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“POLIMORFISMO DEL GEN DE LA LIPASA HEPATICA (LIPC) Y SU RELACION CON
EL PERFIL DE LIPIDOS EN INDIVIDUOS CON DEGENERACION MACULAR
RELACIONADA CON LA EDAD”

INTRODUCCION

La degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), es una enfermedad
neurodegenerativa, es la primera causa de ceguera irreversible a nivel mundial en
personas mayores de 50 afios. Se estima que aproximadamente 15 millones de
norteamericanos tiene DMRE. La prevalencia de la enfermedad es de 85%-90%
para la forma no neovascular (seca) y 10%-15% para la forma neovascular

(himeda).!

El envejecimiento normal resulta en un espectro de cambios en la macula, muchos
clinicamente indetectables, que afectan la retina externa, el epitelio pigmentado de

la retina, la membrana de Bruch y la coriocapilaris ®';

e Disminucién de los fotoreceptores en densidad y distribucién

e Cambios ultraestructurales ocurren en el epitelio pigmentado de la retina
(EPR), incluyendo perdida de granulos de melanina, formacién de granulos

de lipofuscina, y acumulo de cuerpos residuales.

e Acumulo de depdésitos basales laminares; estos consisten en material
granular ricos en lipidos y fibras de colageno que se encuentran entre la
lamina basal (membrana plasmatica) de las células del epitelio pigmentado

y la membrana basal del mismo.
e Cambios involucionales progresivos ocurren en la coriocapilaris.

Todos estos cambios representan envejecimiento pero pueden no ser parte de

DMRE. Las anormalidades asociadas a la DMRE que no son parte del proceso de



envejecimiento normal pueden ser clasificadas como no-neovasculares vy

neovasculares.?
DMRE no-neovascular

La mayoria de los pacientes con DMRE tienen solo anormalidades no-
neovasculares, como drusas y anormalidades del EPR (hiperpigmentacion focal,
degeneracion del EPR, atrofia geografica). Estos pacientes se encuentran
generalmente asintomaticos o pueden tener una leve disminucion de la vision y/o
metamorfopsias. La forma geografica avanzada puede tener escotoma central o
pericentral. La pérdida visual severa por DMRE ocurre en individuos con
anormalidades neovasculares o atrofia geografica subfoveal del EPR.?®!

Clinicamente, las drusas son lesiones pequefias amarillentas redondas localizadas
a nivel del EPR en la macula. Histolégicamente, este material corresponde a un
engrosamiento anormal de la membrana de Bruch. Ultraestructuralmente, este
material incluye depdsitos basales laminares (material granular rico en lipidos y
fiboras espaciadas de colagena) y depdsitos basales lineares (vesiculas de
fosfolipidos y granulos electron-densos dentro de la membrana de Bruch). Las
drusas pueden separar al EPR de la membrana de Bruch, resultando en un
desprendimiento localizado del EPR. Debido a que las drusas no afectan a los
fotoreceptores, tipicamente no causan sintomas. Se han desarrollado varias
clasificaciones con el fin de distinguir a las drusas que progresaran a atrofia o

neovascularizacion coroidea de las que no. Las drusas se han clasificado en ®!;

e Pequeias (<64 um en diametro)
e Intermedias (64 -124 pm)
e Grandes (> 125 pm)

Se ha descrito que el riesgo de progresion a DMRE avanzada en pacientes con
dursas pequeias fue de 1.3% en contraste con 18% en pacientes con drusas

intermedias o grandes. Ademas se describen a las drusas como duras (discretas,



bien demarcadas), blandas (amorfas, mal demarcadas) y confluentes. Las drusas

blandas y confluentes tienen mayor riesgo de progresion.®!

Las anormalidades del EPR pueden tener diferentes patrones. Cuando el area de
atenuacion del EPR atenuados o ausente es contigua, se conoce como atrofia
geografica. Si la atrofia no cubre un area contigua se le conoce como no atrofia no
geografia. El aumento del pigmento en la retina externa lleva a hiperpigmentacion
focal del EPR. Los pacientes con zonas de hiperpigmentacion tienen mayor riesgo

de progresion a formas mas avanzadas de DMRE. #*

DMRE neovascular

La caracteristica que distingue a la forma neovascular de la DMRE es la presencia
de neovascularizacion coroidea. Cualquier disrupcion de la membrana de Bruch,
como la presencia de drusas, puede incrementar la posibilidad de que ocurra una
ruptura, permitiendo que tejido neovascular de la coriocapilaris perfore la
membrana de Bruch. Estos nuevos vasos se acompafian de fibroblastos,
resultando en un complejo fibrovascular que destruye la arquitectura normal de la
coriocapilaris, membrana de Bruch, y el EPR. Ademas, este tejido fibroglial y
fibrovascular puede destruir a los fotoreceptores, llevando a una cicatriz
disciforme. Los pacientes experimentan pérdida visual subita, metamorfopsias, y
escotoma paracentral. Clinicamente, puede haber elevacion del EPR; lipidos,

liquido o sangre subretinianos o intraretinianos.

