren las proteinas cristalinianas con el
envejecimiento. Ademas, la adicion fibrilar al cristalino se produce durante toda la vida,

aumentando por tanto la densidad cristaliniana con el paso de los afos.

La transparencia del cristalino depende de su avascularidad, la falta de organelas, el
escaso espacio entre sus fibras y la gran organizacion entre sus células y proteinas. ¥
A nivel cortical, la transparencia esta relacionada con el gran orden espacial de la arqui-
tectura fibrilar y los escasos espacios intercelulares que compensa la dispersion de la luz
causada por las fluctuaciones de los indices de refraccion entre las membranas y el cito-
plasma. Sin embargo, la poca dispersion de la luz en el nicleo no se debe al gran orden
espacial de sus fibras, sino a que el indice de dispersion entre las membranas fibrilares y

el citoplasma es minimo. ©7:79

Desde el momento de su formacion, las fibras son sometidas a un proceso de diferen-
ciacion terminal que implica una pérdida de organelas secuencialmente programada, y
que culmina en un proceso de denucleacion. Asi, a cierta profundidad las fibras activas
nucleadas pierden sus organelas y, con ellas, su capacidad de transcripcion y de sintesis,

por lo que se vuelven relativamente inactivas metabélicamente. 4 7677
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6.2.- TABACO Y ALCOHOL

Se han realizado multiples estudios tratando de demostrar una asociacién entre el tabaco
y las enfermedades oculares, habiéndose encontrado asociacién con la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE), la formacién de cataratas, la orbitopatia tiroidea y la
retinopatia diabética. Otros estudios mas recientes también han hallado asociacion entre

el tabaco y la inflamacion ocular. 7879

Uno de estos estudios, realizado en Edimburgo ®, no demostré que existiera asociacion
entre la aparicion de cataratas y el tabaco, aunque podia deberse a que solo tuvo en cuen-
ta fumadores en el momento del estudio sin considerar a aquellos pacientes que habian

fumado en el pasado y que posteriormente desarrollaron cataratas.

Otro trabajo realizado en Maryland ®" tampoco demostrd asociacion significativa entre el
tabaco y la aparicion de cataratas; sin embargo, si demostré una mayor progresion en el

desarrollo de catarata nuclear en los pacientes fumadores actuales.

No obstante, otro estudio realizado sobre poblacion caucasica en Estados Unidos si ha
encontrado asociacion entre el tabaco y el desarrollo de cataratas de tipo nuclear y sub-

capsulares posteriores. €

El Andhra Pradesh fue un trabajo realizado sobre poblacion de la India que demostr6 una
mayor prevalencia de catarata en pacientes fumadores con respecto a los no fumadores;
®) se evidencié ademas una relacion dosis dependiente, de modo que los grandes fuma-

dores presentaban mayor riesgo de desarrollar catarata que los fumadores ocasionales.

Una de las teorias por las que el tabaco parece estar implicado en la formacién de ca-
taratas es por la disminucion de los anti-oxidantes endbgenos favoreciendo el dafo

oxidativo. ®4
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También se han realizado multiples estudios tratando de encontrar una asociacion entre
el consumo de alcohol y la formacién de cataratas, como el realizado en Maryland no
demostrd asociacion entre el tabaco y la aparicion de cataratas, pero si que demostr6 aso-
ciacion entre el consumo diario de alcohol (tanto moderado como severo) y la aparicion
de cataratas subcapsulares posteriores. Esta asociacidon no se encontré en bebedores

ocasionales de alcohol. ©»

El Beaver Dam eye Study también han demostrado una asociacién entre el consumo de

alcohol y el desarrollo de cualquiera de los subtipos de cataratas. €

6.3.- DIABETES MELLITUS

A pesar de que la retinopatia diabética es la principal causa de ceguera legal en menores
de 65 anos en paises desarrollados, en los paises subdesarrollados es la catarata. Ade-
mas, su incidencia y progreso en los pacientes diabéticos es mayor que en el resto de la
poblacion €78 y se han encontrado tasas de complicaciones mas elevadas en la cirugia

de cataratas de los pacientes diabéticos.

En los paises en vias de desarrollo, el tratamiento de la diabetes es insuficiente y la
cirugia de catarata resulta en muchas ocasiones inaccesible ©9; esto produce que las

complicaciones visuales por falta de tratamiento de estas patologias sean mas elevadas.

El enzima Aldolasa Reductasa cataliza la reduccion de la glucosa a sorbitol a través de
la via de polyol. Se ha demostrado que el acimulo de sorbitol produce cambios osmoti-
cos que ocasionan la degeneracién hidropica de las fibras del cristalino y la consecuente
aparicion de cataratas ©'%). En el caso de las células nerviosas de la retina, el acimulo
de sorbitol intracelular reduce la sintesis y la entrada del mioinositol, lo que conlleva la
reduccién de la velocidad de conduccién nerviosa desarrollandose asi la neuropatia dia-
bética. Este hecho, junto con las alteraciones vasculares que se producen por la diabetes

predispone al desarrollo de retinopatia diabética.
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Debemos afiadir que otros estudios han demostrado que el estrés osmético que supone
el acumulo de sorbitol ®® induce la apoptosis de las células epiteliales del cristalino ¥
favoreciendo el desarrollo de cataratas . Este estrés osmoético desempefia un papel
especialmente importante en el rapido desarrollo de cataratas en pacientes jévenes con

diabetes mellitus tipo 1 ©&-97),

6.4.- HPERTENSION ARTERIAL

Se ha propuesto que la hipertension arterial (HTA), tanto la sistélica ©® como la diastolica
©8), 0 las lineas de tratamiento antihipertensivo ®® pueden inducir a la formacién de catara-

tas, aunque se desconoce el mecanismo y no existe un consenso sobre el tema.

El Barbados Eye Study (%), realizado por Leske y colaboradores en pacientes de raza
negra, encontrd una relacion entre la hipertension y el desarrollo de opacidad cortical. El
Beaver Dam Eye Study ®” realizado en caucéasicos americanos, aunque no relacioné la
HTA con la catarata, sugeria que dicha relacion podria demostrarse en estudios mas ex-
tensos. Estos autores publicaron un articulo que encontrd una mayor incidencia de cata-
rata en ojos con hallazgos patolégicos asociados a la HTA en el fondo de ojo; sin embargo

esta asociacion no fue estadisticamente significativa (",

Otros estudios realizados en caucasicos americanos si encontraron relacion entre hiper-
tension y cataratas. El Allen Park Michigan Veterans Administration Medical Center %2,
encontrd que la hipertension arterial aumentaba el riesgo de opacificacion capsular pos-
terior; y el Physicians Health Study % observé una relacién entre la catarata y la presion

arterial sistélica aunque no con la presion arterial diastolica ni con la hipertension (194,

El Blue Mountains Eye Study(® realizado en la poblacion australiana, comparé el calibre
arterial con el venoso concluyendo que el estrechamiento vascular no es factor de riesgo
para padecer catarata sino que se trata de un marcador de riesgo; siendo la edad el factor

de riesgo real.
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6.5.- LUZ SOLAR Y RADIACION

Los efectos de la radiacion solar sobre la salud humana han sido ampliamente estudiados.
Pueden resultar nocivos, sobre todo en tejidos como la piel, pero también presenta efectos

positivos en patologias como la osteoporosis al mejorar la sintesis de Vitamina D.

Los componentes de la luz solar mas dafiinos para la salud son las radiaciones ultravioleta
(UV) tipo Ay B. Debido a la pérdida de la capa de ozono, se ha producido un aumento en
el componente UV- B de radiacion ultravioleta (UV-R) que alcanza la superficie terrestre

de entre 280-315 nm. ¢7)

Los tejidos y 6rganos que se ven afectados de forma méas negativa son la piel, el globo

ocular y el sistema inmunolégico.

A nivel ocular los efectos de la radiacién pueden ser de tipo agudo o aparecer a largo
plazo; bien tras una corta exposicion a radiaciéon de gran intensidad o bien por exposicién
prolongada a intensidades de radiacion menores. Estas radiaciones pueden condicionar

el desarrollo de queratitis, pterigion o cataratas 55" 1% sobre todo de tipo cortical (%7,

Mientras que el dafno de las UV-R sobre la piel esta mas relacionado con la exposicion
directa ("%®, a nivel ocular la aparicion de cataratas se debe a la luz reflejada. Asi, la disper-
sion y reflexion de la luz por las nubes aumenta la cantidad de radiacion difusa incidente
en el ojo. (1°%-19 Sin embargo, los efectos de la UV-R sobre el ojo no estan relacionados

con la latitud o la intensidad solar total. “8

En Estados Unidos se realizé un estudio que estimaba el riesgo de catarata en una zona
que presentaba una disminucién en la capa de ozono de entre un 5y un 20% y se encon-
tr6 un aumento de las cataratas corticales de un 1,3% en las zonas con una disminucién
del 5% de la capa de ozono y un aumento del 6,9% de las cataratas corticales en aquellas

zonas en las que la capa de 0zono se habia visto disminuida un 20%.
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Se ha descrito que miltiples farmacos aumentan la sensibilidad a la radiacién de la luz
solar, por lo que se ha propuesto que su uso esta asociado a una mayor incidencia de

catarata. ("2

Pero no s6lo la exposicion a la luz solar favorece la aparicién de cataratas. Las cataratas
inducidas por radiacion fueron descritas en modelos animales un afio después del descu-

brimiento de los rayos-X por Roentgen en 1895. (113114

Se cree que la opacificacion del cristalino se inicia por danos en el epitelio cristaliniano
situado en el ecuador, que sufre dafos en el ADN nuclear, produciéndose una diferen-
ciacion anormal de las fibras de elongacion y su migracion hacia el area subcapsular

posterior (119,

El periodo de latencia desde de la exposicidon a la radiacion y la aparicion de opacidades
cristalinianas varia. Las cataratas inducidas por radiacion suelen desarrollarse con mayor
frecuencia después de 6 meses a un afio de la exposicion, sin embargo pueden producir-

se cataratas por radiacion ionizante incluso 35 afios después de la exposicion. (110

6.6.- CORTICOIDES

Los efectos adversos a nivel ocular derivados del uso de corticoides han sido amplia-
mente estudiados, siendo la elevacidon de la presion intraocular (PIO) y la aparicién de

cataratas los mas frecuentes.

Se ha descrito la aparicion de cataratas subcapsulares posteriores en pacientes que han
tomado corticoides por via sistémica, tépica, subconjuntival, inhalatorios e incluso intra-

vitreos.

En el caso de los sistémicos se ha comprobado que la utilizacion durante mas de 1 mes
de corticoides por via oral se relaciona con la aparicion de cataratas subcapsulares pos-

teriores, asociacion que también se ha observado con el uso de los inhalados ©%'7),
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La mayor parte de los asmaticos asocian una terapia inhalatoria junto a administraciones
sistémicas en las agudizaciones, por lo que resulta dificil diferenciar el efecto de ambas

posologias.

Esto nos hace pensar en un factor de susceptibilidad individual '"® para desarrollar cata-
ratas secundarias a corticoides ('"® independientemente de la edad, el tipo de corticoide,

la dosis total o la duracion del tratamiento.

6.7.- CATARATAS SECUNDARIAS
6.7.1.- Traumaticas
A diferencia de las cataratas primarias las cataratas traumaticas suelen ser unilaterales.

Este tipo de cataratas se pueden presentar como consecuencia de cualquier tipo de trau-
matismo ocular (223 aunque se ha visto con mayor frecuencia en traumatismos de tipo

penetrante o en laceraciones corneales que suelen involucrar al iris. (124120

La decision de tratar quirGrgicamente una catarata traumatica se debe individualizar de-
pendiendo de la integridad del globo ocular. En los dltimos afos, debido a las mejoras
tecnolégicas y al desarrollo de las técnicas quirirgicas, se consigue un diagnostico méas
preciso y un mejor manejo de la patologia ocular asociada al traumatismo, observandose

mejores resultados anatémicos y funcionales que los obtenidos hace unos anos.

0.7.2.-Otros tipos de cataratas secundarias

Ademas de las cataratas traumaticas son frecuentes las producidas por uveitis de repeti-
cion (27, En este caso la catarata puede ser debida bien a episodios inflamatorios a nivel
ocular, o bien secundaria al tratamiento con corticoides. Otras enfermedades oftalmologi-

cas que se asocian con cataratas son la miopia magna o el glaucoma.
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6.8.- CATARATAS ASOCIADAS A ENFERMEDADES SISTEMICAS

Ademas de la diabetes existen multiples enfermedades sistémicas que pueden asociarse

con el desarrollo de cataratas a edades mas tempranas como sintoma acompanante.

Algunas de las més importantes son la distrofia miotonica de Steinert, el sindrome de
Down (29 |a neurofibromatosis tipo 2129, la dermatitis atopica o las enfermedades meta-
bélicas %% o de depésito. En su mayoria la opacidad que producen es de tipo subcapsular

posterior y suele tratarse de cataratas bilaterales.

7.-MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS CATARATAS

Como hemos expuesto anteriormente, la catarata es la principal causa de ceguera trata-

ble en el mundo. (-3,

Al producirse una pérdida de la transparencia de cristalino, la luz no es capaz de atrave-
sar las estructuras oculares de igual forma que en un ojo sin ella, aumentando los fené-

menos de dispersion y reflexion desde estadios muy tempranos 7.

Estos fendbmenos, que son especialmente frecuentes en pacientes que han desarrollado
cataratas de tipo cortical, resultan en sintomas como vision de halos o dificultad en la
visidn nocturna. También se ha descrito una alteracion en la sensibilidad al contraste y

disminucién en la percepcion de los colores. (13

Al inicio de su desarrollo la catarata puede producir defectos refractivos, por lo general

miopia de indice, que pueden solucionarse con la debida correccion éptica.
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Sin embargo, el principal motivo de consulta quirdrgica es la discapacidad visual que pro-
duce la catarata en estadios mas avanzados. En las cataratas de tipo cortico-nuclear esta
discapacidad esta relacionada con el aumento de densidad del cristalino; sin embargo,
las cataratas de tipo subcapsular posterior suelen ocasionar una gran pérdida visual a
pesar de no verse aumentada la densidad de cristalino. Esto es debido a su situacion, en
la mayoria de los casos a nivel central del eje visual. En el caso de las cataratas seniles,
la discapacidad visual que ocasionan las cataratas suele llevar asociado el aumento de
la morbilidad de estos pacientes, produciéndose aumentos en el nimero de accidentes
o dificultad para la marcha, tanto asi que el grado de discapacidad visual se ha utilizado

para predecir accidentes como el aumento en el nimero de caidas. (132

Ademas, durante el tiempo en el que los pacientes esperan la cirugia se ha observado un

aumento de los episodios depresivos. (1%

8.- HERENCIA Y GENETICA DE LAS CATARATAS
8.1.- INTRODUCCION A LA GENETICA

La funcion del &cido desoxirribonucleico o ADN es almacenar y transmitir la informacion
genética. Ademas, dirige el proceso de sintesis de proteinas y su expresion puede tradu-

cirse en un determinado fenotipo.
Se denomina fenotipo a la manifestacion externa de la carga genética (genotipo).

Al estudiar la estructura del ADN podemos observar que se trata de polimeros de nucle6-
tidos, los cuales estan formados por tres tipos de moléculas: pentosa (desoxirribosa en el

ADN, ribosa en el acido ribonucleico, ARN), bases nitrogenadas y acido fosférico.
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La union aislada de la pentosa y la base nitrogenada se denomina nucledsido.(Figura 6)

OH
O=P—OH
OH

Figura 6: Estructura de la base de desoxirribosa y del

acido fosférico
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Las bases nitrogenadas se pueden clasificar en (Figura 7):

-Puricas: Son la adenina y la guanina.

-Pirimidinicas: La citosina, timina y uracilo. Este ultimo no forma parte de la estructura

del ADN sino del ARN.

"2 I
& C"‘x H ;’C‘\H H
W el AN w-n~ e AN
H (|: !:l: C=H Hal=C !:l: C=H Bases piricas o purinas
- oH=
Ny x,l,/ S
H H
Adenina Guanina
HH
N ! "
& PN A
'll ﬁ_H H"ll ﬁ' CHy H- | ﬁ' H Bases pirimidinicas
0=C C=H O=C C=H 0= C=H o pirimidinas
‘x,llx y Ny
f i f
Citogina Timina Uracilo

Figura 7: Tipos de bases nitrogenadas.
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En 1953 se produjo el descubrimiento por Watson y Crick de la estructura del ADN. La
describieron como una doble hélice (3'-57) formada por dos cadenas complementarias
de nucle6tidos con bases enfrentadas entre si; de tal modo que la adenina se encontraba
unida a la citosina mediante dos puentes de hidrogeno, y la guanina a la timina por tres

puentes de hidrdégeno. (Figura 8)

Figura 8: Estructura de la doble hélice del ADN

8.2.-POLIMORFISMOS

Se denomina polimorfismo a variaciones en la secuencia de las bases del ADN entre indi-

viduos de una poblacién que presentan una frecuencia de al menos un 1%.

