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RESUMEN

Objetivo: Establecer la asociacion del polimorfismo -857 C/T en la region
promotora del gen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) con el diagnéstico de
GPAA en pacientes peruanos del Instituto Nacional de Oftalmologia del Peru

(INO).

Materiales y métodos: Se realizd6 un estudio analitico, observacional de tipo
casos-controles, entre Julio y Diciembre 2012, se trabajo con muestras del Banco
de ADN Gendmico del Centro de Genética y Biologia Molecular de la Facultad de
Medicina Humana de la Universidad de San Martin de Porres. Se evalud la
asociacion de variables, mediante la prueba de Chi cuadrado (X?), se utiliz6 el

software SPSS v.15 ® y el programa Arlequin de Genética Poblacional.

Resultados: Se trabajo con 84 casos y 84 controles, la edad promedio en ambos
grupos era 64 afios, 36% eran hombres y 64% mujeres. Se observaron
frecuencias similares (42,9 y 45,2%) respecto al genotipo CC en los casos y
controles. Una mayor diferencia de las frecuencias (19,1 y 10,8%) fue observada
en el genotipo TT. El alelo T presentdé mayor frecuencia en los casos con respecto

a los controles (38,1 y 32,8%). (p>0,05).

Conclusion: El genotipo CC y el alelo C fueron los mas frecuentes en pacientes
con GPAA y en controles, sin embargo el alelo T tiene una frecuencia elevada en
esta muestra peruana respecto a otras poblaciones del mundo. No se encontraron
diferencias significativas entre genotipos y alelos TNF -857 entre los casos y

controles evaluados.

Palabras clave: Glaucoma primario de angulo abierto, TNF-alfa, polimorfismo -

857 TNF-alfa.
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ABSTRACT

Objective: To establish the association of the polymorphism -857 C / T in the
promoter region of the tumor necrosis factor alpha gene (TNF-alpha) with
Peruvian patients diagnosed with Primary Open Angle Glaucoma of the National

Eye Institute of Peru (INO).

Materials and methods: An analytical, observational, case-control was performed,
between July and December 2012. We worked with samples of genomic DNA
from the Center of Genetics and Molecular Biology, Faculty of Human Medicine,
University of San Martin de Porres. The association of variables was evaluated by
chi-square test (X?), we used the SPSS software v.15 ® and the population

genetics software Arlequin.

Results: 84 cases and 84 controls were evaluated, the average age in both
groups was 64 years, 36% were male and 64% female. Similar frequencies of the
CC genotype were observed (42.9 and 45.2%) comparing the case and control
group (p> 0.05). A major difference of the frequencies (19.1 and 10.8%) was
observed in the TT genotype. The T allele had a higher frequency in cases

compared to controls (38.1 and 32.8%) (p> 0.05).

Conclusion: The CC genotype and C allele were more frequent in patients with
POAG and controls, however the T allele has a high frequency in this Peruvian
sample than other populations of the world. No significant differences were found
between TNF -857 genotypes and alleles between cases and controls evaluated.
Keywords: primary open-angle glaucoma, TNF-alpha, TNF-alpha -857

polymorphism.



[.- INTRODUCCION

El glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) es un grupo heterogéneo de
neuropatias dpticas crénicas y progresivas' con una compleja base genética®, que
tienen en comun cambios morfolégicos caracterizados por el dafio progresivo de
las células ganglionares de la retina y sus axones?® (nervio éptico). La alteracién
del disco Optico conocida como excavacion glaucomatosa, asociada a un angulo
abierto de la camara anterior por gonioscopia® y la ausencia de otras
enfermedades oculares o anomalias congénitas, caracterizan el diagndéstico de
GPAA'. Esta degeneracién celular conlleva a una reduccién asintomatica y
progresiva del campo visual’, llevando a una ceguera que por lo general es

bilateral®. (Anexo 1)

La prevalencia de glaucoma en EE.UU es de 1,86%, y en poblacién hispana
varia de 1,97% a 2,1%"’, reportando el 15% de las causas de ceguera a nivel
mundial®, porcentaje que posiciona al glaucoma como la segunda causa mas

frecuente de ceguera después de la catarata®'’.

Incluso algunos estudios
realizados en poblaciones hispanas, reportan al glaucoma como la primera causa

de ceguera®.



En el Peru, el glaucoma es la segunda patologia con mayor prevalencia en el
Instituto Nacional de Oftalmologia del Perd (11%), superada solo por las

ametropias (44%)".

De los diferentes tipos de glaucoma, el glaucoma primario de angulo abierto
(GPAA) es el mas comin®. Reportes recientes estiman que para el afio 2010
habian 60,5 millones de personas GPAA, de los cuales el 6,7% se encontraba en

Latinoamérica y el Caribe®.

Figura N°1.- Causas de ceguera a nivel mundial

B Cataract B8 chilhood blindness
=] Glaucoma Trachoma

ﬂ AMD® . Onchacerciasis
=] Corneal opacities [ Others

M Diabetic ret inopathy

*AMD = Age-related macular degeneration.