La DMRE se clasifica por el Sistema de Clasificacion Clinica de la Maculopatia

Relacionada con la Edad en 5 estadios con fines de manejo y de investigacion®:

1. Sindrusas o < 10 drusas pequefias sin anormalidades del EPR
2. Aproximadamente > 10 drusas pequefias o < 15 drusas intermedias asociadas
con anormalidades del EPR

a. Drusas

b. Cambios del ER (hiperpigmentacién e hipopigmentacion)

c. Drusas y cambios del EPR



3. Aproximadamente > 15 drusas intermedias o cualquier drusa grande

a. Desprendimiento del EPR no drusenoide

b. Desprendimiento del EPR drusenoide
4. Atrofia geografica con involucro del centro macular, o atrofia geografica no
central de al menos 350 um de tamafio
5. DMRE neovascular, incluyendo desprendimientos del EPR no drusenoides
AMD, desprendimientos de retina serosos o hemorragicos, membrana neovascular
coroidea con fibrosis subretiniana o sub-EPR, o cicatrices por el tratamiento.

a. Desprendimiento serosos del EPR sin membrana coroidea neovascular.

b. Membrana coroidea neovascular o cicatriz disciforme

El riesgo de la DMRE aumenta con la edad. El, 6.4% de los pacientes de 65-74
afios y 19.7% de los pacientes mayores de 75 afios tuvieron signos de DMRE.
Ademas, los pacientes mayores de 80 afios tiene una prevalencia 6 veces mayor
que los pacientes entre 60 y 64 afos. Desafortunadamente, el impacto de la
DMRE continara aumentado conforme la poblacién envejece. Se estima que el
nimero de pacientes con DMRE incrementara 60% para el afio 2020."

Los factores de riesgo que se han relacionado con DMRE son historia familiar,
tabaquismo, hipermetropia, color de iris claro, hipertension, hipercolesterolemia,

género femenino, y enfermedad cardiovascular.®

El manejo de la DMRE en su variante no neovascular estad enfocado en
suplemento alimenticio con antioxidantes y vitaminas (Vitamina C, vitamina E,
zinc, luteina, zeaxantina), que han demostrado una reduccion en la progresion a
formas més avanzadas hasta en un 25%. También se recomienda evitar la
exposicién a luz UV, asi como cambios en el estilo de vida (tabaquismo,
obesidad). En cuanto al manejo de la DMRE neovascular, la mayor parte de la
investigacion se ha enfocado en el bloque del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), el cual ha sido identificado como uno de los principales

activadores de la angiogénesis en la DMRE. 114

Los agentes antiangiogénicos
mas utilizados en la actualidad son los anticuerpos monoclonales Bevacizumab,

Ranibizumab y Aflibercept, los cuales se administran por medio de una inyeccion



intravitrea y bloguean todas las isoformas del VEGF. También se ha utilizado la
terpia fotodinAmica que consiste en la administracién intravenosa del
anitangiogénico verteporfina, y la aplicacién de luz roja en el &rea de la retina
afectada que activa a la verteporfina produciendo dafio local al endotelio
neovascular, resultanod en oclusion de los vasos sanguineos. Los
corticoesteroides intravitreos, tratan y previenen la inlfamacion, blogueando la
regulacion a la alta del VEGF, disminuyen los espacios entre las células
endoteliales, y limitan la fiborisis, minimizando la cicatrizaciéon. También se puede
utilizar fotocoagulacion directa de los vasos sanguienos, sin embargo son pocos

los pacientes candidatos a este tratamiento. **°!

ANTECEDENTES

No se conoce la etiologia de la DMRE a pesar de la prevalencia de esta
enfermedad, sin embargo se ha identificado que la historia familiar es un factor
importante. En estudios con gemelos monocigéticos con DMRE e influencias
ambientales y nutricionales comunes, la apariencia fundoscopica y el grado de
pérdida visual fueron muy similares (89%-100%).12°% La concordancia clinica en
gemelos dicigéticos fue menor pero aun sustancial (46%).1°*® La enfermedad
tiene una tasa de recurrencia 3-6 veces mayor en familiares de un paciente
afectado en comparacion a la poblaciébn general y el riesgo estimado de
heredabilidad de la DMRE es de hasta 71%. 2°¥ La importancia de la herencia en
la DMRE fue confirmada cuando estudios recientes de asociacion del genoma
completo identificaron diferentes genes asociados con DMRE, en particular los
relacionados con la via alterna del complemento, primero en el gen del factor del
complemento H (CFH) 8. Desde entonces se han identificado polimorfismos de
riesgo en el factor de complemento B (CFB)*, factor de complemento 2 (C2)*,
factor de complemento 3 (C3)%°, factor del complemento | (CFI)?, factor
relacionado a CFH 3 (CFHR3)%, factor relacionado a CFH 1 (CFHR1)? y factor de
susceptibilidad a maculopatia relacionada con la edad 2 (ARMS2)%. Tres
variantes alélicas — CFH Y402H, ARMS2 A69S y C3 R102G - representan el 75%



del riesgo poblacional atribuible para el desarrollo de DMRE.?* Aunque no se sabe
como las mutaciones en la cascada del complemento predisponen a los pacientes
a DMRE, es aceptado que la disregulacion de la via innata del complemento lleva
a respuestas inflamatorias aberrantes que resultan en acumulo de desechos
celulares en la membrana de Bruch; sin embargo, aliin no se conoce el mecanismo
por el cual la via del complemento es activada. Probablemente, un gran rango de
estimulos inflamatorios a lo largo de la vida puede ser responsable llevando a los
signos y sintomas de la DMRE. Otro locus de susceptibilidad se ha encontrado en
el cromosoma 10g26, y la mutacion probablemente se encuentre en un gen
conocido como LOC387715 o dentro del promotor de un gen vecino conocido
como HTRAL1.%® Aun no se ha descubierto la via alterada por este locus.