Se han estimado mas de diez millones de polimorfismos en el genoma humano que apa-

recen con una frecuencia relativamente alta.

Los polimorfismos, al igual que las mutaciones, pueden consistir en la sustitucion de un
nucle6tido por otro, en la insercién de uno o varios nuevos o en la deleccién de nucleo-
tidos previamente existentes. Estos procesos pueden afectar a un numero variable de
bases, pero lo mas frecuente es que solo se afecte un nucleétido. Esto se denomina poli-

morfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (134,
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Los polimorfismos pueden localizarse en regiones codificantes o no codificantes del ADN.
A aquellos que en las regiones codificantes producen un cambio de aminoécido se les
denomina no sindnimos. Si este cambio introduce un codén de parada, se llama entonces
mutacién nonsense, mientras que si codifica un nuevo aminoacido, sera una mutacion de
cambio de sentido (missense). (3% Estos polimorfismos pueden ser patogénicos.

Si la mutacion al traducirse no produce ninguna alteracién en la secuencia aminoacidi-
ca se dice que es sinbnima o silente. Las mutaciones de las zonas no codificantes son
también muy importantes porque pueden producir una alteracién del splicing, o impedir la
unién de factores de transcripcién (134139,

Las mutaciones no sinénimas que inducen un cambio de aminoacido son los que en ma-

yor proporcion alteran la funcién de la proteina, y por tanto, son las mas estudiadas.

8.3.- GENES REPARADORES DE ADN

ElI ADN puede sufrir alteraciones o mutaciones por las agresiones externas, especialmen-
te por el estrés oxidativo (3. Mdltiples estudios han tratado de relacionar el dafio en el
ADN de las células epiteliales del cristalino producido por diversas causas como la luz y el

desarrollo de cataratas (457107, 137-139)

Sin embargo, no todas las alteraciones en el ADN desencadenan una respuesta patologi-
ca. Esto es debido a que existen enzimas reparadores del ADN (40 que corrigen y eliminan
los residuos de nucleétidos dafiados por mecanismos como la exposicidon a componentes

citotoxicos o agentes carcindgenos. (140

Existen cuatro mecanismos de reparacion del ADN 49: (Figura 9)
-Mismatch Repair (MMR)

-Reparacion por excision de bases (BER)

-Reparacion de rotura de doble cadena (DSBR)

-Reparacion por excision de nucleétidos (NER). (142
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Figura 9: Consecuencias de las diferentes vias de reparacion del ADN ('37),

A través de este grupo de genes se codifican proteinas que reconocen el dafio en el ge-
noma celular y se encargan de repararlo; postergan la replicacion celular hasta que las
lesiones en su ADN hayan sido reparadas y, en caso contrario, inducen la apoptosis celu-
lar para evitar su transmision (43, Cuando estos mecanismos fallan, el dafio se transmite

a las células descendientes pudiendo iniciarse procesos como la carcinogénesis.

Se ha propuesto que polimorfismos en los genes reparadores del ADN pueden reducir su
capacidad reparadora y, por lo tanto, aumentar el riesgo de sufrir enfermedades como el

cancer o incluso inducir una mayor susceptibilidad al envejecimiento (144147,

Se han identificado mas de 100 genes reparadores de ADN. Una de las primeras enfer-
medades estudiadas que se relacioné con una alteracion en los mecanismos de exci-
sién-reparacion de los nucle6tidos dafiados por la UV-R fue el Xeroderma pigmentoso; la

cual entre otros sintomas presenta la aparicion de cataratas ('%9.
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Al haberse propuesto la UV-R como posible factor etio-patogénico de las cataratas pre-

seniles nos centraremos en el estudio de algunos polimorfismos de este grupo de genes

reparadores de ADN.

8.3.1.- Reparacion por excision de nucledtidos

Los genes que inducen la reparacion del ADN mediante la excision de nucleétidos (NER)

son fundamentales en la reparacion de las lesiones del ADN inducidas por UV-R.

Estos genes, no sélo reparan las alteraciones en las pirimidinas inducidas por la radiacion

solar, sino que también resultan vitales en la reparacion del ADN dafiado por productos

guimicos como el cisplatino (4150 e| N-acetil-acetoaminofluoreno, el tabaco o el alcohol

(151 (Figura 10)

(A) Nucleotide excision repair

GGR TCR

CSl
I-I-IR:EES RMNApaIL]

TFIIH

XPA
RPA
TFIH ii XPA

RPA XPB XPD
ERCC1/XPF ATP
XPG
ERCCA G

XPF

(B)Transcription initiation

TFIH
TFID,B.EF
RNApeill

l,—mr

Figura 10: Modelo de reparacion por excision de nucledtidos y papel de la TFIIH en la

transcripcion. (13
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Se estima que hasta el 70% del dafio del ADN inducido por factores ambientales puede
ser reparado mediante estas vias. Estas alteraciones en la estructura de la doble hélice
de ADN interfieren en la unién normal de las bases, por lo que se altera y detiene la repli-
cacion celular y la transcripcion (142),

Se han descrito tres sindromes asociados a déficits congénitos de la reparacion por exci-
sion de nucleétidos (NER): el Xeroderma pigmentoso, el sindrome de Cockayne y la trico-
tiodistrofia. Todos ellos presentan, entre otros sintomas, una predisposicion al desarrollo
de cataratas y en todos se ha demostrado una sensibilidad anormal a UV-R. (5?Ademas
se ha comprobado que las diferentes vias de reparacion del ADN interactGan entre si. (1%
En la reparacion del ADN mediante excision de nucleétidos (NER) se pueden identificar
varias etapas consecutivas. Primero se produce el reconocimiento del dafio y verificacion
de la cadena de DNA, bien por la union a la regién de ADN lesionada por el complejo
formado por la proteina XPC y RPA, una proteina de union al ADN monocatenario, o bien

por el complejo formado por XPA'y TFIIH.

Posteriormente, se produce la doble incision de la regiébn de ADN dafiada, una incision
tiene lugar 3 a 9 bases en direccion 3’producida por la proteina XPG y otra entre 16 a 25
bases en direccion 5’ de la lesién y es producida por el heterodimero XPF/ ERCC1 (154, En
total se produce la escision de unas 25-30 bases tras lo cual se elimina la zona dahada

y se produce una resintesis de esa region por un enzima que contiene ADN- polimerasa.

8.3.1.1.- ERCCH

El excision repair cross-complementing rodent repair deficiency grupo 1 (ERCC1) se en-

cuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19913.32) (Figura 11).

Caodifica la proteina reparadora del ADN ERCC1 que es vital para la reparacién mediante
la excision de nuclebtidos en lesiones del ADN como las producidas por la radiacion ultra-

violeta (UV-R) o los compuestos electrofilicos como el cisplatino (15
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Esta proteina se une a la endonucleasa XPF formando un heterodimero que cataliza la
incision en 5’ de la lesion del ADN (156158 “|n vitro” estas dos proteinas son inestables en

ausencia la una de la otra. (15°-160)

Recientes estudios de laboratorio han revelado que la actividad nucleasa de heterodime-
ro reside en la subunidad XPF del complejo y que contiene muy conservada la secuencia
(dominio) V/IERKX3D. (161162 E| grupo de residuos acidos permite la coordinacion con los
iones metalicos necesarios para catalizar la incision en la cadena de ADN, y las mutacio-

nes de los residuos clave afectan a nucleasa pero no la actividad de unién al ADN.

El heterodimero ERCC1-XPF interactia especificamente con la proteina XPA a través de
los aminoacidos 91-119 de ERCC1 y 75-114 de XPA, interaccidén necesaria para la funcio-

nalidad de NER, (%184 siendo suficiente con un pequefio péptido de XPA. (169

La endonucleasa heterodimérica ERCC1-XPF también esta implicada en la reparacion

del ADN y la recombinacion en la reparacion de los entrecruzamientos inter-cadena.

Las mutaciones en este gen producen el sindrome de Cockayne tipo Il el cual se caracte-
riza por presentar, entre otros sintomas, atrofia éptica y cataratas. Los polimorfismos que

alteran su expresion pueden desempefiar un papel importante en la carcinogénesis (166 167,

ERCC1

(814-836)

Figura 11: Estructura del gen ERCC1.
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8.3.1.2.- ERCC2

El gen XPD, también denominado excision repair cross-complementing rodent repair de-
ficiency grupo 2 (ERCC2), es un gen localizado también en el brazo largo del cromosoma
19 (19913.32). (Figura 12)

El proceso de reparacion del ADN por excision de nucle6tidos (NER) debe actuar de
forma simultanea a la transcripcion, demostrandose que durante la misma un complejo
de la polimerasa de ARN se sitla frente a la lesion y es desplazado para dar acceso a
las enzimas de reparacion. ERCC2 codifica una helicasa de 760 aminoacidos, que forma
parte del factor de transcripcion TF [1H (142133.168) esencial tanto para iniciar la transcripcion
mediada por la ARN polimerasa Il, como para la NER. (' Se encarga del procesamiento
y verificacion del ADN lesionado.

Esta helicasa posee una actividad dependiente de ATP y es la encargada de abrir la hélice
de ADN en sentido 5-3’ para que puedan iniciarse los procesos de transcripcion y repa-
racion (79,

La pérdida completa de la proteina ERCC2 es incompatible con la vida. Sin embargo,
el déficit parcial de su funcién puede conducir tanto a sindromes con predisposicién al
cancer como sindromes que cursan con envejecimiento prematuro, como es el caso del
Xeroderma Pigmentoso, el Sindrome de Cockayne o la Tricotiodistrofia (%2,
Recientemente se han llevado a cabo estudios que proponen la asociacién de ciertos po-
limorfismos en ERCC2 con ciertas patologias oftalmologicas como degeneracion macular
asociada a la edad o las cataratas seniles. (171172

Los llevados a cabo por Unal y colaboradores demuestran que el genotipo ERCC2-751
GiIn/ GIn presentan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con catara-
tas (12%) y el grupo control (20%); diferencias aun mayores entre el grupo con cataratas
corticales (4%) y el grupo control (20%). 17

El estudio realizado por Padma y colaboradores demostrd la asociacion entre el polimor-
fismo ERCC2-312 Asp/Asn y el desarrollo de cataratas seniles observandose diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con cataratas (21,6%) y con-

troles sanos (13,2%). (172
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XP
and XP/CS

Figura 12: Estructura del gen XPD. (13

8.3.1.3.- XPC

El gen Xeroderma pigmentosum complementation group C (XPC) posee 16 exones y 15
intrones junto a otro introbn de 1,6kb en el exdn 5 y esta localizado en el brazo pequefio del

cromosoma 3 (3p25) (Figura 13).

Codifica la proteina homénima XPC cuya funciéon es primordial en los primeros pasos de
reconocimiento del dafo del ADN en el proceso de reparacion mediante excision de nu-

cledtidos (NER). (174175)

Podemos diferenciar dos tipos de mecanismos de reparacion por excision de nucleoétidos
(NER), la reparacion global del genoma (GG-NER) y la reparacién por pareja de transcrip-

cion (TC-NER).

En el caso de XPC, su papel es clave en la reparacion global del genoma, destacando su

papel en el reconocimiento de los dafios en el ADN.

Durante la reparacion del ADN, en un primer paso de reconocimiento del dafio en el ADN
interviene la proteina XPC, al igual que XPA y un complejo de tres proteinas conocidas

colectivamente como proteina de replicacion A (RPA).
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XPC forma un complejo de iniciacion junto con HHRAD23 (7 que se mantiene estable
gracias a una proteina denominada centrin2/caltracin1 (""", Su funcién es inducir el reclu-

tamiento y la posterior unién del resto de proteinas al ADN.

Los otros mecanismos de reparacion, incluyen al factor de trascripcion TFIIH constituido

por 6 subunidades que facilitan parcialmente la apertura de las cadenas de ADN.

Al reconocerse el ADN dafado, se produce el cambio de conformacion en la proteina
XPC, de forma que los restos aroméaticos de sus aminoacidos se unen a nucle6tidos sin
emparejar en frente de la lesion, hecho fundamental para la formacién de complejos pro-

teicos abiertos y para la reparacion de los mismos. (79

Alteraciones genéticas en XPC impiden la adecuada sintesis de su proteina, por lo que se
altera la via de reparacion del ADN mediante NER. EI ADN dafiado puede sufrir procesos

de acumulacion y producirse fendmenos de carcinogénesis. (178 179

Se han encontrado mas de 40 mutaciones del gen XPC que pueden causar xeroderma
pigmentoso, siendo la causa mas comun de esta enfermedad en los Estados Unidos (189

y Europa.
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Figura 13: Localizacion cromosomica del gen XPC.
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8.3.2.- Reparadores por excision de bases

La escision de bases (BER) es el principal mecanismo de eliminacion de bases alteradas

o anfadidas errbneamente (181-182),

Las principales enzimas implicadas en el reconocimiento de la lesién y la rotura del enlace

N-glicosil entre la base nitrogenada y la desoxirribosa-fosfato son las glicosilasas.

La endonucleasa APE1 rompe el enlace fosfodiester en el lugar donde se ha eliminado la

base.
Existen dos posibles vias de reparacion: (Figura 14)

Long-patch: Cuando se afectan varios nucleétidos; y Short-patch en la que sélo se implica
uno. Se trata del mecanismo mas frecuente. En esta via actla la polimerasa 3, que posee
dos dominios y funciones diferentes (*9: Un pequefio dominio terminal NH2 con actividad
AP liasa y que sustrae el residuo de azucar-fosfato abésico; otro dominio polimerasa
propiamente dicho, encargado de afadir el nucle6tido correcto. Ademas, interactia con
el complejo formado por XRCC1 y ADN ligasa Ill. XRCC1 actua como proteina estabiliza-
dora permitiendo la unién de la polimerasa y la ligasa al sitio de reparacion, al tiempo que

se une al ADN por su region amino-terminal (143,

La reparacion por escision de bases (BER) elimina las bases que han sufrido ataques
hidroliticos. Para ello es fundamental la rotura del enlace N-glicosidico que une la base a
la estructura desoxi-ribosa-fosfato, la cual se produce gracias al enzima ADN glicosilasa.
Esta ruptura deja un lugar AP (apurinico 6 apirimidinico) el cual es roto por una AP endo-
nucleasa que cataliza la incisioén del enlace fosfodiester en posicién 5’. Una desoxi-ribo-
sa-fosfodiesterasa completa la eliminacion del residuo desoxi-ribosa-fosfato. Finalmente,

se rellena el hueco mediante la accién de ADN polimerasa B y una ADN ligasa.
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Figura 14: Mecanismo de reparacion del ADN por excision de bases (3",
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8.3.2.1.- XRCC1

El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1), tiene un tamano de 33kb y
se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (19913.2-13.3).

Codifica una proteina a la que no se ha atribuido actividad enzimatica ('8, pero que posee
dominios de interaccién con otras proteinas, ademas de una sefial de localizacion nuclear
y un sitio de fosforilacién (139,

La proteina codificada por este gen resulta fundamental en la reparacion del ADN por Es-
cision de Bases (BER) (®. Interactlia con multiples glicosilasas y forma complejos con la
mayoria de las proteinas que intervienen en este proceso como APE1, POL 3, poli-ADP-ri-
bosa-polimerasa (PARP 1) y ADN ligasa tipo Ill (LIG3) (78 |o que sugiere que es reclu-
tado al lugar de la lesion por las glicosilasas y después coordina los siguientes pasos de

BER, modulando la actividad del resto de factores (% (Figura 15).

Recientemente se ha demostrado que la union del factor de transcripcion E2F1 regula la
actividad de XRCC1 y promueve la reparacién del ADN (189,

Multiples estudios han demostrado que la deleccion de XRCC1 en linea germinal es in-
compatible con la vida ('®, mientras que las lineas celulares con mutaciones inactivantes
del gen presentan hipersensibilidad tanto a las radiaciones ionizantes como a los agentes
alquilantes (187,

Se ha comprobado, mediante estudios funcionales que analizan el retraso que se produce
en el ciclo celular cuando se somete a las células a radiacion ionizante y la cantidad y
persistencia de aductos de ADN con aumento del numero de mutaciones en p53 y altera-
ciones cromosomicas, que existen mas de 60 polimorfismos en este gen que determinan

la disminucion de la capacidad reparadora del ADN (185-189),

Luo y colaboradores estudiaron la asociacion entre el desarrollo de cataratas seniles y po-
limorfismos en el codon 399 del gen XRCC1 estudiando su distribucion en 180 pacientes
con cataratas seniles y 174 pacientes sanos. Observaron que los grupos que presentaban
al menos un alelo con Adenosina (A), ya fuera con el genotipo A/A o G/A, presentaban un
riesgo aumentado en 1,68 de desarrollar cataratas respecto a aquellos pacientes con el

genotiopo G/G. (1%
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ROS, alkylation, deamination,
IR (X-rays, y-rays)
Modified base AP site SSB

DNA lig. 111

(a) SP-BER (b) LP-BER

Figura 15: Interacciones del gen XRCC1
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8.4.-INDUCTORES DE APOPTOSIS

La apoptosis fue definida por primera vez por Kerr en el afio 1972. Posteriormente se ob-
servd que en el ultimo paso de la apoptosis una célula se fragmenta en mdltiples células
mas pequefias denominadas “cuerpos apoptéticos” ("), En condiciones genéticamente

normales se trata de un proceso positivo y controlable de muerte celular.