Fuente: Global data on visual impairment in the year 2002. Organizacion Mundial de la Salud®.

Se estima que en el mundo para el afio 2020, habran 79,6 millones de afectados™®,
lo que significaria 11,2 millones de personas con ceguera bilateral*; siguiendo un
aumento progresivo desde 1990 donde el glaucoma era causante de 5,2 millones
casos de ceguera bilateral®. Esto indica que la prevalencia de esta enfermedad
esta en constante aumento®. Sin embargo, el alcance del problema es

probablemente méas grande de lo que estas cifras sugieren, ya que una proporcion



sustancial de individuos permanecen sin diagnosticar 0 tratados

inadecuadamente?.

Muchos de los pacientes con glaucoma desconocen de su enfermedad y no es
hasta que se realizan estudios oftalmolégicos por otra razén cuando son
diagnosticados™®. Esto se debe a que la pérdida de la vision usualmente no se

percibe hasta que la enfermedad esté bastante avanzada®.

Debido a que la enfermedad es tratable, y debido a que el deterioro visual
causado por el glaucoma es irreversible, la deteccién temprana es esencial®. Sin
embargo actualmente el tamizaje de glaucoma tiene un costo-beneficio muy

elevado en la poblacién general™

, pero en poblaciones de alto riesgo como la
poblacion adulta, personas con historia familiar de glaucoma, presencia de
factores genéticos, Afroamericanos e Hispanos, el costo-beneficio del tamizaje

disminuye, ya que la prevalencia de esta enfermedad es mayor en estos

individuos.>**

Es en este punto donde la genética molecular ha cobrado importancia, ya que
desde hace unos afios se han realizado estudios para la identificacion de
variantes genéticas que predisponen al glaucoma de angulo abierto, las cuales
facilitarian el diagnostico precoz y el seguimiento de las personas en situacion de

riesgo, permitiendo el tratamiento del glaucoma a tiempo.

A la fecha se ha identificado la asociacion de 3 genes con GPAA: Miocilina

(MYOC), Optineurina (OPTN) y WDR36. Aunque el papel exacto de MYOC vy



OPTN en la patogénesis del glaucoma no esta claro, los estudios han demostrado
gue la Miocilina tiene un papel en la organizacion del citoesqueleto y la
remodulacién de la matriz extracelular’®, asi como en la homeostasis de la malla
trabecular®®, mientras la Optineurina est& implicada en la neuroproteccién de las
células ganglionares retinianas (RGC) mediante la reducciéon de su susceptibilidad
a la muerte celular inducida por peréxido de hidrégeno™. En cuanto al WDR36,
su mecanismo de accion esta relacionado al procesamiento nucleolar del 18s
rRNA y es por lo tanto requerido en la biogénesis de los ribosomas. Una falla en
su funcién lleva a la activacion de la via p53 de respuesta a estrés'™.
Recientemente se ha reportado un nuevo gen, el NTF4, implicado en el 1,7% de
pacientes con GPAA de origen europeo. Esta proteina tendria un rol en la
proteccion de las RGC mediante la activacion de los receptores de la Tirosina

kinasa B presentes en estas células™®.

Sin embargo, las mutaciones en estos genes representan sélo una pequefia
fraccion de los pacientes con GPAA (10%)", situacién que induce a seguir
estudiando su asociacién con otros genes, entre ellos el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-alfa), una citoquina proinflamatoria y un potente
inmunomediador fundamental en los mecanismos de la inmunidad innata y

adquirida®’.

El gen TNF-alfa humano esta localizado en el cromosoma 6 en una region del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Es producido mayormente por los
monocitos y macréfagos, pero también por linfocitos T y células epiteliales en

respuesta a un estimulo®. En el cerebro y ojo, es producida por las células



microgliales®. El estudio de la regulacién de la expresién de esta citoquina y sus
vias de sefalizacidbn ha demostrado que a pesar de su funciéon primaria en la
activacion de la respuesta inmune innata, su produccion inapropiada conlleva a
generar efectos citotoxicos e inflamatorios negativos, llegando incluso a la

destruccion tisular y al dafio de 6rganos™®.

Estudios realizados entre glaucoma y TNF han encontrando resultados que
indicarian una asociacion entre ambos. Por ejemplo se han encontrado niveles
elevados de TNF respecto a los valores normales en el humor acuoso de
pacientes con glaucoma®, y también en estudios comparativos frente a pacientes
con catarata®’, asimismo se ha encontrado una correlacién positiva significativa
entre esta concentracion de TNF en el humor acuoso y la severidad de pérdida
del campo visual®.

En cuanto a estudios de polimorfismo del TNF, el mas estudiado ha sido el
polimorfismo -308. Un estudio realizado en poblacion turca encontré asociacion
de este polimorfismo y glaucoma®, asimismo este polimorfismo se ha visto
relacionado con glaucoma pseudoexfoliativo en poblacion egipcia®.