La mayoria de los estudios anteriormente mencionados se han realizado en
poblacién de origen caucasica y asiatica. Es importante realizar replicaciones
independientes en distintas poblaciones para el mejor entendimiento de las bases
moleculares de la DMRE a través de la posible identificacion de diferencias étnicas
especificas en variantes genéticas que puedan modificar la enfermedad. Un
estudio reciente realizado en poblaciébn mexicana encontrd asociacion significativa
con las variantes CFHY402H, ARMS2 A69S, y CFB R32Q, con razones de
momios de 6.3, 5.3, y 2.5 respectivamente, considerando el estado homocigoto del
alelo de riesgo. Considerando las variantes de riesgo para CFH y ARMS2 (C-T),
juntas confieren una razén de momios de 7, asi como un riesgo atribuible en los
expuestos de 85.5%, para el desarrollo de DMRE, siendo de los riesgos mas altos
obtenidos en una poblacion. Estos resultados corroboran que estos alelos son los
principales factores de riesgo genético, inclusive en poblaciones con una gran

mezcla ancestral como es la poblacién mexicana. %

En otro estudio reciente realizado en poblacion mexicana se encontrg diferencias
étnicas significativas en la frecuencia alélica de polimorfismos de base Unica
(SNP’s) como rs1061170 en CFH, rs2230199 en C3, y rs10490924 en ARMS?2.
Ademas encontraron que polimorfismos en C2 y CFB (rs547154 y rs4151667)

pueden ejercer un efecto protector en nuestra poblacion. Esto revela diferencias



étnicas significativas en frecuencias alélicas y abre la posibilidad de encontrar
otros factores genéticos no descubiertos que puedan ser responsables de riesgo y
proteccion de DMRE en poblacién mestiza mexicana.?

En este sentido un estudio reciente de asociacion del genoma completo identificd
una asociacion significativa entre polimorfismos en el gen que codifica para la
lipasa hepatica (LIPC)?’ localizado en el cromosoma 15¢22, y estadios avanzados
de la DMRE. LIPC, codifica para la lipasa hepética que cataliza la hidrélisis de
fosfolipidos, monogliceroles, diglicéridos, triglicéridos y tioesters de acyl-CoA, es

critica en el metabolismo de las HDL 2%

y es expresada en el higado y en retina
%’ Una de sus principales funciones es convertir el colesterol HDL a LDL. LIPC
ejerce la funcién de hidrolasa de triglicéridos y a su vez funciona como ligando

para el metabolismo mediado por receptores de lipoproteinas.

A la fecha, los estudios que evaltan la asociacion entre lipidos séricos y DMRE
han sido inconsistentes. La lipasa hepética ha demostrado tener un impacto en la
aterogenesis y en los factores de riesgo cardiovasculares asociados con la DMRE.
En otro estudio reciente, se demostré que el alelo T del polimorfismo rs10468017
de gen de la LIPC, incrementa los niveles de HDL, y disminuye el riesgo de
DMRE 44142 También se ha propuesto como otra posibilidad que el polimorfismo
de LIPC influya en la funcion de a HDL como transportador de luteina y zeaxantina
a la retina, y es conocido que la disminucién en el consumo de estos dos

carotenoides esta asociado a menor riesgo de DMRE.*?

Es por esto que el estudio de LIPC puede representar otra posible via en la
patogénesis de la DMRE. Los estudios a la fecha hoy descritos se han realizado la
mayor parte de ellos en poblacion caucasica, sin embargo los polimorfismos
identificados en estudios pueden no ser los mismos en nuestra poblacion. Ademas
debido a que se ha sugerido una mayor susceptibilidad genética en nuestra
poblacion para padecer enfermedades como diabetes, dislipidemia, e hipertension
los cuales son factores de riesgo para la DMRE, es de gran relevancia explorar
esta via en mexicanos, pues tal vez en nuestra poblacion la via del metabolismo

de los lipidos sea inclusive mas importante que la via de complemento.®® A la



fecha ningun estudio se ha realizado en nuestra poblacion que identifique los

cambios en el perfil lipidico y los polimorfismos del gen LIPC con la DMRE.