Este proceso va acompafado de la destruccion de las membranas celulares, condensa-
cion de los cromosomas vy la transformacion de los cuerpos apoptéticos en quistes que

seran eliminados por fagocitosis (1%2.

Estudios experimentales en animales demostraron que la apoptosis causada por la luz

ultravioleta (UV-R) alcanza su maximo valor tras 24 horas de exposicion (19,

La eliminacion de ciertas células puede ser beneficiosa para un organismo; sin embargo,
en ciertas condiciones la apoptosis puede eliminar a células que aun son funcionales. En
el caso del cristalino, ciertas proteasas como las caspasas estan implicadas en la muerte

celular activandose cuando se produce dafo oxidativo (199,

La rapidez en la muerte de las células epiteliales cristalinianas por apoptosis después
de la irradiacion UV eliminaria el control homeostatico que estas células epiteliales
ejercen en las células de las fibras subyacentes, lo que conlleva un deterioro de la in-
tegridad de estas fibras. Estas reacciones, ademéas de dafos directos en el ADN y
las rupturas de membrana, pueden conducir a la pérdida observada de la viabilidad celular
en el epitelio %%. La muerte de las células epiteliales junto al dafio inducido por UV a las
proteinas de las células de fibra puede dar lugar a opacificacidén del cristalino y la forma-

cion de catarata.
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8.4.1.- p53

p53 es uno de los genes mas estudiados en la apoptosis, y se ha comprobado que puede
parar la proliferacion celular e inducir su apoptosis. Sin embargo, una vez que el gen p53
esta dafado, se pierde la capacidad de la apoptosis celular, lo que puede resultar fatal en

ciertos canceres al no poderse evitar la proliferacién de células tumorales. (1% (Figura16)

El gen p53 0 TP53 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica un
factor de transcripcion nuclear. Codifica la proteina p53, fosfoproteina nuclear de 53 KDa,
que actua sobre genes que codifican proteinas que regulan el ciclo celular, de forma que,
en situaciones de dafo al ADN, detiene el ciclo celular hasta que el ADN es reparado o

hasta la muerte celular, evitando la proliferacion de células mutadas 7.

La proteina p53 consta de cuatro dominios funcionales encargados de regular la res-
puesta celular frente a dafios en el DNA (%199 E| dominio de activacién transcripcional
que se encuentra en el extremo amino terminal y sus funciones principales son reclutar
cofactores de transcripcion y proteinas modificadoras como CBP o p300 e interaccionar
con el regulador negativo MDM2. En este extremo también se localiza una region rica en
residuos de prolina importante para los procesos apoptéticos mediados por p53 ). E|
dominio de unién al DNA se encuentra en la region central de la proteina. A través de él,
p53 se une a secuencias especificas de respuesta a p53, presentes en la region promo-
tora de sus genes diana ©°). Esta union con el DNA es imprescindible para la actividad
transcripcional de p53 y para su actividad como supresor tumoral. El extremo carboxilo
terminal se encuentran los dos dominios restantes; el dominio de regulacion y el dominio
de oligomerizacién a través del cual se forma un tetramero simétrico que es activo como

factor de transcripcion (198199,
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Para la regulacion de p53 la proteina ubiquitina quinasa MDM2 ejerce un control negati-
vo 202203) En condiciones normales, MDM2 interacciona con p53 inhibiendo su actividad
transcripcional .Sin embargo, en condiciones de estrés se producen diversas modificacio-
nes postraduccionales en p53 como fosforilaciones o acetilaciones que generan cambios
conformacionales en la proteina ©@%32%9, Todo ello interrumpe la interaccion entre p53 y
MDM2, y a produce la estabilizacion, acumulacion y activacion de p53 %),

La proteina p53 funciona regulando la trascripcion y modulando el ciclo celular en los pun-
tos de control G1/S y G2/M, permitiendo detener el crecimiento celular y reparar el ADN
0 activando la apoptosis si el dafio es irreparable. Induce la detencién del ciclo celular
en multiples puntos mediante la induccion de p21, inhibidor de la progresion del ciclo, y
la inhibicion catalitica de PCNA, proteina promotora de la replicacion del ADN 06200 | g
expresion de oncogenes como Myc o Ras también provoca una parada del ciclo celular al
aumentar los niveles de p16 y ARF @%). Ante situaciones de estrés o ante dafios que no
pueden ser reparados, p53 puede inducir senescencia celular, una parada irreversible del
ciclo celular, a través de la activaciéon de la expresiéon de PAI-1 (inhibidor del activador de
plasminégeno 1) y p21 09,

La induccion de la apoptosis por p53 puede llevarse a cabo mediante la activacion de la
transcripcion de genes proapoptéticos o @' de manera independiente de su actividad
transcripcional al traslocarse a la mitocondria e interaccionar directamente con las protei-
nas antiapoptoticas BCL-XL y BCL-2, antagonizando su actividad ¢'"-212),

El que una célula sufra una parada del ciclo celular o sufra un proceso de apoptosis en
respuesta a una senal de estrés dependera de multiples factores como el tipo celular, la
eficiencia de los mecanismos de reparacion del DNA, la composicién oncogénica de la
célula, los estimulos extracelulares o la intensidad de las condiciones de estrés (201.209),
La proteina p53 también participa en la reparacion de danos en el DNA activando la
transcripcion de diversos genes como la ribonucleétido reductasa p53R2, XPC o
GADDA45, inhibiendo asi la sintesis de DNA y estimulando la reparacion por escision de

nucleoétidos @13214),
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La mutacién de una copia del gen TP53 y la delecion o inactivacion del otro alelo origina la
pérdida de la funcién de la proteina p53. La mutacidn origina una proteina con cambio de

conformacion, una vida media més larga y una funcién desordenada @'9.

La inactivacion del gen TP53 puede ocurrir por mutacion, pérdida alélica, secuestro de la
proteina mediante union con productos virales, como las proteinas del adenovirus E1b y

la proteina E6 del virus del papiloma humano, o por interaccion con la proteina MDM2.

Se han identificado aproximadamente 10.000 mutaciones del gen TP53 en tumores hu-
manos ©@'®. La cuarta parte de estas mutaciones son sustituciones en pares de bases G:
C. El 87% de las mutaciones caracterizadas se encuentran en los exones 5-8 y el 8% en el

exon 4. Ademas, se han hallado diferencias en la presentacién de mutaciones por etnias.

Las mutaciones en la region central del gen suelen ser del tipo “missense” —por cambio
de sentido-, mientras que las que se producen en las regiones amino y carboxilo termi-
nal, mucho menos frecuentes, suelen ser del tipo “nonsense” —producen un codoén sin
sentido-, mutaciones que cambian la fase de lectura, mutaciones en las secuencias de

procesamiento o mutaciones silenciosas @',

Las mutaciones por cambio de sentido (missense) ademas de producir pérdida de la fun-
cion supresora de tumores, pueden favorecer funciones oncogénicas al modificar la ex-
presion de genes que estan controlados por este factor de trascripcién, o que se denomi-

na efecto de ganancia de funcion %219,

La ganancia de funcion se consigue estimulando factores de crecimiento o receptores de
factores de crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento epidérmico 136 y el

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).

Otros genes que pueden aumentar su expresion cuando p53 estd mutado son c-myc,

c-fos, 1I-6, isoformas de mdm2, MDR... entre otros @9,
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En ciertos estudios se observd su asociacion con la apoptosis del epitelio cristaliniano
comprobandose el aumento de su expresion en modelos experimentales con animales

expuestos a UV-R 229

Anivel ocular, recientes estudios de Pastor y colaboradores, se han centrado en la posible
asociacion entre polimorfismos del codon 72 de p53 y el desarrollo de proliferacion vitreo
retiniana (PVR) en poblacion con desprendimiento de retina; demostrando que existe un
riesgo aumentado de desarrollar proliferacién vitreo retiniana en los pacientes que pre-

sentaban el alelo pro-apoptético de dicho polimorfismo 2"

Structural organization of TP53 gene and p53 protein

I ] 1] v v
N-terminal Domain Central Domain C-terminal Domain

MNegatnee
reguiabon Doman

Tetramesization
Domasn ‘Damain

D Coding region of TP53 gene (exons 2 to 11)
[ UTR region (untransiated region)

1-393 aminoacids residues (represented at each exon)

Figura 16: Estructura del gen y de la proteina p53.
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1.- HPOTESIS

Multiples estudios relacionan la aparicion de cataratas con la radiacion ultravioleta
(R-UVA). Puesto que los genes reparadores del DNA son los encargados de reparar los
posibles fallos inducidos en nuestro DNA por condicionantes externos, como las radiacio-
nes ionizantes, resultara util estudiar si ciertos polimorfismos en estos genes se encuen-
tran asociados al desarrollo precoz de cataratas. De la misma manera, se puede conside-
rar que el polimorfismo en el codon 72 de p53 implicado en procesos de envejecimiento y
apoptosis, puede estar asi mismo relacionado con el riesgo de desarrollar cataratas.

Por todo ello enunciamos para nuestro estudio la siguiente hipétesis:

“Diversas diferencias a nivel genémico podrian condicionar el desarrollo de cataratas y su

aparicion en edades mas tempranas”.

2.- OBJETIVOS
2.1.- GENERALES

-Analizar si ciertos factores de riesgo ambientales pueden condicionar al desarrollo de
cataratas preseniles.

- Analizar si existen diferencias a nivel genético entre personas con cataratas preseniles
y sujetos sanos.

-Analizar si la presencia de cataratas preseniles esta relacionada con factores genéticos
asociados al envejecimiento prematuro.

- Analizar si existen diferencias a nivel genético entre personas con cataratas preseniles y

pacientes con cataratas seniles.
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2.2.- ESPECIFICOS

- Analizar las diferencias en la distribucion de los factores de riesgo HTA, DM, consumo de
tabaco o alcohol en los diferentes grupos de estudio.

- Analizar las diferencias en la distribucion de genotipos del gen ERCC1, que regula la
reparacion del DNA, en personas con catarata presenil, sujetos con cataratas seniles y
sujetos mayores de 55 afios sin cataratas.

- Analizar las diferencias en la distribucidén de genotipos del gen ERCC2 en pacientes con
cataratas preseniles, pacientes con cataratas seniles y sujetos mayores de 55 afos sin
cataratas.

- Analizar las diferencias en la distribucion de genotipos del gen XPC en personas con
cataratas preseniles, pacientes con cataratas seniles y sujetos mayores de 55 afos sin
cataratas.

- Analizar las diferencias en la distribucién de genotipos del gen XRCC1 en personas
cataratas preseniles, pacientes con cataratas seniles y sujetos mayores de 55 afos sin
cataratas.

- Analizar las diferencias en la distribucion de genotipos del gen p53 en personas con
cataratas preseniles, pacientes con cataratas seniles y sujetos mayores de 55 afos sin

cataratas.
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1.- PACIENTES

Para este estudio se han seleccionado, de manera secuencial, tres grupos de estudio,
todos ellos diagnosticados y tratados en el Servicio de Oftalmologia del Complejo Asisten-

cial Universitario de Salamanca.

Como primer grupo de estudio se escogieron 72 pacientes que han desarrollado cualquier
tipo de cataratas antes de los 55 anos (cataratas preseniles) desde enero de 2007 hasta
diciembre de 2012, excluyendo aquellas secundarias a factores de riesgo conocidos como
la toma de corticoides o las secundarias a traumatismos o cirugia vitreo-retiniana y a los
pacientes con enfermedades sistémicas que han demostrado su asociacion con las cata-
ratas como el sindrome de Steinert, la galactosemia, el sindrome de Lowe, la homocisti-
nuria, el sindrome de Alport, el sindrome de Marfan, el sindrome de Weil Marchesani, la
anomalia de Peters, enfermedades del tejido conectivo como el sindrome de Ehlers-Dan-

los, el sindrome de Down y el sindrome de Cockayne entre otras.

Asi mismo se han seleccionado individuos que no han desarrollado cataratas en edades
tempranas, consignandose dos grupos diferentes: 101 pacientes mayores de 55 afos
operados de cataratas excluyendo aquellos sujetos que presentaban alguno de los facto-
res de riesgo de formacion de cataratas antes mencionados y 42 pacientes mayores de
55 afios que no han desarrollado cataratas y que han sido examinados por un oftalmélogo

en el mismo centro.

Se extrajeron muestras de sangre periférica de todos los individuos a estudio, previa fir-
ma del consentimiento informado (anexo1) siguiendo las normas legales para Estudios
Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica del Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca. Las muestras de sangre se recogieron en tubos con EDTA de 10 mL y se

conservaron a -4 °C hasta su procesamiento.
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A todos los pacientes se les realizd una exploracién oftalmolégica completa en la consul-

ta, consistente en:

1.- Toma de datos:

-Datos demograficos: edad, sexo.

-Factores de riesgo de desarrollar cataratas: posibles enfermedades asociadas (hiperten-
sion arterial, diabetes, toma de psicofarmacos...), antecedentes de habitos toxicos (con-
sumo de tabaco de por lo menos 10 cigarrillos al dia durante al menos 5 afios, ingesta de
alcohol de por lo menos una unidad de alcohol (UMA) dos o mas veces a la semana o

ingesta drogas), tratamientos o intervenciones quirirgicas.

2.- Pruebas:

Al acudir por primera vez a consulta se realizaron las siguientes pruebas:

-Medida de la refraccion: Tomada por el auto-refractometro modelo KR 8800 marca Top-
con®. Con ella también obtenemos los valores de queratometria que utilizaremos para el

calculo de la potencia de la lente intraocular (LIO).

-Medida de la presion intraocular (PIO) neumatica: Tomada con el CT 80 computerized
tonometer marca Topcon®. Nos da un valor levemente hiperestimado de la presién in-
traocular. En aquellos pacientes cuyo valor salga por encima de 20 mm de Hg (valor
establecido como limite superior de la normalidad), debemos realizar una segunda toma

de la presion intraocular con un tondmetro de contacto tipo Perkins.

-Agudeza visual: Se realiza la prueba de agudeza visual con optotipos de la ETDRS, con
los defectos refractivos corregidos y a una distancia de 4 metros. Tomando la agudeza

visual de cada uno de los ojos por separado.

La agudeza visual (AV) por debajo de la cual se incluye al paciente en la lista de espera

quirdrgica de catarata es de 0,5.
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-Biomicroscopia por lampara de hendidura: Se realiza en dos fases:
a) Exploracion de la amplitud de la camara anterior del paciente, previa a la midriasis.

b) Exploracién de la presencia y grado de madurez de las cataratas bajo midriasis. Por
trasluminacion y aplicando el sistema de clasificacién de cataratas LOCS tipo Il 04" de-
terminamos la presencia de cataratas y el grado de madurez y opacidad de las mismas.
En este sistema se emplean una serie de fotografias para graduar la opacidad y opales-
cencia nuclear, otra serie de imagenes tomadas por retroiluminacion en la lampara de
hendidura para graduar las cataratas corticales y una tercera serie de imagenes también

tomadas por retroiluminacion para graduar las cataratas subcapsulares posteriores.

Asi, en funcidén de estas imagenes, podemos clasificar las cataratas segun la gradacion

que presente a nivel:

-Nuclear: Existen hasta 6 niveles de opacidad nuclear. Se escriben con las iniciales NO o
NC y el nUmero del 1 al 6 segun su coloracion, siendo uno las cataratas mas incipientes y

reservandose el 6 para las mas brunescentes.
-Cortical: Se definen con la letra C y hasta 5 niveles de gradacion.

-Opacidades posteriores: también existen 5 tipos que se denominan con la letra P seguida

del numero del 1 al 5 en funcion de la intensidad de la opacidad.

-Oftalmoscopia indirecta: Se hace un estudio del fondo de ojo de todos los pacientes para
descartar patologias asociadas. Realizada a la lampara de hendidura con lente de 90
dioptrias o con el oftalmoscopio indirecto binocular con casco frontal, como el populariza-

do por Schepens, utilizando una lente de 20 dioptrias.

-Biometria ultrasonica de contacto: En el caso de los pacientes que presentaban cataratas
con criterios quirurgicos, previa a la intervencion, es necesaria realizar la medida de la len-

te intraocular (LIO) que sustituira al cristalino tras la intervencién por facoemulsificacion.
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Como grupo control obtuvimos sangre de 143 pacientes con edades superiores a los 55
afos. En este grupo incluimos a aquellos sujetos que habian desarrollado cataratas seni-
les ya que nuestra enfermedad a estudio es la catarata presenil y, por tanto, estos sujetos
eran sanos de jovenes. Asi obtuvimos 101 con cataratas seniles y 42 sujetos mayores de
55 afios que no habian desarrollado cataratas. Se les tom6 una muestra de sangre perifé-
rica, previa firma del consentimiento informado, y fueron sometidos a las mismas pruebas

de exploracion que los pacientes con cataratas preseniles.