Estudios especificamente realizados con el polimorfismo TNF-857, el cual sera
estudiado en el presente trabajo, indican que el Alelo T es un activador
transcripcional mucho mas fuerte que el Alelo C* (Anexo N°2). Un estudio
realizado en el Reino Unido encontrd asociacion significativa de este polimorfismo
con Uveitis Aguda Anterior®®. En Iran se encontré que el polimorfismo -857 seria
un marcador genético que influye en la susceptibilidad a tuberculosis®’, ademés
se ha reportado que el alelo T en interaccion con variantes genéticas de la

Optineurina, por ejemplo, puede incrementar el riesgo de glaucoma®®.



Establecer la asociacion de este polimorfismo con el GPAA seria de mucha
utilidad preventiva en poblaciones con una alta frecuencia del Alelo T?°. En una
poblacion Quechua del Cuzco se ha encontrado una frecuencia elevada (mayor
del 30%) del alelo T del polimorfismo TNF-857, diferente a otras poblaciones del
mundo, tales como las caucasicas, africanas y asiaticas, en donde la frecuencia
de este alelo fue mucho menor?.

Por ello, es importante estudiar este polimorfismo en una muestra de pacientes
peruanos, y establecer estudios de asociacion genética con GPAA, para
considerarlo como un factor genético que sirva para la prevencion mediante un

tamizaje precoz y la deteccion temprana de la enfermedad en nuestra poblacion.

En esta perspectiva, la presente investigacion tuvo como objetivo principal
establecer la asociacion del polimorfismo -857 C/T en la regién promotora del gen
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) con el diagnéstico de GPAA en
pacientes peruanos del Instituto Nacional de Oftalmologia del Perd. Ademas se
planteé como objetivos especificos establecer las frecuencia de genotipos (CC,
CT, TT) y alelos (C, T) y establecer si un genotipo o alelo esta asociado a GPAA

en la muestra evaluada.



II.- MATERIAL Y METODOS

1. Disefio Metodoldgico y tipo de investigacion.

Este estudio fue un estudio analitico, observacional de tipo casos-controles, realizado
entre Julio y Diciembre 2012 en el Centro de Genética y Biologia Molecular (CGBM)
de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin de Porres
(FMH-USMP). Se trabajé con muestras del Banco de ADN Genomico del CGBM
FMH-USMP, que correspondian a pacientes con GPAA (ver criterios de inclusién)
del Instituto Nacional de Oftalmologia (INO) y sus respectivos controles (personas
gue asistian al mismo instituto por otra patologia que no fuera GPAA) pareados
por sexo y edad, todos con acreditacion voluntaria de su participacion, por medio de
un consentimiento informado (ANEXO N°3). Para el célculo de la muestra se utilizé el
programa Cuanto (especializado para estudios de asociacion genética). Se
consideré un Riesgo de 2,86, una prevalencia de glaucoma de 2,1% en poblacién
hispana’, 'y 30% de frecuencia promedio del alelo T del TNF-857 para
poblaciones andinas®. El resultado obtenido fue un tamafio de muestra minimo
de 82 casos y 82 controles.

Los criterios de inclusion fueron edad mayor de 18 afos, diagnéstico de glaucoma
primario de angulo abierto (angulo iridio-corneal abierto, presion intraocular

mayor a 22mmHg (en dos medidas), campo visual alterado y paquimetria



alterada), haber firmado el Consentimiento Informado. Los criterios de exclusion
fueron Glaucoma secundario (desarrollado como consecuencia a otras

enfermedades o por trauma ocular).

2. Recoleccién de muestras de ADN.

Se seleccionaron las muestras existentes en el banco de ADN del proyecto E
1001 2010 016 “Analisis de mutaciones en pacientes con glaucoma primario de
angulo abierto” del Centro de Investigacion de Genética y Biologia Molecular de la
Universidad de San Martin de Porres, las cuales provenian de pacientes con
GPAA del Instituto Nacional de Oftalmologia (segun criterios establecidos) y sus
respectivos controles pareados por sexo y edad en funcion de los criterios de

inclusion y exclusion ya mencionados.

3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del polimorfismo TNF-857 del
factor de necrosis tumoral alfa.

Se utilizé la técnica PCR para amplificar un segmento de 131 pares de bases (pb)
la regiébn promotora del gen TNF-alfa, utilizando un termociclador y aplicando la
metodologia estandar.

En la reaccion de amplificacion se utilizaron 0,5ul de ADN gendmico, 1ul 10x PCR
Buffer (NH4), 0.08ul de mezcla de dNTPs 10 mM, 0,6 pl de MgCl, 25 mM; 2
pmoles de cada primer (directo y reversa) y 0,5U de Tagq ADN polimerasa
Fermentas, en un volumen total de 10pl.