Ademas de identificar genes asociados a mayor o menor riesgo de DMRE, se han
desarrollado modelos estadisticos para predecir a los pacientes que tiene mayor
posibilidad de progresar de las etapas tempranas e intermedias a las formas
avanzadas de la enfermedad como la atrofia geogréafica y la neovascularizacion
coroidea. Estos modelos incluyen factores genéticos asi como demogréficos
(edad, sexo, nivel escolar), ambientales (tabaquismo, indice de masa corporal, uso
de antioxidantes), y caracteristicas maculares. [“+#54¢4" En un estudio reciente en
2,560 sujetos sin DMRE avanzada, se genotipificaron 12 SNPs. Se aplicé un
modelo multivariado de Markov para progresién de normal a drusas intermedias,
después a drusas grandes, y finalmente a enfermedad neovascular y atrofia
geografica. Controlando los factores ambientales, demogréaficos y otros SNP’s, se
encontré que el polimorfismo rs10468017 del gen LIPC estuvo asociado con
disminucion en el riesgo de progresion de drusas grandes a DMRE neovascular.
Este genotipo también demostr6é una tendencia a disminuir el riesgo de porgresion
de normal a drusas intermedias. También se encontr6 que el alelo T del
polimorfismo rs1883025 en ABCAL estuvo asociado a disminucién en el riesgo de
progresion de normal a drusas intermedias y de drusas intermedias a drusas
grandes. También los genes CFH, C3, CFB, y ARMS2/HTRA1l estuvieron
asociados a progresion de drusas intermedias a drusas grandes, y de drusas
grandes a DMRE neovascular y atrofia geogréafica. Estos hallazgos seran utiles

para disefio de ensayos clinicos y medicina personalizada.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA (PREGUNTA DE INVESTIGACION)



¢ Existe relacion entre el polimorfismo rs10468017 del gen de la lipasa hepatica, el

perfil de lipidos y la degeneracion macular relacionada con la edad?

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre el polimorfismo rs10468017 del gen de la lipasa
hepética (LIPC) y el perfil de lipidos en individuos con degeneracion macular

relacionada con la edad.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Determinar las concentraciones de lipidos (HDL, LDL, colesterol,

triglicéridos) de sujetos con DMRE avanzada (grado3, 4 y 5).

» Determinar la frecuencia del polimorfismo rs10468017 del promotor del gen

de LIPC en sujetos con DMRE avanzada (grado3, 4y 5).

MATERIAL Y METODOS
Disefo de Estudio. Estudio transversal analitico.

Criterios de Inclusion. Pacientes con Degeneracion Macular Relacionada al
Edad de acuerdo con el Sistema de Estadificacion de Maculopatia Relacionada

con la Edad estadios3, 4y 5, no relacionados, mayores de 60 afos.

Criterios de Exclusién. Pacientes con comorbilidad oftalmolégica con afeccién
retiniana (retinopatia diabética, distrofias retinianas) consumo de medicamentos
modificadores del perfil de lipidos (hipolipemiantes orales) y enfermedades

sistémicas (Diabetes Mellitus, Insuficiencia hepatica).

Criterios de Eliminacion. Muestra Insuficiente de sangre para la determinacion
del perfil de lipidos o de ADN.



Muestra. En este estudio piloto se incluyeron 30 pacientes que son los minimos
necesarios para poder realizar el analisis estadistico en base a la féormula clasica
de Freeman:[n =10 * (k + 1)] = 30.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Polimorfismo del gen de la lipasa hepética:

Definicién conceptual: variante de la secuencia de nucleotidos del gen que

codifica para la lipasa hepatica.

Definicidbn operativa: Genotipo observado en la posicion polimérfica
rs10468017 del gen de la lipasa hepética determinado por las posibles
combinaciones CC, CT, TT.

Colesterol Total:

Definicion conceptual: esterol componente de membranas celulares,
insoluble en agua que es transportado en la circulacion unido a

lipoproteinas.

Definicion operativa: Medicién en suero con analizador automatizado Cobas

C 111 (Roche) y con reactivos y calibradores de Roche Diagnostics.

Niveles: Normal < 200 mg/dI, Limite: 200 — 239 mg/dl Alto > 239 mg/dI



HDL (High Density Lipoproteins)

Definicion conceptual: grupo de lipoproteinas plasmaticas de alta densidad
constituidas principalmente por proteina; participan en el transporte de
colesterol y triglicéridos. Niveles altos disminuyen el riesgo cardiovascular

Definicion operativa: Medicidén en suero con analizador automatizado Cobas

C 111 (Roche) y con reactivos y calibradores de Roche Diagnostics.

Niveles: Bajo: < 39 mg/dl Alto > 60 mg/dI

LDL (Low Density Lipoproteins)

Definicibn conceptual: grupo de lipoproteinas de baja densidad que
constituyen las principales transportadoras de colesterol en la circulacion;

niveles altos estan asociados con aumento del riesgo cardiovascular.

Definicion operativa: Medicion en suero con analizador automatizado Cobas

C 111 (Roche) y con reactivos y calibradores de Roche Diagnostics.

Niveles: Optimo < 100 mg/dl, Deseable < 130 mg/dl, limitrofe alto: 139 -159
mg/dl, alto 160-189 mg/dl, muy alto> 190 mg/dI

Triglicéridos

Definicion conceptual: lipidos constituidos por tres cadenas de acidos

grasos esterificadas a una molécula de fosfato de glicerol.

Definicién operativa: Medicion en suero con analizador automatizado Cobas

C 111 (Roche) y con reactivos y calibradores de Roche Diagnostics.

Niveles: Deseable < 150 mg/dl, Limitrofe 150-199 mg/dI, Alto > 200 mg/dI



CLASIFICACION DE VARIABLES

Variable Dependencia Escala de medicion Parametro

DMRE Dependiente  Cualitativa ordinal Grado1,2,3,4y5

politébmica

HDL Dependiente Cuantitativa continua de Bajo 6 Alto

razéon

Triglicéridos  Dependiente Cuantitativa continua de Normal 6 Alto

razéon




OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA.