2.- DISENO DEL ESTUDIO

Realizamos un estudio analitico observacional retrospectivo de casos y controles con tres

grupos de estudio.

En cada uno de los genes de estudio se analizd un polimorfismo por cambio de un solo

nucledtido (SNP) (tabla 3).
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Tabla 3: Polimorfismos (SNP) de genes reparadores del ADN en nuestro estudio

Via de Gen SNP Bases Localizacion Localizacion en ID del ensayo

reparacion del gen el cromosoma

NER ERCC1 rs11615 T/C Ex6n 4 19q13.32 C_2532959
Asn118Asn

NER ERCC2 rs13181 A/C Ex6n 23 19q13.32 C_3145033
Lys751Gln

NER XPC rs2228000 T/C Exé6n 8 3p25 C_16018061_10
Ala499Val

BER XRCC1 rs25487 A/G Ex6n 10 19q13.31 C_622564
GIn399Arg

Inductor de P53 rs1042522 C/G Exén 4 17p13 PCR

apoptosis Pro72Arg
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3.- METODOS
3.1.- ASLAMIENTO DEL ADN DE ALTO PESO MOLECULAR 222
3.1.1.- Obtencion de muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por venopuncién antecubital, previa fir-
ma del consentimiento informado por parte del paciente (anexo1), y se conservaron a

4 °C hasta su procesamiento.

3.1.2.- Obtencion de células mononucleadas de sangre periférica

Se obtuvieron 10mL de sangre periférica por venopuncion. Las células nucleadas de la
sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida vy lisis eritrocitaria con solucion hipo-
ténica (centrifugacién de la sangre total en 50mL de ddH20 durante 30 minutos, 1500

rpm, a 4°C).

Tras la recuperacion de la interfase, las células mononucleadas se lavaron en tampén
Fornace y se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El botdn
de células nucleadas de la sangre se resuspendié de nuevo en tampdn Fornace a una
concentracion estimada de 5x106 células/mL, tras lo cual se anadié6 mezcla se incubd a
55 °C durante 8-16 horas. Tras la incubacion, se procedi6 a purificar el ADN con fenol y

cloroformo.

3.1.3.- Aislamiento del ADN total de alto peso molecular

A la muestra obtenida en el paso anterior se afade EDTA (4cido etilendiaminotetraacé-
tico, concentracion final 10 mM), SDS (Dodecil sulfato sédico, concentracion final 1%)
y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracién final 50 pg/mL). Esta mezcla se

incuba 55°C durante 8-16 h.
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3.71.4.- Purificacion del ADN

Tras la incubacion anterior se purifica el ADN mediante extraccion con fenol-CIAA
(cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 v/V), y se centrifuga durante 10 minutos a 1800rpm.

Se recupera la fase acuosa sobrenadante superior (contiene el ADN en solucién) evitando

la interfase proteica, y se afnade el mismo volumen obtenido de fenol-CIAA.
Nuevamente se centrifuga a 1800 rpm durante 10 minutos.

Una vez recuperada de nuevo la fase acuosa, el ADN en solucidn se precipita mediante la
adicion de 2,5 volumenes de etanol absoluto al 100% frio (-20°C). EI ADN extraido se lava
con etanol al 70% vy, tras una breve centrifugacién a 16600g, se deja evaporar el etanol
residual y se disuelve el ADN en tamp6n TE (Tris-HCI 10mM pH 7,5; EDTA 1mM) o en

agua destilada.

3.1.5.- Cuantificacion del ADN

La concentracion y el grado de contaminacién proteica del ADN asi obtenido, se calculan
tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotdbmetro

(GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente formula:
pg de ADN/mL = (D.0.260) x (factor de dilucién) x (50)
DO: densidad 6ptica

50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad 6ptica con una

luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 ug de ADN/mL.
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El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para determinar el grado de contaminacion protei-
ca, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.0. Valores inferiores
a los sefialados indican contaminacién por proteinas o por solventes organicos, realizan-
dose en estos casos una nueva purificacion del ADN. Valores superiores parecen indicar
un exceso de ARN, el cual se elimin6 tratando la solucion de ADN con RNAsa y purifican-

do nuevamente segun el método antes descrito.

La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1,000 y 1,500 pg/mL, se al-
macena en tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva

del ADN como su posible contaminacion por microorganismos.

3.2.- AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE RE-
ACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las reacciones de amplificaciéon se realizaron con los productos comerciales PCR:

Supermix (Gibco-BRL) y Master Mix (Promega) y se emplearon entre 1uL y 4puL de la
mezcla de los dos oligonucleétidos flanqueantes y 1uL del ADN obtenido por el método

anteriormente descrito (concentracion = 0,1-0,2 ug/mL) 261.

Para asegurar que no existia contaminacién y que las reacciones eran especificas, para
cada muestra de partida se preparé como control una reaccion conteniendo todos los
reactivos antes citados excepto ADN molde. Todas las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo en un termociclador automatico y la manipulacion post-PCR se realiz6
en un laboratorio distinto de donde se llevd a cabo la extraccién del ADN y se preparoé la

reaccion de amplificacion.
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3.3.- DISCRIMINACION ALELICA DE POLIMORFISMOS

Se emplearon dos métodos para la discriminacion alélica de los polimorfismos a estudio.

3.3.1.- Discriminacion alélica mediante PCR con sondas tagman

En la PCR con sondas Tagman los procesos de amplificacion y deteccion se producen de

manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior.

Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la
cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emisién de fluorescencia produ-
cida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer
y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion. Los termociclado-
res para llevar a cabo la PCR con sondas Tagman incorporan un lector de fluorescencia
y estan disefiados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en
cada uno de los viales donde se realice la amplificacion. Los sistemas de deteccion por
fluorescencia empleados en la PCR con sondas Tagman pueden ser de dos tipos: agentes

intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos.

Para la discriminacién alélica empleamos sondas especificas marcadas con fluorocromos:
Un donador en el extremo 5’, que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el
extremo 3’, que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las
moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente proximas. Ademas, el espec-

tro de emisién de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcion de la segunda.

En todos nuestros ensayos de discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman

los fluorocromos empleados fueron VIC y FAM.
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Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el
aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la sonda se hibrida con su
cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accién de sintesis,
la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como
donador y aceptor estan, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero

es captada por el lector (Figura 17).

Legend
Nonfluorsscent
@ VIC dys quencher AmpliTag
@ S-FAM dys :Imrwcw Polymermse

Figura 17: Mecanismo de la PCR con sondas Tagman.

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de fluorescencia emitida.
El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite identificar

polimorfismos o mutaciones puntuales.
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Realizamos nuestro estudio en un termociclador de Applied Biosystems ® que dispone de

varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos fluorocromos a la vez.

De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para

identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los genes estudiados. (Figura 18)

DETECCION PCR
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Figura 18: Discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman
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La reaccidén de amplificacion se lleva a cabo en el termociclador automatico (Biosystem

Step one®), siguiendo el mismo esquema para los distintos SNP’s:

a) Realizacién del sustrato:

Se realiza una placa de 96 celdas, en la que ponemos como sustrato en cada una de ellas:

-5 ml del compuesto comercial PCR Tagman®, que proporciona la enzima necesaria para

la amplificacién (polimerasa Taq)

-0,25 ml del compuesto comercial que contiene oligonucleétido cebador primer forward,
oligonucle6tido cebador primer “reverse” y las sondas marcadas con fluorocromo de VIC

y FAM.

- 4,25 ml de agua destilada.

- 0,5 ml =5 ng de ADN (concentracién = 10-20 pg/ml).

Como control se rellenan ocho celdillas de cada placa con el mismo sustrato, pero sin

ADN.

b) Fases del programa:

Se coloca la placa realizada en el step one ® de applied biosystems ® en el que nuestras

muestras pasan por las siguientes fases (tabla 4):
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G. LOPEZ VALVERDE

N2 de Ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 50¢C 3 minutos Desnaturalizacion
920 C 30 segundos Desnaturalizaciéon
30 602 C 30 segundos Anillamiento
722 C 1 minutos Extension
1 722G 10 minutos Extension
c) Analisis:

Se realiza un andlisis de la deteccion de fluoresceina que nos da una representacion

gréfica en la que se muestran los resultados de la discriminacion alélica realizada y su

distribucion en nuestros tres grupos de estudio.
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3.3.1.1.- Andlisis de polimorfismos en el gen ERCCT

La nomenclatura de las mutaciones y polimorfismos se han descrito siguiendo la nomen-

clatura recomendada por el grupo de trabajo de nomenclatura genética humana.

Se estudié un SNP (rs 11615) del gen que produce un cambio de una alanina (A) por una

guanina (G).

Para la realizacion de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes

oligonucleoétidos:

5" GGGAATTACGTCGCCAAATTCCCAGGGCAC 3’

5 TTGCGCACGAACTTCAGTACGGGATTGCCC 3

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron:
VIC: GGCACATTGCG

FAM: GGCACGTTGCG

Después de realizar la discriminacion alélica obtenemos la representacion grafica (figura

19) de los resultados en los tres grupos de estudio.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 19: Representacion gréfica segun la distribucion alélica del polimorfismo

rs 11615 en el grupo de pacientes con cataratas preseniles.
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3.3.1.2.- Andlisis de polimorfismos en el gen ERCC2

El gen XPD, también denominado ERCC2, es un gen localizado también en el brazo largo
del cromosoma 19 (19913.32). Se estudié un SNP (rs 13181) del gen que produce un

cambio de una guanina (G) por una timina (T).

Para la realizacion de la PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes

oligonucleoétidos:

5 AGAGCTGCTGAGCAATCTGCTCTATCCTCT 3’

5 CAGCGTCTCCTCTGATTCTAGCTGCTCCAG 3

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron:
VIC: CTCTGCAGC

FAM: CTCTICACG

La reaccidén de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador automético (Biosystem
Step one®), obteniendo la representacion grafica (Figura 20) de los resultados en los tres

grupos de estudio.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 20: Representacion grafica de la distribucion alélica del polimorfismo rs

13181 de ERCC2 en el grupo de mayores de 55 afios con cataratas.
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3.3.1.3.- Analisis de polimorfismos en el gen XPC:

El Gen XPC esta localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25). Estudiamos un
SNP (rs 2228000) del gen en el que se produce un cambio de una adenina (A) por una

guanina (G).

Para la realizacion de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes

oligonucleoétidos:

5 CTTTTACTGCTTGAAGAGCTTGAGGATGCC 3

5 CTGGCAAGCTTGGGTCCTTACGATGGCTCC 3’

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron:
VIC: TGCCACTGG

FAM: TGCCGCTGG

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en el termociclador automatico (Biosystem
Step one®), obteniendo la configuracion alélica de los tres grupos de estudio para el

polimorfismo (Figura 21).
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 21: Representacion grafica de la distribucion alélica del polimorfismo rs

2228000 del gen XPC en el grupo de mayores de 55 afios con cataratas.
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3.3.1.4.- Analisis de polimorfismos del gen XRCC1

El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1), tiene un tamano de 33kb y
se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (19913.2-13.3).
Hemos estudiado un SNP (rs 25487) en el que se produce un cambio de una guanina (G)

por una adenosina (A).

Para la realizacion de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes oli-

gonucledtidos:

5" GAGGCAGGGAGTGGGTTGAGGAAGGAGAGG &

5’ GAGGCAAGACACGGGGGCAGCAGTGACCCC 3
Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron:
VIC: GAGGGGAGG

FAM: GAGGAGAGG

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo de acuerdo al esquema ya explicado (ver
3.3.1) obteniendo la configuracién alélica de los tres grupos de estudio para ambos poli-

morfismos mediante una representacion grafica (Figura 22).
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 22: representacion grafica de la distribucion alélica del polimorfismo rs

25478 del gen XRCC1 para el grupo de mayores de 55 afios con cataratas.
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3.3.2.- DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE DIGESTION CON
NUCLEASAS DE RESTRICCION

Las endonucleasas de restriccidn reconocen secuencias especificas de ADN y lo escin-
den en ese punto. El estudio de los polimorfismos de la longitud de los fragmentos de
restriccidn (restriction fragment lenght polymorphism- RFLP) es una técnica que permite
discriminar distintos alelos de un gen, analizando el tamano de los fragmentos generados

tras la digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones se llevan a cabo incubando 12uL del producto de PCR con 1 pL de la en-
donucleasa de restriccidn seleccionada, BstUl (Bsh12361, Fermentas) en nuestro caso, y
7 uL de agua , utilizando como tampén de digestion el especifico para cada endonucleasa
o un tampodn universal. Se coloca a la temperatura especifica durante un tiempo que varia

entre 5y 7 horas.

Los fragmentos obtenidos tras la digestion fueron separados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% o0 3% tefiidos con syber-safe ®. En todos los geles incluimos el

marcador de tamano.

Para monitorizar la migracién del ADN en el gel se incluyen dos colorantes en el tamp6n
de carga: xileno-cianol y azul de bromofenol. Posteriormente realizamos una fotografia
digital bajo iluminacion ultravioleta, usando el programa Kodak Science ID (Kodak,SA).

(Figura 23)
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Figura 23: Discriminacion alélica mediante digestion con enzimas

de restriccion.
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3.3.2.1.- Andlisis del polimorfismo en el gen p53

El gen p53 o0 tp53 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica un

factor de transcripcion nuclear.

En el ex6n 4 del gen p53, existe un polimorfismo por cambio de un solo nucleétido, single
nucleotide polymorphism (SNP), ampliamente estudiado (rs1042522), consistente en el
cambio de una citosina (C) por una guanina (G). Esto a su vez produce un cambio de

Prolina (Pro) por Argina (Arg) en el coddn 72 de la proteina.

La secuencia reconocida por la endonucleasa BstUI (Tabla 5) actua sobre el fragmento de

291 (pb) pares de bases amplificado previamente por la PCR (Figura 24).

Tabla 5: Secuencia reconocida por la enzima BstUI:

:

5...CGCG...3’

3...GCGC...5
Los genotipos generados por este polimorfismo son:
- Genotipo C/C (homocigoto Prolina): un fragmento de 291 pares de bases (pb)
- Genotipo G/G (homocigoto Arginina): dos fragmentos de 165y 126 pb

- Genotipo C/G (heterocigoto Arginina/Prolina): tres fragmentos de 291 pb, 165 pby 126 pb
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MK GG CG CG GG GG C€CG GG GG CG cG ccC

Figura 24: Genotipos del polimorfismo (MK =marcador)

4.- ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis descriptivo de los datos, se calcularon la distribucion de frecuencias de
los porcentajes de cada categoria para cada variable cualitativa y para la variable edad se
calcularon indicadores de tendencia central (media o0 mediana) y de dispersion (desvia-

cion estandar o percentiles).

La asociacion entre los factores y los grupos de comparacion (Casos - Control) esta-
blecidos se investigb mediante pruebas de contraste de hipétesis, con comparacion de

proporciones.
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Para el Analisis de Asociacion Genética: Antes de realizar el andlisis de asociacion se
comprobd si los Polimorfismos cumplian el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en
la muestra de controles (como representantes de la poblacién general). Se cuantifico la
magnitud de la asociacion de un polimorfismo con la enfermedad mediante el célculo de
odds ratios de cada genotipo respecto del grupo de referencia (grupo control), ajustando-
se modelos de regresion logistica por los factores de riesgo con significacion estadistica
en el andlisis bidimensional, y segiin los modelos de herencia dominante, recesivo, aditivo

y codominante.

Este analisis se realiz6 con el paquete SNPAsocc ??® del Sofware libre R (The R Proyect.

Disponible en: http://www.r-proyect.org) por una persona independiente al estudio.

5.- ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El estudio fue presentado y aceptado por el comité ético del Hospital Universitario de Sa-
lamanca. Todas las muestras se obtuvieron, previo consentimiento informado (anexo1),
siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espafia y las del comité ético del

Hospital Universitario de Salamanca.
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1. RESULTADOS

Para este estudio se han establecido tres grupos de sujetos: los menores de 55 afos
diagnosticados e intervenidos de cataratas preseniles; aquellos que de jévenes no pre-
sentaron catarata, pero la desarrollaron después de los 55 afios y los sujetos mayores de

55 afos que aun no presentaban cataratas.

La edad media del grupo de sujetos menores de 55 afnos con cataratas resulté 49,01
anos; en el grupo de mayores de 55 afnos con cataratas 73,79 afos y en el grupo de
mayores de 55 afios que no habian desarrollado cataratas 67,10 afios. Se observd que
mientras que en el grupo de menores de 55 afios con cataratas predominaba el género
masculino, en el grupo de sujetos mayores de 55 afios sin cataratas predominaba el gé-
nero femenino, no hallandose diferencias entre sexos en el grupo de mayores de 55 afios

con catarata (tabla 6).