Los primers (cebadores u oligonucleétidos que sirven para la amplificacion del
ADN) fueron: Primer Directo: 5-AAGTCGAGTATGGGGACCCCCCGTTAA-3" y

Primer Reverse: 5-CCCCAGTGTGTGGCCATATCTTCTT-3".



Las condiciones del PCR fueron: denaturacion a 94° por 5 minutos, 30 ciclos a
94° por 30 segundos, temperatura de alineamiento a 64° por 30 segundos y 72°
por 30 segundos, y un ultimo paso de extension final a 72° por 10 minutos (segun
Funayama y adaptada a las condiciones de laboratorio)®®. Para verificar la
amplificacion, se realizé una corrida electroforética de 5 pl de cada producto en

geles de agarosa al 1,3% y tefiidos con bromuro de etidio. (Figura N°2)

FIGURA N°2.- Muestra de amplificados TNF-857 en gel agarosa al 1,3%

130g « 136g . 137g  138g 139g  203¢ 70c . 206c 117c  135c

PM: Marcador de peso molecular

4. Genotipaje del polimorfismo -857 del gen TNF alfa, por la técnica PCR-
RFLP (PCR - Polimorfismo en lalongitud de los fragmentos de restriccidn).
Los productos de PCR del polimorfismo -857 C/T del gen TNF-alfa, fueron
sometidos al proceso de restriccion enzimatica (RFLP), el cual determind los
diferentes genotipos del polimorfismo -857 C/T del gen TNF-alfa.

Esto consistié en la aplicacién de enzimas de restriccion o de reconocimiento de
bases especificas y segun el caso, determinaron la presencia o ausencia de la
mutacion (SNP).

Se empleé la enzima Hincll (Fermentas) para la restriccibn enzimatica,

preparandose una mezcla con 5 ul del producto de PCR, 2,25 ul de buffer Tango



(Fermentas), 0,6 ul de enzima Hincll, 4,5 ul de agua e incubacién por 16 horas a
37°C.

Se determinaron los genotipos mediante una corrida de electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% en condiciones denaturantes (UREA) con voltaje de 300 mv
por aproximadamente 30 minutos, y posterior tincibn con nitrato de plata. Los
genotipos observados fueron: homocigoto silvestre CC (fragmentos 106 bp. y
25bp, con corte), homocigoto mutante TT (fragmento de 131 bp, sin corte) y el

heterocigoto CT. (Figura N°3 y Figura N°4).

Figura N°3.- Genotipos -857 C/T en la Region Promotora del TNF-alfa

PM CC CcT T
150 [ —
1231 - W Gy s
106 — ==
100 [ ——
50 [
25 I e—

Guia Corta Cortay No Mo Corta

Corta

Ejemplo de la visualizacion de los diferentes genotipos determinados por la técnica PCR-RFLP
mediante el corte (0 no) con la enzima de restricciéon Hincll. PM: Marcador de Peso Molecular
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Figura N°4.- Muestras TNF-857 digeridos en gel poliacrilamida al 6%
denaturante

PM 72g 74g 76g 78g 8lg 82g 92g 95g 98g 90c
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PM: Marcador de peso molecular de 25pb

5. Analisis de los datos

Se obtuvieron las frecuencias y proporciones de las variables cualitativas, y las
medidas de tendencia central de las variables cuantitativas.

Se aplico la estadistica inferencial para evaluar la asociacion de variables,
mediante la prueba de Chi cuadrado (X?).

Se utilizo el software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) v.15 ®
para el procesamiento y andlisis de datos, y el programa Arlequin de Genética
Poblacional para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg y calcular

frecuencias genotipicas y alélicas.

6. Aspectos éticos

Todos los procedimientos del presente estudio preservaron la integridad y los
derechos fundamentales de los pacientes sujetos a investigacion, de acuerdo con
los reglamentos y normas éticas del Comité institucional de ética y la Declaracion

de Helsinki de 1975, enmendada en 1983. Se garantiza la confidencialidad de los

11



datos obtenidos. Todos los participantes firmaron un Consentimiento Informado
para la utilizacion de su ADN, pudiéndose negar en cualquier momento. Se conto

con la aprobacion de la Direccién de Postgrado para su realizacién.

12



lll.- RESULTADOS

Se evaluo6 el polimorfismo -857 C/T en la regiébn promotora del gen factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) en 84 pacientes con diagndstico de glaucoma
primario de dngulo abierto (GPAA), y en 84 controles, obteniéndose los siguientes

resultados reportados en tablas y figuras.

Tabla N° 1.- Caracteristicas de los pacientes con GPAA y controles

Variable Casos GPAA Controles
(n=84) (n=84)
Edad promedio (afos) 63,56 63,67
Rango (afnos) 18 -85 20 -85
Hombres (%) 30 (36) 30 (36)
Mujeres (%) 54 (64) 54 (64)

La media de la edad para los casos fue de 64 afios (rango 18-85) y en los
controles la media también fue 64 afios (rango 20-85), en cuanto al género se
encontré que un 36% eran hombres y el 64% eran mujeres tanto en los casos

como en controles (Tabla N° 1).