Previa firma de la Hoja de Informacién y Consentimiento Informado (anexo 3), se
extrajeron 9 mL de sangre por puncion venosa en cada sujeto. Se colocaron 4 mL
en un tubo BD Vacutainer Morado (EDTA) para obtencion de ADN y vacutainer

amarillo sin anticoagulante para obtencion de suero.

EXTRACCION DEL ADN (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO) GENOMICO A
PARTIR DE SANGRE PERIFERICA.

Se colocaron 500 pL de sangre total en un microtubo de 2 mL con 1 mL de
reactivo DNAzol BD (Invitrogen) y se agregaron 400 pL de alcohol isopropilico
agitando vigorosamente durante 1 minuto. La muestra se dej6 reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugdé a 6000 rpm (revoluciones
por minuto) durante 6 minutos, se afadieron 500 uL de DNAzol BD al botén
residual y se agité hasta disolver el boton. Se centrifugé nuevamente la muestra a
6000 rpm, esta vez por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante, se agregé al boton
1 mL de etanol al 75% y se agitd hasta disolver el botdén. La muestra se centrifugé
a 600 rpm durante 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y se retir6 el exceso de
alcohol con una micropipeta. Finalmente, se agreg6 al botén 200 pL de hidroxido
de sodio (NaOH) 8 mM o de agua bidestilada estéril y se almacené la muestra a

una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y DE LA PUREZA DEL ADN
OBTENIDO.

Se determind la concentracion y la pureza del ADN extraido por medio de un
analisis de absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. La relacion 260/280 permitié evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se

consideran adecuadas para analisis las relaciones entre 1.6 y 2. Ademas, se



realizé electroforesis en geles de agarosa de cada muestra de ADN obtenida para
verificar que no exista degradacion de este acido nucleico. La concentracion de
ADN obtenida se determind por la lectura a 260 nm considerando obtener

concentraciones promedio de 50 ng/ pL.

Amplificacién parcial por PCR del gen LIPC. Se realiz6 analisis molecular
amplificacion por PCR y secuenciacion nucleotidica de 221 pares de bases del
gen LIPC que incluye a los nucleétidos polimorficos por estudiar. Se efectud la
amplificacion por PCR a partir del ADN de los sujetos afectados y de los controles
utilizando pares de oligonucleétidos derivados de la secuencia normal del gen. Los

primers que se utilizaron fueron:
o Sentido: AAGTGCTGATGTGAGCTACC

e Antisentido: AGTTCAGTCGTAAATTCTAC

Se exploro el locus LIPC en el SNP rs10468017, que es una region promotora que

influencia la expresion de LIPC.

La reaccién de amplificacion de PCR se realizdé en un volumen total de 20 ul que
con buffer para PCR 1X, de 100-200 ngs de DNA gendmico, 0.3 mM de cada uno
de los cuatro dNTP’s, 10 pL de kit HotStart, 1mM del oligonucledtido
correspondiente (sentido y antisentido), MgCI2 a una concentracién de 2.5 mM y
agua bidestilada c.b.p. 20 pl. Se utilizé un programa de temperaturas que incluye
1 ciclo de 15 min a 95°C para la desnaturalizacion inicial y activacion de la DNA
polimerasa, 38 ciclos con 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1 min de
alineamiento a 54.6°C y 1 min a 72°C para la extension. Por ultimo, se realizo 1
ciclo a 72°C por 10 min para la extension final. Los productos obtenidos de la
amplificacion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con
tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas especificas con el producto
amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular
de 100 pb.



SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

La identificacion del polimorfismo rs10468017 en el gen LIPC se realizd por
secuenciacion nucleotidica directa. Se recortaron del gel de agarosa las bandas
de interés con el DNA y se purificé el producto de DNA amplificado utilizando el
método de purificacion por columna (QIAGEN). La concentracion del DNA
amplificado obtenido de la purificacion se determind por medio de la comparacion
de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa
estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa al 1.5% tefiido
con bromuro de etidio. Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la
secuenciacion nucleotidica de LIPC y cada reaccion de 10 ul contendra 0.5 pl de
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que contiene los
cuatro dideoxinucleétidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucleotidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCI2 y
la enzima ampliTaq polimerasa; se agregé ademas 0.5 ul del oligonucleétido
correspondiente (sentido o antisentido), 10-20 ngs del DNA de cada producto de
PCR como templado y agua bidestilada para un volumen final de 10 pl. Para esta
PCR se utiliz6 un programa de 25 ciclos que incluyen 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion, 15 segundos a 50°C para el alineamiento y 4 minutos a 60°C
para la extension. Los productos de esta segunda PCR se purificaron por medio
de columnas Centri-Sep ( Applied, Biosystems ) para eliminar el exceso de
ddNTPs fluorescentes y de dNTPs no marcados. Cada muestra se resuspendio
en 20 pl de formamida desionizada y posteriormente se desnaturalizd a 95°C por
5 min. Los productos se analizaron en un secuenciador automatico 3130 Genetic
analyzer y las secuencias de DNA obtenidas se compararon con las secuencias
silvestres de LIPC publicadas en la base de datos Ensembl (www.ensembl.com)

para identificar los genotipos en cada muestra

Determinacion de lipidos. A partir de la muestra sérica con quimica seca

automatizada. Se determinaran colesterol total, HDL, triglicéridos y LDL con



analizador automatizado Cobas C 111 (Roche) y con reactivos y calibradores de

Roche Diagnostics



CONSIDERACIONES ETICAS.