Tabla 6: Edad y sexo de los tres grupo de estudio.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

< 55 ailos con >55 afnos con >55 anos sin

cataratas cataratas cataratas

EDAD 49,01 +/-7,268 73,79 +/- 6,532 67,10 +/-4,642

HOMBRES 47 (65,28%) 54 (53,5%) 11 (26,2%)

MUJERES 25 (34,72%) 47 (46,5%) 31 (73,8%)
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En la tabla 7 se muestra la distribucion de los factores de riesgo del grupo de menores de

55 afos con cataratas preseniles.

Tabla 7: Presencia de factores de riesgo en el grupo de individuos menores de 55 afios

con cataratas (HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus).

FACTORES DE RIESGO

HTA DM TABACO ALCOHOL
SI 12(16,67%)  12(16,67%)  35(48,61%) 32 (44,4%)
NO 60 (83,33%)  60(8333%)  37(51,39%) 40 (55,6%)

Las caracteristicas de los grupos de sujetos mayores de 55 afios, se muestran en las

tablas 8 y 9.

Tabla 8: Presencia de factores de riesgo en el grupo de mayores de 55 afios con cataratas

(HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus).

FACTORES DE RIESGO

HTA DM TABACO  ALCOHOL
SI 60 (59,4%) 16 (15,8%) 18(17,8%) 10 (9,9%)
NO 41 (40,6%) 85 (84,2%) 83 (82,2%) 91 (90,1%)
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Tabla 9: Presencia de factores de riesgo en el grupo de mayores de 55 afios sin cataratas

(HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus).

FACTORES DE RIESGO

HTA DM TABACO ALCOHOL
SI 21 (50%) 11 (26,2%) 3 (7,1%) 0 (0%)
NO 21 (50%) 31 (73,8%) 39(92,9%) 42 (100%)

Al comparar el grupo de sujetos menores de 55 afios con catarata y el grupo de mayores

de 55 afos con catarata, no encontramos diferencias en cuanto a la distribucion del factor

de riesgo DM entre ambos grupos; sin embargo si se observd una mayor frecuencia de

HTA en el grupo de mayores de 55 anos con cataratas y una mayor frecuencia estadis-

ticamente significativa en el consumo de tabaco y alcohol en el grupo de jévenes con

cataratas (tabla 10).

Tabla 10: Distribucion de los factores de riesgo en el grupo de menores de 55 afios con

cataratas comparado con el grupo de mayores de 55 afios con cataratas.

HTA p DM p |TABACO p |[ALCOHOL »p
<55 afios | S 12 <0,001| 12 >0,005| 35 <0,0001| 32  <0,001
con (16,66%) (16,66%) (48,61%) (44,44%)
cataratas
NO | 60 60 37 40
(83,33%) (83,33%) (51,39%) (55,55%)
>55 afios | Sl 60 16 18 10
con (59,4%) (15,8%) (17,8%) (9,9%)
cataratas
NO| 41 85 83 91
(40,6%) (84,2%) (82,2%) (90,1%)
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Al analizar el grupo de menores de 55 afios con catarata y el grupo de mayores de 55
afos sin catarata, no encontramos diferencias en cuanto a la distribucién de los factores
de riesgo DM e HTA entre ambos grupos; sin embargo si se observ6 una mayor frecuencia
estadisticamente significativa en el consumo de tabaco y alcohol en el grupo de pacientes

jovenes con cataratas (tabla 11).

Tabla 11: Distribucion de los factores de riesgo en el grupo de menores de 55 afios con

cataratas comparado con el grupo de mayores de 55 arios sin cataratas.

HTA p DM ¢] TABACO o] ALCOHOL p
<55 aiios | SI 12 >0,005 12 >0,005 35 <0,001 32 <0,001
con (16,66%) (16,66%) (48,61%) (44,44%)
cataratas

NO 60 60 37 40
(83,33%) (83,33%) (51,39%) (55,55%)
>55 afios | S 21 11 3 0
sin (50%) (26,2%) (7,1%) (0%)
cataratas
NO 21 31 39 42
(50%) (73,8%) (92,9%) (100%)

Asi mismo, decidimos analizar la distribucién de los factores de riesgo entre el grupo de
mayores de 55 afios con catarata y el grupo de mayores de 55 afos sin catarata. En ellos,
no encontramos diferencias en cuanto a la distribucién de los factores de riesgo DM, HTA
ni tabaco entre ambos grupos; sin embargo si se observé una mayor frecuencia estadis-
ticamente significativa en el consumo de alcohol en el grupo de pacientes con cataratas

(tabla 12).
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Tabla 12: Distribucion de los factores de riesgo en el grupo de mayores de 55 afios con

cataratas comparado con el grupo de mayores de 55 afios sin cataratas.

HTA p DM p |TABACO p |[ALcOHOL p
>55afios | SI| 60 >0,005| 16 >0,005| 18  >0,005| 10  <0,027
con (59,4%) (15,8%) (17,8%) (9,9%)
cataratas
NO| 41 85 83 91
(40,6%) (84,2%) (82,2%) (90,1%)
>55afios | SI | 21 11 3 0
sin (50%) (26,2%) (7,1%) (0%)
cataratas
NO| 21 31 39 42
(50%) (73,8%) (92,9%) (100%)
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2.- ESTUDIO GENETICO DE LA SUSCEPTIBILIDAD AL
DESARROLLO DE CATARATAS PRESENILES

Antes de realizar el analisis de asociacion genética se comprob6 que los polimorfismos a

estudio cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 13).

Tabla 13: Distribucion del coeficiente de Hardy-Weinberg en los distintos polimorfismos al

comparar los tres grupos a estudio:

Polimorfismos Valorp HWE Valor p HWE Valor p HWE  Valor p HWE

en todos los en los >55 en los <55 en los >55
grupos arios con arios con arios sin
cataratas cataratas cataratas
ERCC1 0.6585 0.4996 0.3231 0.5056
ERCC2 0.7679 0.3903 0.4452 0.1810
XPC 0.5906 0.4241 1.0000 0.6558
XRCC1 0.8605 0.2637 0.1320 1.0000
P53 0.7677 0.8290 1.0000 0.1604
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2.1.- ESTUDIO DEL GEN ERCCH1

Estudiamos un SNP (rs 11615; ¢.354 A>G) del gen que produce un cambio de una alanina

(A) por una guanina (G)

La comparacién de la distribucion de los genotipos y alelos del polimorfismo rs 11615
del gen ERCC1 entre los pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de
55 afios con cataratas mostré que no existen diferencias significativas en la distribucion

genotipica entre ambos grupos. (tabla 14).

Tabla 14: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en

menores de 55 afios con cataratas y sujetos mayores de 55 afios con cataratas.

ERCC1 (rs 11615)

Modelos > 55 afos con % < 55 afios con % OR inferior superior p
cataratas cataratas
Codominante
A/A 43 42.6 29 40.3 1.00 0.20176
A/G 49 48.5 30 41.7 0.91 0.47 1.75
G/G 9 8.9 13 18.1 2.14 0.81 5.66
Dominante
A/A 43 42.6 29 40.3 1.00 0.76250
A/G-G/G 58 57.4 43 59.7 1.10 0.59 2.03
Recesivo
A/A-A/G 92 91.1 59 81.9 1.00 0.07746
G/G 9 8.9 13 18.1 2.25 0.91 5.60
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 416 1.28 0.82 2.00 0.27435
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo hipertension (HTA), tabaco y alcohol; tampoco encontramos diferencias estadis-
ticamente significativas en la distribucion de los genotipos al comparar los grupos de pa-

cientes menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas (Tabla 15).

Tabla 15: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 arfios con cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC1 (rs 11615)

> 55 afnos % < 55 afios % OR inferior  Superior p
con con
cataratas cataratas
Codominante
A/A 43 42.6 29 40.3 1.00 0.6986
A/G 49 48.5 30 41.7 0.80 0.37 1.77
G/G g 8.9 13 18.1 1.29 0.38 4.38
Dominante
A/A 43 42.6 29 40.3 1.00 0.7449
A/G-G/G 58 57.4 43 59.7 0.88 0.42 1.87
Recesivo
A/A-A/G 92 91.1 59 819 1.00 0.5152
G/G 9 8.9 13 18.1 1.46 0.47 4.56
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 416 1.02 0.59 1.78 0.9377

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La comparacion de la distribucion de los genotipos del polimorfismo rs 11615 del gen
ERCC1 entre los pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios sin
cataratas tampoco mostr6 diferencias significativas. Tampoco se observaron diferencias

al realizar el andlisis por agrupacién de alelos (tabla 16).

Tabla 16: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afos sin cataratas.

ERCC1 (rs 11615)

>55 afios % <55 afios % OR inferior  superior p
sin con
cataratas cataratas
Codominante
A/A 18 42.9 29 40.3 1.00 0.9603
A/G 17 40.5 30 41.7 1.10 0.47 2.53
G/G 7 16.7 13 18.1 1.15 0.39 3.43
Dominante
A/A 18 42.9 29 40.3 1.00 0.7874
A/G-G/G 24 57.1 43 59.7 1.11 0.51 2.41
Recesivo
A/A-A/G 35 83.3 59 819 1.00 0.8504
G/G 7 16.7 13 18.1 1.10 0.40 3.02
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 1.08 0.64 1.82 0.7790
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo HTA, tabaco y alcohol; no encontrando diferencias estadisticamente significa-
tivas en la distribucion de los genotipos al comparar los sujetos menores de 55 afios con

cataratas y los mayores de 55 afios sin cataratas (Tabla 17).

Tabla 17: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 arios sin cataratas segtn el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC1 (rs 11615)

>55 afos sin % <55 afios % OR inferior  superior p
cataratas con
cataratas
Codominante
A/A 18 42.9 29 40.3 1.00 0.8782
A/G 17 40.5 30 41.7 1.03 0.35 3.04
G/G 7 16.7 13 18.1 1.44 0.34 6.13
Dominante
A/A 18 42.9 29 40.3 1.00 0.8072
A/G-G/G 24 57.1 43 59.7 1.13 0.42 3.08
Recesivo
A/A-A/G 35 83.3 59 81.9 1.00 0.6128
G/G 7 16.7 13 18.1 1.41 0.37 5.43
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 1.16 0.58 2.32 0.6687

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo entre los individuos mayores de 55
afnos que presentan catarata y los que no la presentan no encontramos diferencias signi-
ficativas. Tampoco encontramos diferencias al agrupar a los pacientes por alelos (Tabla

18).

Tabla 18: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en

mayores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas.

ERCC1 (rs 11615)

>55 afios % >55afios % OR inferior superior p
sin con

cataratas cataratas
Codominante
A/A 18 42.9 43 42.6 1.00 0.3852
A/G 17 40.5 49 485 1.21 0.55 2.63
G/G 7 16.7 9 8.9 0.54 0.17 1.67
Dominante
A/A 18 42.9 43 42.6 1.00 0.9752
A/G-G/G 24 57.1 58 57.4 1.01 0.49 2.09
Recesivo
A/A-A/G 35 83.3 92 91.1 1.00 0.1943
G/G 7 16.7 9 8.9 0.49 0.17 1.41
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 0.84 0.49 1.45 0.5404
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El analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores de riesgo no mostré

diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos (Tabla 19).

Tabla 19: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 11615) del gen ERCC1 en
mayores de 55 anos con cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC1 (rs 11615)

>55 afos sin % >55 afios con % OR inferior  superior p
cataratas catarata
Codominante
A/A 18 42.9 43 42.6 1.00 0.2411
A/G 17 40.5 49 48.5 1.34 0.61 2.97
G/G 7 16.7 9 8.9 0.49 0.15 1.60
Dominante
A/A 18 42.9 43 42.6 1.00 0.8111
A/G-G/G 24 57.1 58 57.4 1.09 0.52 2.30
Recesivo
A/A-A/G 35 83.3 92 91.1 1.00 0.1290
G/G 7 16.7 9 8.9 0.42 0.14 1.28
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 0.85 0.49 1.49 0.5776

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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2.2.- ESTUDIO DEL GEN ERCC2

Se estudi6 un SNP (rs 13181; ¢.2179 T>G) del gen que produce un cambio de una guani-

na (G) por una timina (T).

La comparacion de la distribucion de genotipos y alelos del polimorfismo rs 13181 del gen

ERCC2 entre los pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios

con cataratas no mostro diferencias significativas (Tabla 20).

Tabla 20: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas.

ERCC2 (rs 13181)

Codominante
T/T
T/G
G/G
Dominante
T/T
T/G-G/G
Recesivo
T/T-T/G
G/G
log-Aditivo

0,1,2

>55 afos con
cataratas

38

52

11

38

63

90

11

101

%

<55 afos con
cataratas

31

30

11

31

41

61

11

72

%

43.1

15.3

43.1

56.9

84.7

15.3

OR

1.00

0.71

1.23

1.00

0.80

1.00

1.48

0.98

inferior

0.37

0.47

0.43

0.60

0.62

superior

1.48

p

0.4061

0.4724

0.3961

0.9197
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El analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores de riesgo HTA, tabaco
y alcohol; tampoco mostro6 diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de

los genotipos en ninguno de los grupos (Tabla 21).

Tabla 21: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 arfios con cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC2 (rs 13181)

>55 aifos % <55 afos % OR inferior superior p
con con
cataratas catarata
Codominante
T/T 38 37.6 31 43.1 1.00 0.5324
T/G 52 51.5 30 41.7 0.68 0.31 1.49
G/G 11 10.9 11 153 1.11 0.34 3.58
Dominante
T/T 38 37.6 31 43.1 1.00 0.4518
T/G-G/G 63 62.4 41 56.9 0.75 0.36 1.58
Recesivo
T/T-T/G 90 89.1 61 84.7 1.00 0.5762
G/G 11 10.9 11 15.3 1.37 0.46 4.08
log-Aditivo
0,1,2 49 48.5 42 58.3 1.00 0.2670

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La comparacion de la distribucion de genotipos y alelos del polimorfismo rs 13181 del gen
ERCC2 entre los individuos menores de 55 afios con cataratas y el grupo de mayores
de 55 anos sin cataratas tampoco mostrd diferencias significativas entre ambos grupos

(Tabla 22).

Tabla 22: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afnos sin cataratas.

ERCC2 (rs 13181)

>55 afios % <55 afios % OR inferior superior p
sin con
cataratas catarata
Codominante
T/T 20 47.6 31 43.1 1.00 0.8203
G/T 15 35.7 30 41.7 1.29 0.56 2.98
G/G 7 16.7 11 15.3 1.01 0.34 3.05
Dominante
T/T 20 47.6 31 43.1 1.00 0.6366
G/T-G/G 22 52.4 41 56.9 1.20 0.56 2.58
Recesivo
T/T-G/T 35 83.3 61 84.7 1.00 0.8449
G/G 7 16.7 11 15.3 0.90 0.32 2.54
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 1.06 0.63 1.80 0.8207
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo HTA, tabaco y alcohol; no encontrando diferencias estadisticamente significa-

tivas en la distribucion de los genotipos en ninguno de los grupos analizados (Tabla 23).

Tabla 23: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en
menores de 55 afios y mayores de 55 afios sin cataratas segun el modelo de regresion

ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC2 (rs 13181)

>55 afios sin % <55 afios % OR inferior  superior p
cataratas con
cataratas
Codominante
T/T 20 47.6 31 43.1 1.00 0.5836
G/T 15 35.7 30 41.7 0.57 0.18 1.74
G/G 7 16.7 11 15.3 0.95 0.23 3.87
Dominante
T/T 20 47.6 31 43.1 1.00 0.4308
G/T-G/G 22 52.4 41 56.9 0.67 0.25 1.82
Recesivo
T/T-G/T 35 83.3 61 84.7 1.00 0.7923
G/G 7 16.7 11 15.3 1.19 0.32 4.48
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 0.87 0.45 1.71 0.6905

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La tabla 24 muestra la comparacion de la distribucion de los genotipos y alelos del poli-
morfismo entre los sujetos mayores de 55 anos que presentan catarata y los que no la

presentan, no encontrando diferencias significativas.

Tabla 24: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en

mayores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas.

ERCC2 (rs 13181)

>55 afos % >55 afos % OR inferior  superior p
sin con
cataratas catarata
Codominante
T/T 20 47.6 38 37.6 1.00 0.21071
G/T 15 35.7 52 51.5 1.82 0.83 4.02
G/G 7 16.7 11 10.9 0.83 0.28 2.46
Dominante
T/T 20 47.6 38 37.6 1.00 0.26945
G/T-G/G 22 52.4 63 62.4 1.51 0.73 3.12
Recesivo
T/T-G/T 35 83.3 90 89.1 1.00 0.35382
G/G 7 16.7 11 10.9 0.61 0.22 1.70
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 1.10 0.64 1.88 0.73232
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El analisis segin el modelo de regresion ajustando por los factores de riesgo, tampoco

mostré diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos

(Tabla 25).