13



Tabla N° 2.- Distribucion genotipica del polimorfismo -857 TNF-alfa en
pacientes con GPAA y controles.

Casos GPAA Controles

*
n (%) n (%) P
Genotipo
cC 36 (42,9% ) 38 (45,2 %)
CT 32(38,0%) 37 (44,0 %) 0,305
TT 16 (19,1 %) 9(10,8%)
Total 84 (100,0%) 84 (100,0%)

Los frecuencias genotipicas en los Casos (X*=3.107, p=0.1830) y Controles
(X*=0.000, p=1.000) se encuentran en Equilibrio de Hardy-Weinberg.

No se encontré desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en los grupos
examinados. Se observaron frecuencias similares (42,9 y 45,2%) respecto al
genotipo CC en los casos y controles. Una mayor diferencia de las frecuencias fue
observada en el genotipo TT (19,1 y 10,8%) entre los casos y controles, una

tendencia similar se observé para el genotipo CT.

En general, se observaron diferencias en las frecuencias de los genotipos,
principalmente en los genotipos CT y TT, entre los casos y controles, pero no
fueron estadisticamente significativas (p=0,305), por lo que se asume que no
existe asociacion entre los genotipos del polimorfismo -857 TNF-alfa y el GPAA

en la muestra evaluada. (Tabla N° 2).

14



Tabla N° 3.- Distribucion alélica del polimorfismo -857 TNF-alfa en pacientes
con GPAA y controles

Casos GPAA Controles N
n (%) n (%) P
Alelos
C 104 (61,9 %) 113 (67,2 %)
0,362
T 64 (38,1 %) 55 (32,8 %)
Total 168 (100,0%) 168 (100,0%)

* Seguin prueba X°=0,832

En cuanto a la distribucion alélica del polimorfismo -857C/T TNF-alfa, se
observaron frecuencias similares (61,9 y 67,2%) respecto al alelo C en los casos y
controles. Se observo una mayor frecuencia del alelo T en los casos con respecto

a los controles (38,1 y 32,8%).

En general, se observaron diferencias en las frecuencias de los alelos, entre los
casos y controles, pero no fueron estadisticamente significativas (p=0,362), por lo
gue se asume que no existe asociacion entre los alelos del polimorfismo -857

TNF-alfa y el GPAA en la muestra evaluada. (Tabla N° 3).
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Tabla N° 4.- Distribucion de genotipos del polimorfismo -857 TNF-alfa en
pacientes con GPAA y controles segun genero

Casos Controles

Genero Genotipo n (%) n (%) p
cC 22 (40,7) 24 (44,4)
CT 21 (38,9) 25 (46,3)
FEMENINO 0,261*
TT 11 (20,4) 5(9,3)
Total 54 54
CcC 14 (46,7) 14 (46,7)
CT 11 (36,7) 12 (40)
MASCULINO TT 5 (16.7) 4(13,3) 0,926**
Total 30 30

* Seglin prueba X°=2.684, ** Seglin prueba X’=0.154

En el analisis comparativo segun genero, las mujeres presentaron una frecuencia
del genotipo homocigoto CC en un porcentaje similar tanto en casos como en
controles. Se observé una mayor frecuencia del genotipo homocigoto TT en

pacientes mujeres respecto a controles (20,4 y 9,3%). (Tabla N°4)

En cuanto a los varones, los resultados fueron similares a lo reportado en mujeres,
la frecuencia del genotipo homocigoto CC fue la misma (46,7%) tanto en casos
como en controles. La frecuencia del genotipo homocigoto TT fue mayor en casos

gue en controles (16,7 y 13,3% respectivamente). (Tabla N°4).

Estas diferencias de los genotipos segun genero, sin embargo, no fueron

estadisticamente significativas (p>0,05).
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V.- DISCUSION

La posibilidad de una predisposicion genética del glaucoma fue descrita por
primera vez en 1842 por Benedict®, y no fue hasta hace algunos afios en los que
3 genes han sido identificados como causales de la enfermedad: Miocilina,
Optineurina y WDR36. Sin embargo, las mutaciones en estos genes estan
relacionadas con aproximadamente el 10% de pacientes con GPAA®. Esto ha
fomentado seguir investigando el patrén genético de esta enfermedad, y
actualmente uno de los métodos mas utilizados para este fin son los Estudios de
Asociacion de todo el Genoma (GWAS) que utiliza Polimorfismos de Nucledtido
Simple (SNPs), los cuales son una variacion especifica en la secuencia de ADN
gue afecta a una sola base (en nuestro caso Citosina (C) y Timina(T)), en al
menos el 1% de la poblaciéon®’. Estas variaciones en la secuencia del ADN
pueden afectar a la respuesta de los individuos a enfermedades, bacterias, virus,

productos quimicos, farmacos, etc.
Actualmente la utilidad y aplicabilidad de estos polimorfismos es poder identificar

marcadores genéticos para rasgos complejos de algunas enfermedades?®, pero

en un futuro no muy lejano podrian ser Utiles para detectar susceptibilidad a una
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enfermedad con solo analizar una muestra de ADN*, y de esta manera tener un

manejo individualizado tanto para la prevencion y tratamiento de la enfermedad.