Este estudio fue sometido a los comités de Investigacion y Etica del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana para su dictamen y en su caso
aprobacion y realizacién. Cumple con los criterios de la Declaracion de Helsinki

para investigacion en humanos.

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento

de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

o Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion I, investigacion con riesgo

minimo, se anexa hoja de consentimiento informado.

o Titulo Segundo, Capitulo Il De la investigacion en menores de edad o

incapaces, Articulos 34-39

El cuidado y el trato humanitario de los pacientes durante una investigacion
cientifica demandan una aplicacion profesional basado en el conocimiento de las
necesidades de los pacientes y de los requerimientos especiales de los programas
de investigacion cientifica. Es por esto que en este protocolo cuidaremos la
integridad fisica y psicolégica de quienes participan en el estudio, a través de:

- Disponibilidad y adecuacioén en la aplicacion de procedimientos que causen el

menor dafno.

- Calidad en el entrenamiento y experiencia del personal involucrado en los

procedimientos.
- No debe haber duplicacion innecesaria de muestras.
- Cuidado después del procedimiento.

- Ambiente laboral seguro para el personal.



Es por lo mencionado que todos los pacientes que ingresaran a este estudio
contaran con una carta de consentimiento, que sera firmada por el paciente mismo
y por la Institucién que le da el tratamiento. Se garantizara la confidencialidad de

los datos y seran utilizados unicamente para difusion del trabajo.



ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos se utilizd6 estadistica descriptiva: medidas de
tendencia central y dispersion: rango, media, mediana, moda, desviacion estandar,

proporciones o porcentajes.

Por tener dos muestras se utilizé estadistica inferencial con escala de
intervalo: prueba de homogeneidad de varianza; si ésta demostré homogeneidad,
entonces T de student o analisis de varianza; en caso de no demostrar
homogeneidad de varianza se utiliz6 estadistica no paramétrica. Se considero
como estadisticamente significativa una p<0.05.

Se utilizd analisis con razébn de momios para evaluar el riesgo que

condicionaba cada genotipo para presentar dislipidemia.



RESULTADOS
1. Caracteristicas Clinicas de pacientes con DMRE

Se estudiaron en total a 30 pacientes, 17 mujeres (57%) y 13 hombres (43%) con
edad promedio de 70(+/-6) afios con diagndstico clinico de Degeneracion Macular
Relacionada con la Edad auxiliado por angiografia con fluoresceina de retina y
tomografia de coherencia Optica en caso de que el médico lo considerara
necesario. Se utilizé el Sistema de Clasificacion Clinica de la Degeneracion
Macular Relacionada con la Edad anteriormente descrito, incluyendo a pacientes
con los estadios mas avanzados de la enfermedad (a partir del estadio 3). De los
30 pacientes analizados 3 pacientes tenian estadio 3 (10%) (figura 1), 12

pacientes estadio 4 (40%) (figura 2) y 15 pacientes estadio 5 (50%) (figura 3).

A continuacion se muestran fotografias representativas de los 3 estadios de

DMRE en los pacientes estudiados.



FIGURA 1. FOTOGRAFIA DE FONDO DE OJO DE PACIENTE CON DMRE
ESTADIO 3.

En la fotogaria se observan manchas amarillentas confluentes en el area macular
central sugestivas de despegamiento drusenoides del epitelio pigemnatdo de la

retina.



FIGURA2. FOTOGRAFIA DE FONDO DE OJO DE PACIENTE CON DMRE
ESTADIO 4

En la fotografia se observa area hipopigmentada que permite la visualizacién de la
vasculatura coroidea, imagen sugestiva de atrofia geografica.

FIGURA 3. FOTOGRAFIA DE FONDO DE OJO DE PACIENTE CON DMRE
ESTADIO 5

En la fotografia se observa presencia de hemorragia subretiniana en sector
macular temporal asi como cicatriz disciforme en el é&rea central, cuadro

representativo de neovascularizacién coroidea.



2. Polimorfismo rs10486017 del Gen LIPC

Se tomaron muestras sanguineas en ayuno a todos los pacientes para la
obtencién del perfil de lipidos y para secuenciacién del gen de la lipasa hepética
(LIPC).

Al analizar el genotipo del gen LIPC en los pacientes estudiados encontramos que
17 fueron homocigotos CC (57%) (figura 4), 12 heterocigotos CT (40%) (figura 5) y
1 homocigoto TT(figura 6). Esta relacion se mantiene en comparacion a otros

estudios con més pacientes®?.

IMAGEN DE SECUENCIACION DE PACIENTE HOMOCIGOTO CC
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Grafico de wuna secuencia de ADN obtenido por electroforesis capilar
(electroferograma). Se muestra un sector de 13 nucle6tidos para demostracion. La

flecha indica homocigoto C



IMAGEN DE SECUENCIACION DE PACIENTE HETEROCIGOTO CT
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Grafico de wuna secuencia de ADN obtenido por electroforesis capilar
(electroferograma). Se muestra un sector de 13 nucle6tidos para demostracion.