Tabla 25: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 13181) del gen ERCC2 en

mayores de 55 anos con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

ERCC2 (rs 13181)

>55 afios
sin
cataratas
Codominante
T/T 20
G/T 15
G/G 7
Dominante
T/T 20
G/T-G/G 22
Recesivo
T/T-G/T 35
G/G 7
log-Aditivo
0,1,2 42

%

47.6

35.7

16.7

47.6

52.4

83.3

16.7

29.4

>55 afios
con
catarata

38

52

11

38

63

90

11

101

%

37.6

10.9

37.6

62.4

89.1

10.9

70.6

OR

1.00

1.94

0.87

1.00

1.60

1.00

0.62

1.13

inferior  superior p
0.17844
0.87 4.33
0.28 2.64
0.21566
0.76 3.35
0.37122
0.22 1.75
0.66 1.96 0.65038

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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2.3.- ESTUDIO DEL GEN XPC

Nosotros estudiamos un SNP (rs 2228000; c.1385 G>A) del gen en el que se produce un

cambio de una adenina (A) por una guanina (G).

Al comparar la distribucién de los genotipos y alelos de este polimorfismo entre los pa-
cientes jovenes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios con cataratas

no observamos diferencias significativas (Tabla 26).

Tabla 26: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas.

XPC (rs 2228000)

>55 afos con % <55 afios % OR  inferior superior p
cataratas con
cataratas
Codominante
G/G 57 56.4 35 48.6 1.00 0.2605
G/A 40 39.6 30 41.7 1.22 0.65 2.30
A/A 4 4.0 7 9.7 285 0.78 10.44
Dominante
G/G 57 56.4 35 48.6 1.00 0.3093
G/A-A/A 44 43.6 37 51.4 1.37 0.75 2.51
Recesivo
G/G-G/A 97 96.0 65 90.3 1.00 0.1288
A/A 4 4.0 7 9.7 261 0.73 9.28
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 416 1.43 0.87 2.35 0.1517
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo HTA, tabaco y alcohol; y tampoco encontramos diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 27).

Tabla 27: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas) segtin el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XPC (rs 2228000)

>55 aifos % <55 afos % OR inferior superior p
con con
cataratas cataratas
Codominante
G/G 57 56.4 35 48.6 1.00 0.3726
G/A 40 39.6 30 41.7 1.31 0.61 2.83
A/A 4 4.0 7 9.7 2.96 0.58 15.04
Dominante
G/G 57 56.4 35 48.6 1.00 0.3108
G/A-A/A 44 43.6 37 51.4 1.46 0.70 3.04
Recesivo
G/G-G/A 97 96.0 65 90.3 1.00 0.2231
A/A 4 4.0 7 9.7 2.64 0.54 13.00
log-Aditivo
0,1,2 61 60.4 42 58.3 1.00 0.6563

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La comparacién de la distribucion de genotipos y alelos del polimorfismo rs 2228000 del

gen XPC entre los pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afos

sin cataratas tampoco mostr6 diferencias significativas (Tabla 28).

Tabla 28: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afos sin cataratas.

XPC (rs 2228000)

>55 afos
sin
cataratas
Codominante
G/G 25
G/A 16
A/A 1
Dominante
G/G 25
G/A-A/A 17
Recesivo
G/G-G/A 41
A/A 1
log-Aditivo
0,1,2 42

%

59.5

38.1

2.4

59.5

40.5

97.6

2.4

36.8

<55 aiios
con
cataratas

35

30

35

37

65

72

%

48.6

N/

48.6

51.4

90.3

9.7

63.2

OR

1.00

1.34

5.00

1.00

1.55

1.00

4.42

1.64

inferior

0.60

0.58

0.72

0.52

0.86

superior p
0.2147
2.96
43.24
0.2592
3.36
0.1100
37.21

3.12 0.1262
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo HTA, tabaco y alcohol; no encontrando diferencias estadisticamente significati-

vas en la distribucion de los genotipos (Tabla 29).

Tabla 29: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XPC (rs 2228000)

>55 afios sin % <55 aios con % OR inferior  superior p
cataratas cataratas
Codominante
G/G 25 59.5 35 48.6 1.00 0.3678
G/A 16 38.1 30 41.7 1.54 0.55 4.36
A/A 1 2.4 7 9.7 4.70 0.37 59.68
Dominante
G/G 25 59.5 35 48.6 1.00 0.2730
G/A-A/A 17 40.5 37 51.4 1.75 0.64 4.77
Recesivo
G/G-G/A 41 97.6 65 90.3 1.00 0.2503
A/A 1 2.4 7 9.7 3.90 0.32 47.14
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 1.77 0.76 4.15 0.1803

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo entre los sujetos mayores de 55
afnos que presentan catarata y los que no la presentan no encontramos diferencias signi-
ficativas. Tampoco encontramos diferencias al agrupar a los pacientes por alelos (Tabla

30).

Tabla 30: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en

mayores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas.

XPC (rs 2228000)

>55 afos sin % >55 afnos % OR inferior  superior p
cataratas con
cataratas
Codominante
G/G 25 59.5 57 56.4 1.00 0.8631
G/A 16 38.1 40 39.6 1.10 0.52 2.31
A/A 1 24 4 4.0 1.75 0.19 16.50
Dominante
G/G 25 59.5 57 56.4 1.00 0.7334
G/A-A/A 17 40.5 44 436 1.14 0.55 2.36
Recesivo
G/G-G/A 41 97.6 97 96.0 1.00 0.6273
A/A 1 2.4 4 40 1.69 0.18 15.59
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 1.16 0.61 2.22 0.6509
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En estos grupos también realizamos el andlisis segun el modelo de regresion ajustando

por los factores de riesgo. En la tabla 31 se observa que no existen encontramos diferen-

cias estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos.

Tabla 31: Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs 2228000) del gen XPC en

mayores de 55 anos con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XPC (rs 2228000)

>55 afios
sin
cataratas
Codominante
G/G 25
G/A 16
A/A 1
Dominante
G/G 25
G/A-A/A 17
Recesivo
G/G-G/A 41
A/A 1
log-Aditivo
0,1,2 42

%

>55 afios
con
cataratas

57

40

57

44

97

101

%

56.4

39.6

4.0

56.4

43.6

96.0

4.0

70.6

OR

1.00

0.98

1.00

1.00

0.92

inferior  superior p
0.9228
0.55 2.48
0.08 11.33
0.7058
0.55 2.42
0.9475
0.08 10.45
0.57 2.21 0.7433

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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2.4.- ESTUDIO DEL GEN XRCC1

Hemos estudiado un SNP (rs 25487; ¢.1196 A>G) en el que se produce un cambio de una

guanina (G) por una adenosina (A).

La comparacion de la distribucion de genotipos y alelos de este polimorfismo entre los pa-
cientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios con cataratas mostré

que no existen diferencias significativas entre ambos grupos. (Tabla 32).

Tabla 32: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas.

XRCC1 (rs 25487)

>55 afios con % <55 afios con % OR  inferior superior p
cataratas cataratas
Codominante
G/G 42 41.6 29 40.3 1.00 0.9838
G/A 45 44.6 33 45.8 1.06 0.55 2.04
A/A 14 13.9 10 139 1.03 0.40 2.65
Dominante
G/G 42 41.6 29 40.3 1.00 0.8633
G/A-A/A 59 58.4 43 59.7 1.06 0.57 1.95
Recesivo
G/G-G/A 87 86.1 62 86.1 1.00 0.9959
A/A 14 13.9 10 13.9 1.00 0.42 2.40
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 41.6 1.03 0.66 1.59 0.9002
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores
de riesgo HTA, tabaco y alcohol; la tabla 33 muestra que no existen diferencias significa-

tivas en la distribucion de los genotipos en ninguno de los grupos.

Tabla 33: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en
menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 arfios con cataratas segtn el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XRCC1 (rs 25487)

>55 afios <55 afos
con con
cataratas % cataratas % OR inferior superior p
Codominante
G/G 42 41.6 29 40.3 1.00 0.4230
G/A 45 44.6 33 45.8 1.64 0.73 3.71
A/A 14 13.9 10 13.9 1.73 0.55 5.45
Dominante
G/G 42 41.6 29 40.3 1.00 0.1907
G/A-A/A 59 58.4 43 59.7 1.66 0.77 3.60
Recesivo
G/G-G/A 87 86.1 62 86.1 1.00 0.6071
A/A 14 13.9 10 13.9 1.32 0.46 3.75
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 41.6 1.39 0.81 2.38 0.2346

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La comparacion de la distribucion de genotipos y alelos entre los pacientes con cataratas
preseniles y el grupo de mayores de 55 afos sin cataratas tampoco mostr6 diferencias

significativas entre ambos grupos (Tabla 34).

Tabla 34: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afos sin cataratas.

XRCC1 (rs 25487)

>55 afios % <55 afios % OR inferior superior p
sin con

cataratas catarata
Codominante
G/G 17 40.5 29 40.3 1.00 0.2471
G/A 23 54.8 33 458 0.84 0.38 1.87
A/A 2 4.8 10 139 2.93 0.57 14.99
Dominante
G/G 17 40.5 29 40.3 1.00 0.9834
G/A-A/A 25 59.5 43 59.7 1.01 0.46 2.19
Recesivo
G/G-G/A 40 95.2 62 86.1 1.00 0.1058
A/A 2 4.8 10 13.9 3.23 0.67 15.50
log-Aditivo
0,1,2 42 36.8 72 63.2 1.25 0.69 2.27 0.4570
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Asi mismo, realizamos el andlisis segin el modelo de regresion ajustando por los facto-

res de riesgo HTA, tabaco y alcohol; no encontrando diferencias estadisticamente signi-

ficativas en la distribucion de los genotipos en la mayoria de los modelos de herencia.

No obstante, en el modelo recesivo (agrupando por el alelo G) observamos una mayor

frecuencia, estadisticamente significativa, del genotipo AA en el grupo de pacientes con

cataratas preseniles, aumentando el riesgo de padecerlas 6,45 veces (p= 0,02951; OR

1,02-40,67) (Tabla 35).

Tabla 35: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en

menores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 arios sin cataratas segtn el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XRCC1 (rs 25487)

Codominante
G/G

G/A

A/A
Dominante
G/G
G/A-A/A
Recesivo
G/G-G/A
A/A
log-Aditivo

0,1,2

>55 afios sin
cataratas

17

23

17

25

40

42

%

40.5

54.8

4.8

40.5

59.5

95.2

4.8

36.8

<55 afos con
cataratas

29

33

10

29

43

62

10

72

%

40.3

45.8

13.9

40.3

59.7

86.1

63.2

OR

1.00

1.00

6.46

1.00

1.36

1.00

6.45

1.78

inferior

0.35

0.94

0.50

1.02

0.82

superior

2.89

44.50

3.72

40.67

3.85

p

0.09360

0.54673

0.02951

0.13598

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo entre los mayores de 55 afios que

presentan catarata y los que no la presentan no encontramos diferencias significativas

entre ambos grupos. Tampoco encontramos diferencias al agrupar a los pacientes por

alelos (Tabla 36).

Tabla 36: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en

mayores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas.

XRCCH1 (rs 25487)

Codominante
G/G

G/A

A/A
Dominante
G/G
G/A-A/A
Recesivo
G/G-G/A
A/A
log-Aditivo

0,1,2

>55 afios sin
cataratas

17

23

17

25

40

42

%

40.5

54.8

4.8

40.5

59.5

95.2

4.8

29.4

>55 afios con
cataratas

42

45

14

42

59

87

14

101

%

41.6

44.6

13.9

41.6

58.4

86.1

13.9

70.6

OR

1.00

0.79

2.83

1.00

0.96

1.00

3.22

1.21

inferior

0.37

0.58

0.46

0.70

0.69

superior

1.68

13.83

1.99

14.84

2.10

p

0.19972

0.90239

0.09119

0.50708
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El analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores de riesgo no mostré

diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos (Tabla 37).

Tabla 37: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 25487) del gen XRCC1 en
mayores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas segun el modelo

de regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

XRCC1 (rs 25487)

>55 afos % >55 afos % OR inferior  superior p
sin con

cataratas cataratas
Codominante
G/G 17 40.5 42 41.6 1.00 0.14438
G/A 23 54.8 45 44.6 0.80  0.37 1.73
A/A 2 4.8 14 13.9 322 0.66 15.76
Dominante
G/G 17 40.5 42 41.6 1.00 0.98405
G/A-A/A 25 59.5 59 58.4 0.99 0.47 2.09
Recesivo
G/G-G/A 40 95.2 87 86.1 1.00 0.05979
A/A 2 4.8 14 13.9 3.64 0.79 16.79
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 1.27 073 2.22 0.39899

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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2.5.- ESTUDIO DEL GEN p&3

Estudiamos un SNP localizado en el exon 4 del gen p53, el (rs1042522), que consiste en
el cambio de una citosina (C) por una guanina (G) (c.215 C>G) y que produce un cambio

de Prolina (Pro) por Argina (Arg) en el codén 72 de la proteina.

La comparacion de la distribucion de genotipos y alelos de este polimorfismo entre los su-
jetos con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios con cataratas mostrd que
no existen diferencias significativas en la distribucion genotipica entre ambos grupos. En
la tabla 38 se observa una mayor frecuencia del genotipo CC en el grupo de menores de
55 afos con cataratas en el modelo de herencia recesivo; (p= 0,03082; OR 1,02-15,97).
En el resto de grupos no se hallaron diferencias estadisticamente significativas al agrupar

por alelos.

Tabla 38: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en me-

nores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas.

P53 (rs 1042522)

>55 afios % <55 afos % OR inferior superior p
con con
cataratas cataratas
Codominante
G/G 57 56.4 41 56.9 1.00 0.07319
G/C 41 40.6 23 319 0.78 0.41 1.49
c/c 3 3.0 8 111 371 0.93 14.83
Dominante
G/G 57 56.4 41 56.9 1.00 0.94692
G/c-C/C 44 43.6 31 43.1 0.98 0.53 1.80
Recesivo
G/G-G/C 98 97.0 64 88.9 1.00 0.03082
c/c 3 3.0 8 11.1 4.08 1.04 15.97
log-Aditivo
0,1,2 101 58.4 72 416 1.22 0.75 2.00 0.42135
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Asi mismo, realizamos el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los factores

de riesgo HTA, tabaco y alcohol; y dicha diferencia, aunque se pierde, roza la significacion

estadistica (p=0,05614) (Tabla 39).

Tabla 39: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en me-

nores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios con cataratas segun el modelo de

regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

P53 (rs 1042522)

Codominante
G/G
G/C
c/C
Dominante
G/G
G/Cc-c/C
Recesivo
G/G-G/C
c/C
log-Aditivo

0,1,2

>55 afios
con
cataratas

57

41

57

44

98

60

%

56.4

40.6

3.0

56.4

43.6

97.0

3.0

59.4

<55 afos
con
cataratas

41

23

41

31

64

49

%

56.9

31.9

11.1

56.9

88.9

11.1

68.1

OR

1.00

0.81

1.00

1.02

1.00

1.00

inferior

0.37

0.80

0.49

0.89

superior p
0.14116
1.77
25.86
0.95907
2.13
27.37
0.39048

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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La comparacion de la distribucion de los genotipos y alelos entre los pacientes con ca-

taratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afos sin cataratas no mostr6 diferencias

significativas en la distribucion genotipica entre ambos grupos (Tabla 40).

Tabla 40: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en me-

nores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afnos sin cataratas.

P53 (rs 1042522)

>55 afios
sin
cataratas
Codominante 20
G/G 18
G/C 4
c/c
Dominante 20
G/G 22
G/c-c/c
Recesivo 38
G/G-G/C 4
c/C
log-Aditivo 42
0,1,2

%

47.6

42.9

9.5

47.6

52.4

90.5

S5

36.8

<55 afos
con
cataratas

41

23

41

31

64

72

%

56.9

31.9

56.9

43.1

88.9

63.2

OR

1.00

0.62

0.98

1.00

0.69

1.00

1.19

0.85

inferior

0.28

0.26

0.32

0.33

0.48

superior

141

3.63

1.48

4.21

1.48

p

0.5062

0.3357

0.7886

0.5562
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El analisis segun el modelo de regresién ajustando por los factores de riesgo HTA, tabaco

y alcohol; tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas en la distribu-

cién de los genotipos en la mayoria de los grupos de pacientes menores de 55 afios con

cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas (Tabla 41).

Tabla 41: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en me-

nores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas segun el modelo de

regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

P53 (rs 1042522)

Codominante
G/G
G/C
c/C
Dominante
G/G
G/c-c/C
Recesivo
G/G-G/C
c/c
log-Aditivo

0,1,2

>55 afios sin
cataratas

20

18

20

22

38

42

%

47.6

9.5

47.6

90.5

9.5

36.8

<55 afios con
cataratas

41

23

41

31

64

72

%

56.9

31.9

11.1

56.9

88.9

11.1

63.2

OR

1.00

0.55

0.66

1.00

0.57

1.00

0.83

0.69

inferior

0.19

0.11

0.21

0.14

0.32

superior

1.57

1.52

4.97

1.48

p

0.5194

0.2587

0.8422

0.3362

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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Cuando comparamos la distribucion de los genotipos del polimorfismo entre los mayores
de 55 anos que presentan catarata y los que no la presentan no encontramos diferencias
significativas. Tampoco encontramos diferencias al agrupar a los pacientes por alelos (Ta-

bla 42).