Se ha postulado la existencia de un componente inmunoinflamatorio relacionado
al glaucoma, en el cual el TNF-alfa seria una de las citoquinas mayormente
involucradas, razén que motivo el estudio de sus diferentes polimorfismos.

Este trabajo se enfocd en el polimorfismo TNF-alfa que afecta a la posicién -857
de su region promotora, el cual define alelos que se asocian con la presencia y/o
severidad de algunas enfermedades, entre ellas el glaucoma®?°. El Alelo T se
comporta como un activador transcripcional mucho mas fuerte que el Alelo C?, lo
cual originaria un mayor dafio neurodegenerativo por medio de mecanismos
fisiopatolégicos en los cuales participa el TNF-alfa: produccion incrementada de
Oxido Nitrico, la induccion de apoptosis a través de la ocupacion del receptor

TNF-alfa 1, remodelacién del tejido y dafio tisular®>.

Los resultados hallados en este estudio reportan una mayor frecuencia del
genotipo CC en pacientes con glaucoma, resultados que concuerdan con otros

trabajos realizados®®%®

, observandose ademas una mayor frecuencia del genotipo
TT en pacientes con GPAA que en controles, lo cual también se presenta en los
estudios mencionados, pero presentandose en mayor frecuencia en comparacion
a pacientes con GPAA de otras poblaciones como la japonesa donde la
frecuencia del genotipo TT llega solo al 5,2%. Sin embargo estas diferencias en

esta muestra japonesa no fueron estadisticamente significativas (p>0,05), tal

como en nuestro estudio.
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En cuanto a la distribucion alélica del polimorfismo, se encontré una
predominancia del alelo C, siendo mucho mas elevado en los controles (p>0,05).
El alelo T estuvo presente en aproximadamente un tercio de ambas muestras de
casos Yy controles, lo cual concuerda con los resultados de algunos estudios que
muestran una frecuencia elevada del alelo T del polimorfismo TNF-857 C/T en
poblacion Quechua peruana y poblacién amerindia Paez de Colombia®, en
comparacién a otras poblaciones como las caucasicas, africanas y asiaticas®®. El
alelo T del polimorfismo -857 del TNF-alfa que esta asociado a una mayor
actividad transcripcional con respecto al alelo C*°, presenta una frecuencia alta en

pacientes peruanos con GPAA, asi como en controles.

En el andlisis por género se observo una mayor frecuencia del genotipo CC,
seguido del CT y TT, tanto en hombres como en mujeres de los casos y los
controles, sin embargo se vuelve a apreciar un mayor porcentaje del genotipo TT
en pacientes con GPAA a comparacion de los controles, pero que no es
significativo (p>0,05). Estos resultados son similares a otros estudios realizados
sobre la asociacion de género y glaucoma primario de angulo abierto en pacientes

adultos, en los cuales no se encontraron diferencias significativas’.

Si bien los resultados encontrados no mostraron asociacion entre el polimorfismo
-857 TNF-alfa con glaucoma en pacientes peruanos, esto podria deberse a que el
glaucoma tiene un componente heterogéneo de multiples genes y factores
ambientales que podrian interactar para la aparicién de la enfermedad®. Esto
sugiere que deben existir otros factores genéticos o ambientales implicados en la

génesis del glaucoma primario de angulo abierto. Un ejemplo es un estudio
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realizado en Japén donde se encontré interaccion entre el polimorfismo -857 C/T
TNF-alfa y polimorfismos en el gen de Optineurina (c.412G/A y ¢.603T/A), el cual
incrementa el riesgo de desarrollar glaucoma o probablemente la progresion de la
enfermedad en pacientes con GPAA. Esta interaccion se deberia a una mayor
produccion de optineurina ocasionada por el TNF, y que en condiciones de mayor
actividad transcripcional del TNF (asociada a la presencia al alelo T), esta
proteina se encontraria incrementada.

Ademads, estos resultados se podrian deber a la variabilidad genética de las
personas evaluadas, debido a que los SNPs en el gen TNF-alfa ocurren con
distintos patrones en poblaciones étnicamente diferentes®®, y que en una
poblacion como la nuestra en donde existe mestizaje, por hechos historicos y
culturales, es un factor muy importante a tomar en cuenta. No contar con la
procedencia étnica de la muestra es una de las limitaciones del estudio.