La flecha indica una Y con dos espigas, lo que se traduce en heterocigoto C/T



IMAGEN DE SECUENCIACION DE PACIENTE HOMOCIGOTO TT
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Grafico de wuna secuencia de ADN obtenido por electroforesis capilar
(electroferograma). Se muestra un sector de 13 nucle6tidos para demostracion. La

flecha indica una T, lo que se traduce en homocigoto T.

3. Relacién de DMRE con el polimorfismo rs10468017 del gen LIPC

En el grupo con genotipo CC, 2 pacientes presentaban estadio 3 de DMRE (11%),
7 pacientes presentaban estadio 4 de DMRE (41%) y 7 pacientes presentaban
estadio 5 de DMRE (41%)



En el grupo con genotipo CT, 1 paciente presenté estadio 3 de DMRE (8.3%), 5
pacientes presentaron estadio 4 de DMRE (41%) y 6 pacientes presentaron
estadio 5 de DMRE (50%).

El paciente con genotipo TT presento estadio 3 de DMRE.

4. Relacion de lipidos séricos con el polimorfismo rs10468017 del gen LIPC

Se analiz6 la relacion entre el genotipo de LIPC y los lipidos séricos. El promedio
del perfil de lipidos en el grupo de alelos CC fue para HDL 43.53 mg/dL (+/- 17
mg/dL), LDL 114.18 mg/dL (+/- 32 mg/dL), colesterol 176.24 mg/dL (+/- 31 mg/dL),
y triglicéridos 160.41 mg/dL (+/- 70 mg/dL).

En el grupo de alelos CT el promedio fue para HDL 33.79 mg/dL (+/- 20 mg/dL),
LDL 112.66 mg/dL (+/- 41 mg/dL), colesterol 167.89 mg/dL (37 mg/dL) y
triglicéridos 159.53 mg/dL (+/- 61 mg/dL).

Solo encontramos una paciente con el alelo TT con un nivel de HDL de 103
mg/dL, de LDL 115 mg/dL, colesterol 217 mg/dL y triglicéridos 128 mg/dL.

Comparacion de Lipidos Séricos entre Genotipos

Genotipo LIPC:  rs10468017

cc CcT
MN=17 MN=12 N=1
Prom % Desviacion Prom £ Desviacion
Estandar Estandar Valor P*
Lipidos séricos
HOL {mg/dl) 44 217 36%17 103 D.09
LDL {mg/dL) 114+32 113+41 115 D73
Colesteral (mgrdl) 176£31 168 £ 37 217 0.96
Triglicéridos (mg/dL) 160£70 16061 128 D.85

*alor P calculado con prueba t para los grupos CCy CT



4.1. Relacién del polimorfismo rs10468017 del gen LIPC y HDL

El 50% del total de los pacientes estudiados tuvo el nivel de HDL por debajo del
rango normal (35-65 mg/dL). Si lo analizamos por genotipo de LIPC, en el grupo
con genotipo CC el 41% tuvo el nivel de HDL por debajo del rango normal y el
66% del grupo CT estuvo por debajo del rango normal. Del total de los pacientes,
4 pacientes (el 13%) tuvo el nivel de HDL por arriba del rango normal. De estos
pacientes, 2 se encontraban en el grupo del genotipo CC (el 11%), 1 en el grupo
del genotipo CT (el 8.3%) y el paciente con genotipo TT presentd niveles de HDL
por arriba del rango normal (103 mg/dL).

4.2. Relacién del polimorfismo rs10468017 del gen LIPC y LDL

El 36% del total de los pacientes estudiados tuvo el nivel de LDL por arriba del
rango normal (100-129 mg/dL). Si lo analizamos por genotipo de LIPC, en el grupo
con genotipo CC el 35% de los pacientes estuvo por arriba del rango normal, y en
el grupo del genotipo CT el 41% de los pacientes estuvo por arriba del rango
normal. El paciente con el alelo TT present6 nivel dentro del rango normal (115
mg/dL). El 33% del total de los pacientes tuvo el nivel de LDL por debajo del rango
normal, en el gupo CC el 35% estuvo por debajo del rango normal y el 33% en el

grupo CT estuvo por debajo del rango normal.



4.3. Relacién del Polimorfismo rs10468017 del gen LIPC y Colesterol Total

De todos los pacientes estudiados, ninguno presentd niveles por arriba del rango
normal de colesterol (150-250 mg/dL) y el 26% presentd niveles por debajo del
rango normal. Si lo analizamos por genotipo de LIPC, el 17% de los del grupo con
genotipo CC tenian el nivel de colesterol por debajo del rango normal y el 41% del

grupo con genotipo CT tenian el nivel de colesterol por debajo del rango normal.

4.4. Relacién del Polimorfismo rs10468017 del gen LIPC y Triglicéridos

El 43% de todos los pacientes estudiados tuvo el nivel de triglicéridos por arriba
del rango normal (25-165 mg/dL). Si lo analizamos por genotipo de LIPC, el 47%
del grupo con genotipo CC estuvo por arriba del rango normal y el 42% de los
pacientes con genotipo CT estuvo por arriba del rango normal. El paciente con
genotipo TT presentd niveles normales de triglicéridos (128 mg/dL). Ningan

paciente presento niveles por debajo del rango normal de triglicéridos.