Tabla 42: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en ma-

yores de 55 afios con cataratas y mayores de 55 afos sin cataratas.

P53 (rs 1042522)

>55 afos sin % >55 aios con % OR inferior  superior p
cataratas catarata
Codominante
G/G 20 47.6 57 56.4 1.00 0.2463
G/C 18 42.9 41 40.6 0.80 0.38 1.70
c/C 4 9.5 3 3.0 0.26 0.05 1.28
Dominante
G/G 20 47.6 57 56.4 1.00 0.3359
G/c-c/C 22 52.4 44 43.6 0.70 0.34 1.44
Recesivo
G/G-G/C 38 90.5 98 97.0 1.00 0.1166
c/c 4 9.5 3 3.0 0.29 0.06 1.36
log-Aditivo
0,1,2 42 29.4 101 70.6 0.65 0.36 1.18 0.1593
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En estos grupos también realizamos el andlisis segun el modelo de regresion ajustando

por los factores de riesgo y no observamos diferencias estadisticamente significativas en

la distribucion de los genotipos (Tabla 43).

Tabla 43: Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs 1042522) del gen p53 en ma-

yores de 55 arfios con cataratas y mayores de 55 anos sin cataratas segun el modelo de

regresion ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.

P53 (rs 1042522)

Codominante
G/G
G/C
c/C
Dominante
G/G
G/c-c/C
Recesivo
G/G-G/C
c/C
log-Aditivo

0,1,2

>55 afos sin
cataratas

20

18

20

22

38

42

%

47.6

42.9

9.5

47.6

52.4

90.5

9.5

29.4

>55 afios con
cataratas

57

41

57

44

98

101

%

56.4

40.6

3.0

56.4

43.6

97.0

3.0

70.6

OR

1.00

0.81

0.29

1.00

0.71

0.32

0.67

inferior  superior p
0.3071
0.38 1.73
0.06 1.43
0.3656
0.34 1.48
0.1516
0.07 1.52
0.36 1.22 0.1904

Ajustado por los factores de riesgo HTA, tabaco y alcohol.
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1 .- DISCUSION

La catarata es una de las principales causas de ceguera tratable en el mundo consideran-
dose una patologia altamente invalidante!®. Esto es especialmente importante en pacien-
tes jovenes a los que afecta no solo en su vida diaria sino que puede impedirles realizar

su actividad laboral.

Hasta el momento no existe ningun estudio que relacione la aparicion de cataratas en
pacientes jovenes con polimorfismos genéticos que aumenten la predisposicion a pade-
cerla, por eso nos parecio interesante estudiar la asociacion entre ciertos polimorfismos y

la aparicion de cataratas en edades tempranas.

Para ello, obtuvimos de manera secuencial muestras de la sangre periférica de los pacien-
tes menores de 55 afios intervenidos de cataratas entre el 1 de enero de 2007 y el 31 de
diciembre de 2012 en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca, excluyendo aquellos
enfermos con cataratas secundarias a factores de riesgo conocidos. Establecimos dos
grupos con los que realizar el estudio comparativo, pacientes mayores de 55 afios con

cataratas y aquellos mayores de 55 afios sin cataratas.

Al comparar el grupo de pacientes menores de 55 afios con cataratas con los otros dos
grupos encontramos que tanto en el grupo de pacientes menores de 55 anos como en el
de mayores de 55 afios con cataratas predominaba el género masculino, mientras que
en el grupo de sujetos mayores de 55 afios sin cataratas predominaba el género femeni-
no (tabla 6). En nuestro caso, hallamos una mayor frecuencia de cataratas en el género
masculino que en el femenino, aunque algunos estudios han encontrado una mayor pre-
valencia en mujeres respecto a hombres ©*64, Autores como Congdon o Noran 24229 y co-
laboradores aseguran que la toma de terapia hormonal sustitutiva disminuia la incidencia
de cataratas en mujeres, factor que no tuvimos en cuenta en nuestro estudio, pero podria

explicar la menor incidencia en mujeres.
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-La EDAD es la principal causa de formacion de cataratas, de ahi que su aparicion sea

mas frecuente en la poblacion de mayor edad ¢ 273437, 63),

Los estudios de Michael R y colaboradores ¢” describieron que los principales efectos
que la edad produce sobre el cristalino son un aumento de la dispersiéon de la luz por la
formacién de agregados proteicos insolubles, una pérdida de elasticidad cristaliniana y
alteraciones en las proteinas cristalinas (cambios post-traduccionales, cambios confor-
macionales, pérdida de la actividad de chaperonas y de la actividad antioxidante). Todos
estos cambios justifican que la aparicion de cataratas sea una patologia altamente aso-

ciada al envejecimiento 3.

En este estudio se plantea la posibilidad de que ciertas variantes genéticas en genes
reparadores del ADN predispongan a los sujetos a un mayor dafno del ADN y al envejeci-
miento prematuro y, por tanto, a sufrir cataratas de forma prematura. De ahi que hayamos
separado a los sujetos de estudio en tres grupos segun su edad y segun la presencia o no
de cataratas; menores de 55 afos con cataratas, mayores de 55 afios con y sin cataratas;

gue de jovenes no presentaron cataratas preseniles.

-Existen estudios que han analizado la repercusion del TABACO y ALCOHOL en el desa-

rrollo de cataratas (-89,

De todos ellos, el realizado en Maryland ©" por West y colaboradores, el Beaver Dam Eye
Study realizado en Estados Unidos por Klein y colaboradores ©2 o el Andrha Pradesh ©2
de la India realizado por Krishnaiah y colaboradores mostraron cierta asociacion entre el
desarrollo de cataratas y el tabaco, mostrando este Ultimo cierta relacion dosis depen-

diente.

Respecto al consumo de alcohol, el Beaver Dam Eye Study mostr6 su asociacion con la

formacion de cualquier tipo de catarata. ©9
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Al realizar la comparacion de la distribucion de los factores de riesgo tabaco y alcohol
en los diferentes grupos de estudio observamos una fuerte asociacion de manera que
el grupo de pacientes jovenes con cataratas presentaba un mayor consumo de tabaco
y de alcohol que en los grupos de mayor edad (Tablas 10 y 11). Cuando comparamos la
distribucion de los factores de riesgo entre los sujetos mayores de 55 afios con cataratas
y los mayores de 55 afios sin catarata, observamos que no existian diferencias estadisti-
camente significativas en el habito tabaquico. Sin embargo, existia un mayor consumo de
alcohol por parte de los sujetos mayores de 55 afos con cataratas, lo que sugiere que el

consumo de alcohol puede predisponer a su aparicion (Tabla 12).

-La presencia de DIABETES MELLITUS (DM) supone una mayor incidencia y progresion
de la catarata en los enfermos que la padecen probablemente debido a la alteracion
del enzima Aldosa Reductasa que produce el acimulo de sorbitol en estos enfermos,
lo cual induce a una mayor apoptosis y una degeneracion hidrépica de las células del

cristalino (87-89, 91-97)_

No obstante, al realizar la comparacion de la distribucion del factor de riesgo DM entre
todos los grupos de estudio de nuestro trabajo no encontramos ninguna asociacién esta-

disticamente significativa (Tablas 10, 11 y 12).

-Varios estudios han tratado de relacionar la presencia de HTAy el desarrollo de cataratas,

sin embargo sus mecanismos son desconocidos y no hay un consenso entre ellos.

El Barbados Eye Study (1%, realizado por Leske y colaboradores en pacientes de raza
negra encontr6 una relacién entre la hipertensién y el desarrollo de opacidad cortical; sin
embargo, el Beaver Dam Eye Study (% realizado en caucasicos americanos, no relacion6

la HTA con la catarata.
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Otros estudios realizados en la poblacion caucasica americana que si encontraron rela-
cidn entre hipertension y cataratas fueron el Allen Park Michigan Veterans Administration
Medical Center (%9, que relacion6 la hipertension arterial con un aumento del riesgo de
opacificacion capsular posterior; y el Physicians Health Study “* %) que observé una
relacion entre la catarata y la presion arterial sistolica aunque no con la presion arterial

diastolica ni con la hipertension.

En nuestro estudio, encontramos una mayor frecuencia, estadisticamente significativa,
de la HTA en el grupo de sujetos mayores de 55 afios con cataratas que en el grupo de
pacientes con cataratas preseniles (Tabla 10); sin embargo, los niveles de HTA eran si-
milares a los del grupo de mayores de 55 afios sin cataratas (Tablas 11). En los grupos
de pacientes mayores tampoco se encontraron diferencias en los niveles de HTA (Tabla
12). Estos resultados se justifican ya que la HTA es una enfermedad que se presenta con

mayor frecuencia en personas de edad avanzada.

-Una de las teorias mas recurrentes en la literatura es la relacion de la LUZ ULTRAVIOLE-
TA (UV-R) y la RADIACION (infrarroja o rayos X...) con la aparicion de cataratas 456110,

especialmente el subtipo cortical (197,

Los estudios de Kin y colaboradores (1% describen los diferentes mecanismos que inducen

a la apoptosis de las células del cristalino tras su exposicion a la luz UV-A.

Jiang y colaboradores estudiaron, en la poblacién china, la relacion entre la catarata senil
y alteraciones en un grupo de genes reparadores del ADN y hallaron asociacién con HSF4
y WRN y el desarrollo de cataratas.®?® El grupo de Su y colaboradores también ha estu-
diado la relacion entre la formacion de cataratas (y los diferentes subtipos de cataratas) y
dieciocho polimorfismos (SNPs) en los genes reparadores del ADN BLM, WRN, ERCC6
y OGGI en la poblacién China; determinando que podia haber una relacion entre los dis-

tintos subtipos de cataratas asociadas a la edad y los polimorfismos del gen WRN @27,
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En nuestro trabajo hemos incluidos dos grupos de genes reparadores de ADN, los que
reparan el ADN mediante la excision de nucleétidos (NER) como ERCC1, ERCC2 o XPC;

y XRCC1, un gen del grupo de reparacién del ADN mediante la excision de bases (BER).

Diderich y colaboradores y el grupo liderado por Andressoo realizaron una revision en
la que estudiaban la asociacion entre alteraciones en los mecanismos de reparacion del

ADN por excision de nucleotidos (NER) y el envejecimiento prematuro 28 229),

-El excision repair cross-complementing rodent repair deficiency grupo 1 (ERCC1) se en-
cuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19g13.32). Codifica la proteina
reparadora del ADN ERCC1, la cual se une a la endonucleasa XPF formando un hetero-

dimero que cataliza la incision en 5’ de la lesion del ADN (156-1%8),

Los estudios de Luo y de Gregg y colaboradores, entre otros, han descrito el papel de este
gen en la carcinogénesis ("7 199, Asi mismo se ha descrito la asociacion de ERCC1 con el
sindrome de Cockayne tipo Il, el cual se asocia, entre otros sintomas, a atrofia optica y la

formacion de cataratas @39,

En el polimorfismo estudiado por nosotros (rs 11615/ ¢.354 A>G) que produce un cambio
de una adenina (A) por una guanina (G) en el nucleétido, no encontramos diferencias sig-
nificativas en la distribucién de los genotipos del polimorfismo entre el grupo de pacientes
con cataratas preseniles y el grupo de pacientes con cataratas seniles, ni siquiera al rea-
lizar la agrupacioén por alelos (Tabla 14). Tampoco se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en la distribucion de los genotipos al comparar el grupo de pacientes
con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios sin cataratas, ni al realizar
la comparacion agrupando por alelos (Tabla 16). Al comparar los grupos de controles de
pacientes con cataratas seniles y pacientes mayores de 55 anos sin cataratas, tanto de
manera individual como agrupando por alelos, tampoco encontramos diferencias estadis-

ticamente significativas (Tabla 18).
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Debido a que no hay estudios en la literatura que relacionen los polimorfismos estudiados
y el desarrollo de cataratas en edades tempranas, los resultados obtenidos necesitan ser
confirmados. Por ello, decidimos realizar el analisis segun el modelo de regresion ajus-
tando por los diferentes factores de riesgo en los que habiamos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en todos los grupos; no encontrando diferencias estadisti-

camente significativas en la distribucién de los genotipos (Tablas 15, 17 y 19).

-El gen XPD, también denominado ERCC2, es un gen localizado también en el brazo

largo del cromosoma 19 (199q13.32).

Su papel en la reparaciéon del ADN tiene especial importancia durante el proceso de trans-
cripcion. La reparacion del ADN por excision de nucleétidos (NER) debe actuar de forma
simultanea la misma; un complejo de la polimerasa de ARN se situa frente a la lesion y
es desplazado para dar acceso a las enzimas de reparacion. El gen ERCC2 codifica una
helicasa, que forma parte del factor de transcripcioén TF IIH (142 143,168 esencial para la NER

(189 que se encarga del procesamiento y verificacion del ADN lesionado.

Los estudios llevados a cabo por Unal y colaboradores demuestran que el genotipo de
ERCC2 XPD-751 Gin/ Gin presenta diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo con cataratas (12%) y el grupo control (20%); diferencias ain mayores entre el gru-
po con cataratas corticales (4%) y el grupo control (20%). 7" Sin embargo, los estudios
llevados a cabo por Zhang y colaboradores no encontraron asociaciéon entre el polimorfis-

mo estudiado de ERCC2 (XPD Lys751GIn) y la aparicion de cataratas. 3"
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Nosotros hemos estudiado un SNP (rs 13181/ ¢.2179 T>G) del gen ERCC2 que produce
un cambio de una guanina (G) por una timina (T) en el nucleétido y no encontramos dife-
rencias significativas en la distribucion de los genotipos del polimorfismo rs 13181 entre el
grupo de pacientes con cataratas preseniles y el grupo con cataratas seniles, ni siquiera
al realizar la agrupacion por alelos (Tabla 20). Tampoco se encontraron diferencias es-
tadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos al comparar el grupo de
pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de 55 afios sin cataratas, ni
al realizar la comparacién agrupando por alelos (Tabla 22). Al comparar los grupos de
sujetos mayores de 55 afos con cataratas y los mayores 55 afios sin cataratas, tanto de
manera individual como agrupando por alelos, tampoco encontramos diferencias estadis-

ticamente significativas (Tabla 24).

Tras realizar el andlisis segun el modelo de regresion ajustando por los diferentes facto-
res de riesgo en todos los grupos, tampoco encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de los genotipos (Tablas 21, 23 y 25). En nuestro estudio
no coincidimos con los resultados obtenidos por el grupo de Unal 7", pero corroboramos
los resultados obtenidos por Zhang @ ya que, en nuestra poblacion, no encontramos

asociacion entre este polimorfismo y el desarrollo de cataratas.

-El Gen XPC esta localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25). Codifica la protei-
na homénima XPC cuya funcién es primordial en los primeros pasos de reconocimiento

del dafio del ADN en el proceso de reparacion mediante excisién de nucleétidos (NER).

(174-175)

Durante la reparacion del ADN, en un primer paso de reconocimiento del dafio en el ADN
interviene la proteina XPC, al igual que XPA y un complejo de tres proteinas conocidas

colectivamente como proteina de replicacion A (RPA).

Al reconocerse el ADN dafnado, se produce el cambio de conformacion en la proteina
XPC, de forma que los restos aromaticos de sus aminoacidos se unen a nucleétidos sin
emparejar en frente de la lesién, hecho fundamental para la formacién de complejos pro-

teicos abiertos y para la reparaciéon de los mismos. (79
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Estudiamos un SNP (rs 2228000/ ¢.1385 G>A) del gen en el que se produce un cambio
de una adenina (A) por una guanina (G), no encontramos diferencias significativas en la
distribucion de los genotipos del polimorfismo entre el grupo de pacientes con cataratas
preseniles y el grupo con cataratas seniles, ni siquiera al realizar la agrupacién por alelos
(Tabla 26). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la dis-
tribucion de los genotipos al comparar el grupo de pacientes con cataratas preseniles y el
grupo de mayores de 55 afos sin cataratas, ni al realizar la comparacion agrupando por
alelos (Tabla 28). Al comparar los grupos de sujetos mayores de 55 afos con cataratas y
mayores de 55 afios sin cataratas, tanto de manera individual como agrupando por alelos,

tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas (Tabla 30).

Decidimos realizar el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los diferentes
factores de riesgo en todos los grupos y tampoco encontramos diferencias estadistica-
mente significativas en la distribucion de los genotipos como muestran las tablas 27, 29

y 31.