Este estudio es el primero que se realiza en pacientes peruanos, y sienta las

bases para futuras investigaciones en este campo.
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V.- CONCLUSIONES

No se encontré asociacion del polimorfismo -857 C/T en la region promotora del
gen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) con glaucoma primario de angulo

abierto en pacientes peruanos.

El genotipo CC y el alelo C del polimorfismo -857 TNF-alfa fueron los mas
frecuentes en pacientes con GPAA y en controles, sin embargo el alelo T tiene
una frecuencia elevada en esta muestra peruana respecto a otras poblaciones del

mundo.

No hay diferencias entre genotipos segun género masculino o femenino.
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VI.- RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar futuros estudios que involucren diferentes genes, como la
Optineurina, Miocilina, en interaccion con el polimorfismo -857 del TNF-alfa, para
establecer factores de riego genético, ya que el glaucoma parece ser un desorden

heterogéneo en el que interactian multiples mutaciones de baja penetrancia.

Se recomienda evaluar otros SNPs dentro del gen TNF-alfa, incluyendo al
polimorfismo -857, en pacientes peruanos, ya que la elevada prevalencia de este
polimorfismo en nuestra poblacion le puede conferir potencial como marcador

genético.

Se recomienda incluir como variable la procedencia étnica en posteriores

investigaciones, pues es un factor importante en poblaciones como la peruana.
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ANEXOS

ANEXO N°1.- Hallazgos clinicos caracteristicos del Glaucoma Primario de
Angulo Abierto

Evidencia de signos de dafo del nervio dptico
Anormalidades estructurales del disco éptico o de la fibra nerviosa
retinal.
Adelgazamiento difuso, estrechamiento focal, o escotaduras del
anillo neural (borde del disco éptico), especialmente en los polos
superior e inferior.
Progresion documentada del adelgazamiento del borde
neuroretinal con un asociado incremento de la excavacion del
disco dptico.
Anomalias difusas o localizadas de la capa de fibras nerviosas a
nivel peripapilar, especialmente en los polos superior e inferior.
Hemorragias del anillo neural (borde del disco) o de la capa de
fibras nerviosas peripapilar de la retina.
Asimetria del anillo neural del Nervio Optico de ambos ojos
consistente con pérdida de tejido neural.
Anomalias del campo visual identificadas en una sucesion de
examenes considerados como una representacion valida del estado
funcional del individuo.
Dafio en el campo visual consistente con lesion de la capa de
fibras nerviosas de la retina (escalén nasal, defecto arqueado o
depresidon en puntos paracentrales).
Pérdida de campo visual asimétrica entre los hemicampos visuales
superior e inferior (en casos leves o moderados).
Ausencia de otras causas de dafio del campo visual
Inicio en la edad adulta
Angulos camerulares (anteriores) abiertos a la evaluacién gonioscépica
Ausencia de otras explicaciones de neuropatia dptica glaucomatosa
(Pseudoexfoliacién, dispersion pigmentaria, uveitis etc)

Adaptado de American Academy of Ophthalmology. Preferred Practice Pattern. Primary Open-

Angle Glaucoma. 2010°.
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ANEXO N°2.- Genotipos -857 C/T en la Region Promotora del TNF-alfa

Banda (pb) Alelos Genotipo Fenotipo

106 2 alelos C CC Menor actividad

25pb. (Homocigoto silvestre) transcripcional del gen
TNF alfa -857.

131 1 alelo C CT Actividad transcripcional

106 laleloT (Heterocigoto) intermedia del gen TNF

25 pb alfa -857.

131 pb 2alelos T TT Mayor actividad

(Homocigoto mutante) transcripcional del gen

TNF alfa -857.

Ejemplo de los diferentes genotipos determinados por la técnica PCR-RFLP mediante el corte (o
no) con la enzima de restriccion Hincll.
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ANEXO N°3.- Consentimiento Informado

Consentimiento utilizado en el proyecto E 1001 2010 016 “Analisis de mutaciones

en pacientes con glaucoma primario de angulo abierto”.

LIBRE CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE INFORMADO
ESTUDIO DE IDENTIFICACION DE GENES EN GLAUCOMA

Estimado Paciente:

El glaucoma es una enfermedad comiin en nuestro pais y se presenta en personas mayores de 40 afios o en
algunos casos en pacientes mas jovenes. En el mundo. se estima que hay mas de 66 millones de personas
afectadas por la enfermedad. Esta enfermedad se caracteriza por la pérdida progresiva e indolora de la vision. lo
que causa ceguera si la enfermedad no se detecta y trata a tiempo. Es una enfermedad con una carga
hereditaria.

Por qué se esta haciendo esta investigacion?
Porque la causa genética es muy importante € interacciona con los factores ambientales y el estilo de vida que
lleva la persona.

;Cuadl es el objetivo de la investigacion?
Los objetivos de la investigacion son identificar las caracteristicas y genética de la enfermedad que Ud. padece.

Entraran al estudio los participantes elegidos
e Pacientes diagnosticados con glaucoma y familiares consanguineos.

<En qué consiste su participacién?

Debera acercarse al Servicio de Glaucoma del Instituto Nacional de Oftalmologia en donde el Oftaiméiogo que
participa del estudio le interrogara. examinara y tomara una muestra de sangre de la vena. La sangre servira para
conocer el (los) gen (es) que buscamos.

+En qué tiempo participara en el estudio?

En una sola visita al oftalmologo. Posteriormente Ud. sabra su resultado. el cual no va a ser de inmediato, por su
proceso laborioso. Estos examenes genéticos se realizaran en la Facultad de Medicina de la Universidad San
Martin de Porres.

¢Cuales son las ventajas de participar en este estudio?

Podra conocer los detalles de la herencia de gen(es) responsables de glaucoma. esta informacion servira para
predecir la posibilidad de la enfermedad en sus familiares directos y le proporcionara informacion para que
Ud. pueda acudir a chequeos médicos en forma periodica para monitorear la evolucion de su enfermedad.

;Cuanto tiempo participaré en este estudio?

Sélo requeriremos su colaboracion en una oportunidad, en una de las consultas que su medico tratante le solicite
entrar al estudio. Las pruebas se realizan en sangre, por lo que solo necesitamos extraer una pequeiia cantidad
de sangre equivalente a 5 centimetros cubicos, alrededor de una sola jeringa o aproximadamente unas tres
cucharas de sangre. Estas muestras seran enviadas a un laboratorio especializado, que con aparatos muy
avanzados permitira estudiar los factores hereditarios que normalmente no se hacen de rutina en los pacientes
con glaucoma y que pueda permitir asimismo la investigacion de otras enfermedades hereditarias, para lo cual
contamos con el apoyo del laboratorio de la Facultad de Medicina de la USMP:

. Qué desventajas puedo obtener de esta investigacion?
No existe ninguna desventaja. Solamente el tiempo empleado en los examenes. de aproximadamente 30 minutos
v el dolor del hincon para tomar la muestra de sangre. que a veces se acompaia de un moreton.

;Puedo retirarme del estudio?

&Jd. tiene garantizado el hecho de retirarse, s6lo debera poner en conocimiento del médico tratante su negativa a
participar en cualguier momento del estudio. si Ud. por consideraciones personales o de cualquier indole desee
retirarse. bastard con comunicarlo. No existira ningin tipo de penalidad v garantizamos que continuara su
atencion rutinaria sin ninguna modificacion.
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. Tendré que realizar algin pago por los examenes y estudios?
No. Ud. no tendra que realizar pago alguno. Los costos de los examenes estan cubiertos por el presupuesto del
presente proyecto.

A quién puedo recurrir para preguntar acerca de una duda?
Podra recurrir en cualquier momento y en principio a su medico tratante. iuego podra solicitar la informacion
requerida por teléfono directamente al:

Dr. Amador Vargas, Presidente de! Comité de Etica. USMP Tel 99098514

Mg. Maria Luisa Guevara. Investigadora Responsable Tel 365-2300 anx. 152

Dr. Ricardo Fujita Alarcon , Director Centro de Genética, USMP Tel 365-2300 anx. 152

Dr. Enrique Vargas Gonzales. Jefe del Servicio de Glaucoma. Instituto Nacional de Oftalmologia, Telf.
4257700. anexo 34

Participacion voluntaria:

Su participacion en el estudio sera totalmente voluntaria y si Ud. decide no participar no se veré afectada (o) en
ningun aspecto de su atencion, teniendo los mismos derechos como paciente. La unica diferencia es que no se le
realizara la entrevista y no se le tomara la muestra para los analisis que tienen que ver estrictamente con este
estudio.

.Es posible que mi sangre obtenida de esta prueba pueda ser utilizada para el analisis genético de otras
enfermedades?

Su muestra sera archivada en un lugar seguro dentro del laboratorio de la Facultad de Medicina de la USMP. Se
codificara los resultados por razones de seguridad y soélo se revelaran a su pedido y/o por razones que
garanticen su propio interés.

DECLARACION DEL PACIENTE:

“He leido y entendido la informacion prestada por mi médico tratante y escrita en este documento.
También afirmo que he tenido la oportunidad de hacer algunas preguntas y resolver algunas dudas. Por
lo que acepto libre y voluntariamente participar en esta investigacion™.

Nombre:del pacienteffi.........o.. 8% ...0...... 0 . S

Documento de Identidgi..®. ..... . ... o S - o ..
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ASI MISMO AUTORIZO A QUE SI FUERA CONVENIENTE MI SANGRE PUEDE SER ‘
UTILIZADA PARA EL ANALISIS DE OTRAS ENFERMEDADES HEREDITARIAS ‘
DIFERENTES DEL PRESENTE ESTUDIO. ‘

- Nombre del paciente: ... 1

| Decumento de Identidad. . .. covsmmvivraniamssmmnsnwrisgnegnssis
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