Estudiamos también un gen cuyo mecanismo de reparacion del ADN es mediante excision
de bases (BER), el XRCC1, mecanismo del que existen dos posibles vias: Long-patch:
Cuando se afectan varios nucle6tidos; y Short-patch la més frecuente y en la que sélo se
implica uno. En esta via actua la polimerasa B la cual, entre otras funciones, interactua

con el complejo formado por XRCC1 y ADN ligasa lll.

-El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1), tiene un tamafo de 33kb y

se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.2-13.3).

Este gen codifica una proteina que resulta fundamental en la reparacion del ADN por
Escision de Bases (BER) (8%, Interactia con multiples glicosilasas y forma complejos con
la mayoria de las proteinas que intervienen en este proceso como APE1 @2 POL f,
poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP 1) y ADN ligasa tipo Il (LIG3) (7" 18 XRCC1 actua
como proteina estabilizadora permitiendo la union de la polimerasa y la ligasa al sitio de

reparacion, al tiempo que se une al ADN por su region amino-terminal (43,
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Ladiges y colaboradores realizaron un metaanalisis en el que analizaban ciertos polimor-
fismos de XRCC1 y su asociacion con enfermedades vinculadas a la edad o el cancer.
En él describieron la asociacion de polimorfismos como Arg194Trp and Arg399Gin y el
desarrollo de cancer de pulmén, de mama o dermatolégico; y concluyeron que mientras
el polimorfismo ARG 194Trp es un factor protector para ciertos canceres como el de pul-
mon, el SNPArg399GIn aumenta el riesgo de cancer de pulmén y de mama. Asi mismo

describieron la relacién entre XRCC1 vy la arterioesclerosis. (44

Otros estudios consultados como los de Luo y colaboradores estudiaron la asociacion
entre el desarrollo de cataratas seniles y polimorfismos en el coddn 399 del gen XRCC1
estudiando su distribucidén en 180 pacientes con cataratas seniles y 174 pacientes sanos,
observando que los grupos que presentaban al menos un alelo A, ya fuera con el genotipo
A/A o G/A, presentaban un riesgo aumentado en 1,68 de desarrollar cataratas respecto a

aquellos pacientes con el genotiopo G/G. (1%

Nosotros hemos estudiado un SNP (rs 25487 / ¢.1196 A>G) en el que se produce un
cambio de una guanina (G) por una adenina (A). Este cambio, al transcribirse, supone
una substitucién de Arginina (Arg) por Glutamina (GIn) en el coddn. Este polimorfismo c.
11962 (p.GIn399Arg) se localiza en el dominio de union BRCT 1y determina un cambio en
la conformacién tridimensional de la proteina disminuyendo la capacidad de reparacion
del ADN.®® Estos cambios conformacionales en diversos sitios del dominio BRCT1 de
la proteina XRCC1, incluyen la pérdida de las caracteristicas estructurales secundarias,
que pueden ser fundamentales para las interacciones proteina-proteina. Estos resulta-
dos apoyan la hip6tesis de que este polimorfismo en XRCC1 podria afectar la capacidad
de reparacion del ADN mediante la alteraciéon de la estructura del dominio BRCT1 y por
lo tanto la capacidad de XRCC1 para coordinar reparacion por excision de nucleétidos

(BER) @3,
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En nuestro trabajo, no encontramos diferencias significativas en la distribucion de los
genotipos del polimorfismo rs 25487 entre el grupo de pacientes con cataratas preseniles
y el grupo de mayores de 55 afios con cataratas, ni siquiera al realizar la agrupacion por
alelos (Tabla 32). Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de los genotipos al comparar el grupo de pacientes con cataratas preseniles
y el grupo de mayores de 55 anos sin cataratas, ni al realizar la comparacion agrupando
por alelos (Tabla 34). Al comparar los grupos de individuos con cataratas seniles y los
mayores de 55 afios sin cataratas, tanto de manera individual como agrupando por alelos,

tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas (Tabla 36).

Tras realizar el analisis segun el modelo de regresion, ajustando por los diferentes facto-
res de riesgo, en el grupo de pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores de
55 afios con cataratas y tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas

en la distribucién de los genotipos (Tabla 33).

Sin embargo, al realizar el analisis segun el modelo de regresion ajustando por los facto-
res de riesgo entre el grupo de pacientes con cataratas preseniles y el grupo de mayores
de 55 afos sin cataratas; encontramos diferencias fuertemente significativas en el modelo
recesivo (agrupando por el alelo G), observando una mayor frecuencia, estadisticamente
significativa, del genotipo A/A (GIn/Gin), en el grupo de pacientes con cataratas prese-
niles, lo que aumenta el riesgo de padecer cataratas preseniles unas 6,45 veces (p=

0,02951; OR 1,02-40,67) (Tabla 35).

Al realizar el analisis segun el modelo de regresion ajustado por factores de riesgo entre
los grupos de mayores de 55 afios con cataratas y el de mayores de 55 afios sin cataratas,
no encontramos diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los modelos de
herencia; sin embargo, si se observo una tendencia en el modelo de herencia recesivo

(p=0,05979) (Tabla 37).
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Estos resultados pueden justificarse ya que el polimorfismo estudiado modifica la funcion
reparadora de la proteina BRCT1, produciendo una reparacion defectuosa del ADN. Esto
explicaria que las personas joévenes portadoras de este genotipo tengan un mayor riesgo

a desarrollar cataratas en edades tempranas.

Decidimos ampliar nuestra linea de estudio e incluir el polimorfismo (SNP) del codén 72
del gen p53 ya que varios estudios consultados, como los de Truscott, y los de Ottonello y
colaboradores, relacionaban el dafio oxidativo con el aumento de apoptosis en las células

epiteliales del cristalino, lo que conduce al desarrollo de cataratas. “2%)

-El gen p53 0 tp53 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica un

factor de transcripcion nuclear.

Se ha asociado la actividad de la proteina p53 al complejo de reparacién basal del ADN
TFIIH ya que modula la actividad de su ADN helicasa. Wang y colaboradores estudiaron

si las helicasas XPB y la XPD eran mediadoras del proceso de apoptosis. 3

En el exdn 4 del gen p53, existe un polimorfismo por cambio de un solo nucleétido, SNP,
ampliamente estudiado (rs1042522 / ¢.215 C>G), consistente en el cambio de una citosi-
na (C) por una guanina (G) en el nucleétido. Esto a su vez produce un cambio de Prolina

(Pro) por Argina (Arg) en el codén 72 de la proteina.

Este polimorfismo p.Arg72Pro se encuentra situado en la region rica de residuos de prolina
del gen p53, localizada entre el dominio de transactivaciéon y el dominio de union al DNA,
que participa en la induccion de la apoptosis @37, El alelo arginina presenta una mayor
capacidad de inducir apoptosis debido, tanto a la activacion de la transcripcién de genes
apoptéticos, como a su mayor capacidad de traslocarse a la mitocondria induciendo apop-
tosis por mecanismos independientes de su actividad transcripcional. Por el contrario, el
alelo prolina presenta menor capacidad apoptotica pero induce de manera mas eficiente

la parada del ciclo celular en la fase G1 en respuesta a dafios en el DNA (200, 236-240),
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A nivel ocular, recientes estudios de Pastor y colaboradores, se han centrado en la posible
asociacién entre polimorfismos del coddn 72 de p53 y el desarrollo de proliferacion vitreo
retiniana (PVR) en poblacién con desprendimiento de retina, demostrando que existe un
riesgo aumentado de desarrollar PVR en los pacientes que presentaban el alelo pro-apop-
tético de dicho polimorfismo. 2" Sun y colaboradores estudiaron la relaciéon entre la ra-
diacién ultravioleta y la actividad apoptoética en las células del cristalino. Sometieron a una
poblacion de ratas a radiaciones de 100mW/m2 durante quince minutos y estudiaron me-
diante inmunohistoquimica la actividad apoptética en las células epiteliales del cristalino a
la hora, a las 6 horas y a las 24 horas de haber sido expuestas a la radiacion ultravioleta.
Se observo que a las 6 y a las 24 horas existia mayor apoptosis de las células epiteliales
del cristalino que en los grupos control y de una hora post radiacion @4V, Asi mismo Tend-
ler y colaboradores detectaron la presencia e incremento de la actividad apoptésica de
la proteina p53 en el citoplasma de la células epiteliales corneales tras ser sometidas a

radiacion ultravioleta. @42

Azizi y colaboradores realizaron un estudio comparativo entre las células endoteliales de
pacientes con distrofia endotelial de Fuchs y células endoteliales normales, y observaron
su susceptibilidad al dafio por estrés oxidativo. Para ello utilizaron dos modelos in vitro ex-
puestos a hidroperéxido de tert butil y observaron la actividad apoptética usando citome-
tria de flujo. Para diferenciar la proteina p53 utilizaron técnicas de inmunohistoquimica y
Western-Blot, observando una mayor actividad apoptética inducida por p53 en las células

endoteliales con distrofia de Fuchs tras el dafio oxidativo. 43

Otros estudios, como el de Bhattacharya y colaboradores, detectaron que el incremento
en la apoptosis de las células epiteliales retinianas con el envejecimiento se debe a la

disrupcion de la unién entre Mdm2 y la proteina p53. @44
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En el campo del glaucoma p53 ha sido estudiado por numerosos autores. Wiggs y cola-
boradores estudiaron, en la poblacién estadounidense, la asociacién entre el polimorfismo
del codon 72 y la paricion de defectos campimétricos paracentrales en una poblacion de
pacientes con glaucoma primario de angulo abierto; y detectaron una mayor frecuencia
del genotipo Pro/Pro enesta poblacion que en los sujetos con defectos campimétricos
periféricos o que en el grupo control. ?*) Blanco Marchite y colaboradores llevaron a cabo
un estudio en la poblacion espafiola que relacionaba WDR36 y dos polimorfismos del gen
p53 con una mayor susceptibilidad a presentar glaucoma primario de angulo abierto. Ob-
servaron que raras variantes de WDR36 y el codon 72 de p53 suponen un factor de riesgo
moderado para desarrollar glaucoma primario de angulo abierto. Asi mismo, detectaron

interacciones genéticas entre WDR36 y p53 que podrian condicionar a su aparicion. @49

Finalmente, a nivel cristaliniano Ji y colaboradores determinaron que p53 regula los genes
aA-y BA3/A1-cristalinos para modular la diferenciacion celular. @ No hemos encontrados
trabajos que relacionen alteraciones en la distribucién del polimorfismo del codén 72 de
p53 y la aparicion de cataratas. Qin y colaboradores mostraron que cambios en el mi-
croARN-125b inhiben la apoptosis de las células epiteliales del cristalino a través de p53

lo que conduce a la aparicion de cataratas seniles. 4

En nuestro estudio, encontramos diferencias significativas al analizar el polimorfismo del
codén 72 de p53 en el modelo de herencia recesivo, en el que se observé una mayor
proporcion de pacientes con catarata presenil portadores del genotipo homocigoto Pro/
Pro respecto al grupo de mayores de 55 afios con cataratas, con un aumento del riesgo de
padecer catarata presenil del 4,083 (Intervalo de confianza (IC) al 95%: 1,044-15,970) (Ta-
bla 38). No obstante, al ajustar por factores de riesgo, dicha diferencia rozaba la significa-
cion estadistica (p=0,05614; OR: 4,93; IC al 95%: 0,89-27,87) (Tabla 39). La disminucién
de la actividad apoptética podria derivar en un acumulo de células con dafio celular y la
consecuente aparicion de cataratas a una edad mas temprana, justificando los resultados

obtenidos en nuestra serie.
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Al realizar el estudio entre el grupo de pacientes con cataratas preseniles y mayores de
55 afios sin cataratas no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla
40); y tampoco se obtuvieron diferencias al realizar el modelo de regresiéon ajustando por

los factores de riesgo (Tabla 41).

Tampoco encontramos diferencias al comparar los grupos de mayores de 55 afios con
cataratas y mayores de 55 afios sin cataratas (Tabla 42); ni al realizar el analisis segun el

modelo de regresion ajustado por los factores de riesgo (Tabla 43).

No resulta sorprendente el no haber hallado asociacion entre los polimorfismos estudia-
dos de los genes que se encargan de la reparacion del ADN mediante la via de excision
de nucleétidos (NER) y el desarrollo de cataratas preseniles ya que la funcién de estos
genes consiste en reparar los dafios ocasionados por radiaciones de tipo ionizante, como
los rayos X. Por el contrario, XRCC1 pertenece a la via BER implicada en la reparacién del
dano del ADN por la luz ultravioleta. Nosotros hemos estudiado el polimorfismo rs 25487
(c.1196 G>A/ p 399 GIn>Arg) que modifica la funcién reparadora de la proteina BRCT1,
dando lugar a una reparaciéon defectuosa del ADN. Esto explicaria que las personas jo-
venes portadoras de este genotipo tengan un mayor riesgo a desarrollar cataratas en

edades tempranas.

Por otra parte, en nuestro trabajo analizamos por primera vez la distribucién genotipica
del codon 72 de p53 implicado en la regulacion de apoptosis y mostramos como los indi-
viduos portadores del alelo Pro, asociado con una menor apoptosis, tienen mas riesgo de
desarrollar cataratas en edades tempranas, probablemente porque las células cristalinia-
nas dafiadas, bien por la luz ultravioleta o bien por mecanismos oxidativos, tienen mayor

resistencia a la apoptosis y se mantienen dafiadas en el cristalino.
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2.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

- Aunque la diferencia interobservador para el diagnéstico de cataratas podria ser un pro-
blema para incluir a los pacientes en nuestro estudio, se tratd de paliarlo utilizando como
criterio quirdrgico una agudeza visual por debajo a 0,5. Asi mismo, se emple¢ el sistema
de clasificaciéon LOCS Il para determinar la presencia y grado de las cataratas en los

pacientes estudiados.

- El tamano de muestra no es suficientemente grande para algunos analisis, especialmen-
te en el caso de los sujetos mayores de 55 afios que no han desarrollado ningun tipo de
cataratas. No obstante, es conocida la dificultad de encontrar sujetos de estas edades sin

opacidades en el cristalino.

- Dadas las caracteristicas intrinsecas a cualquier estudio que analice polimorfismos
genéticos resulta dificil extrapolar a la poblacién general los resultados obtenidos en la

muestra seleccionada.
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CONCLUSIONES
CON RESPECTO A LOS OBJETIVOS GENERALES

Factores de riesgo como el consumo de tabaco y alcohol, asi como la presencia de HTA

estan relacionados con una susceptibilidad a desarrollar cataratas preseniles.

Las variantes alélicas de los genes ERCC1, ERCC2 XPC no modifican el riesgo de pade-
cer cataratas. Las variantes alélicas de p53 y XRCC1 estan en relacion con un aumento

del riesgo de padecer cataratas preseniles.
CON RESPECTO A LOS OBJETIVOS SECUNDARIOS:

-El consumo de tabaco y alcohol, asi como la presencia de HTA aumentan la susceptibili-

dad a desarrollar cataratas preseniles.

-Las variantes génicas del polimorfismo rs 11615 de ERCC1 no modifican la susceptibili-

dad para desarrollar cataratas preseniles en nuestra poblacion.

-Las variantes génicas del polimorfismo rs 13181del gen ERCC2 tampoco modifican la

susceptibilidad para desarrollar cataratas preseniles en nuestra poblacion.

-Las variantes génicas del polimorfismo rs 2228000 del gen XPC no modifican la suscep-

tibilidad para desarrollar cataratas preseniles en nuestra poblacion.

-Las variantes génicas del polimorfismo rs 25487 del gen XRCC1 no modifican la suscep-
tibilidad para desarrollar cataratas preseniles en nuestra poblacion. Sin embargo, al rea-
lizar el andlisis ajustando por los factores de riesgo, el genotipo GIn/GIn del polimorfismo

rs 25487 del gen XRCCH1, se objetiva un aumento del riesgo de sufrir cataratas preseniles.

-En la poblacién incluida en nuestro estudio, el riesgo de padecer cataratas preseniles
se asocia con el genotipo Pro/Pro del polimorfismo del exén 72 de p53 y se acerca a la

significacion estadistica al ajustar el analisis por los factores de riesgo.
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Etiqueta del paciente

Se me va a extraer una muestra de sangre para realizar un estudio genético. Se me ha
explicado POr Parte del Dr...... ..
Y he entendido que:

1- El objetivo de dicho estudio es analizar los genes que pueden estar implicados en la
patologia: Catarata. Del tipo y niumero de genes que pueden intervenir no se conoce
nada en la actualidad, por lo que este estudio debe ser considerado de investigacion
sin ninguna repercusion practica a corto plazo.

2- La unidad de Medicina Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad de
Salamanca realizara los estudios genéticos y preservara el anonimato de la muestra,
guardando confidencialidad sobre la identidad del paciente.

3- Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacién cientifica,
guardando estricta confidencialidad sobre la identidad del paciente.

4- Mi ADN sin identificacion se podré utilizar como control en otros estudios genéticos:
SI/NO (Tachese lo que no proceda).

He sido informado adecuadamente de los puntos anteriores y de los temas que de ellos derivan
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