4.5. Comparacion del promedio de lipidos séricos entre grupos

Al comparar los promedios del perfil de lipidos entre grupos encontramos una
diferencia para HDL entre el grupo CC (43.53 mg/dL) y el grupo CT (33.79 mg/dL)
de 9.74 mg/dL(p = 0.09). Para LDL la diferencia del promedio entre el grupo CC
(114.18 mg/dL) y el grupo CT (112.66 mg/dL) fue de 1.52 mg/dL (p=0.73), para
colesterol la diferencia del promedio entre el grupo CC (176.24 mg/dL) y el grupo
CT (167.89 mg/dL) fue de 8.35 mg/dL (p=0.96) y para triglicéridos la diferencia del
promedio entre el grupo CC (160.41 mg/dL) y el grupo CT (159.53 mg/dL) fue de
0.96 mg/dL (p=0.85).



4.6. Riesgo de dislipidemia en funcién del genotipo.

Analizamos el riesgo de presentar algun tipo de dislipidemia en funcion del

genotipo CC y CT como se muestra en la siguiente tabla. Encontramos una razon

de momios de 2.85 para HDL y 5.36 para triglicéridos, sin ser estadisticamente

significativos.

Riesgo de Dislipidemia en Funcidn del Genotipo

Genotipo LIPC:  rs10468017
ccC CcT Razon de Momios Valorp
N=17 N=12 (Intervalo de confianza 95%)
N (%) N (%)
Lipidos séricos
HDL (mg/dL)
N 7(41) 8(67) 2.85(0.49 -18.03) p=0.264
T 10(59) a{34)
LDL {mg/dL)
N 5(53) 6(50) 0.88(0.16 - 4.96) p=1
T 8(47) 6(50)
Colesterol {mg/dL)
N 6(35) 5(42) 1.31{0.22 - 7.63) p=1
T 11(65) 7(58)
Triglicéridos (mg/dL)
N 2(12) 5(42) 5.36(0.63 - 65.33) p=.06
T 15(88) 7(58)




DISCUSION

Este es el primer reporte en analizar el polimorfismo del gen de la lipasa hepatica
en poblacion mexicana, asi como su relacion con lipidos séricos y Degeneracion

Macular Relacionada con la Edad.

Basados en el reciente descubrimiento de la asociacion del polimorfismo
rs10468017 en la regiébn promotora de este gen y las diferentes hipotesis en
cuanto al papel que juegan los lipidos séricos en la fisiopatologia de la
Degeneracion Macular Relacionada con la Edad, decidimos explorar la presencia
del polimorfismo en pacientes con estadios avanzados de Degeneracion Macular
Relacionada con la Edad, asi como su relacion lipidos séricos.

La Lipasa Hepatica es una enzima de sintesis y localizacion principalmente
hepatica. Como hidrolasa de triglicéridos y fosfolipasa interviene en la
transformacioén de la lipoproteina de densidad intermedia (IDL) en lipoproteina de
baja densidad (LDL) y en el catabolismo de la lipoproteina de alta densidad (HDL).
Ademas actia como ligando entre las lipoproteinas y distintos receptores de la
superficie celular, en el catabolismo de las lipoproteinas. Estudios previos han
demostrado que el gen de la lipasa hepatica esta asociado a sindrome metabdlico,
ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares.

Nuestros resultados demostraron que el genotipo CC fue el mas frecuente en
pacientes con DMRE avanzada, seguido del genotipo CT y finalmente el menos
frecuente fue el TT. Esta distribucion era la esperada dado que le alelo C es el
nativo y es la que se ha reportado en otras poblaciones.*? Esto es interesante, ya
gue se ha reportado que el alelo T confiere menor riesgo para DMRE, lo que
sugiere que es por esto que en pacientes con la enfermedad fue el menos
frecuente. Ademas diferentes estudios han demostrado que el alelo T del gen
LIPC esta asociado a una disminucion en la actividad de la lipasa hepatica, la cual

actua en los fosfolipidos del colesterol HDL y de los triglicéridos, lo que lleva a un



aumento en los niveles de HDL.*> En nuestro trabajo no encontramos que los
pacientes con el alelo T tuvieran niveles mas altos en el colesterol HDL en
comparacion a los pacientes con el genotipo CC; tal vez al incrementar la muestra

de pacientes podriamos encontrar una diferencia significativa.

Cabe destacar que la Unica paciente que presento el genotipo TT tuvo un perfil de

lipidos normal con HDL incrementado y estadio de DMRE 3.

No encontramos diferencias en el perfil de lipidos entre los genotipos, esto se
puede deber a que el tamafio de la muestra es insuficiente o podria ser que este
polimorfismo este asociado DMRE de forma independiente al perfil de lipidos y
gue el mecanismo por el cual el genotipo TT del polimorfismo rs1046817 del gen
de LIPC confiera menor riesgo de DMRE avanzada sea independiente a los lipidos
séricos y sea através de un efecto directo sobre proteinas de retina como se ha
sugerido en otros estudios. 3 %" El fenédmeno principal en la progresién de la
DMRE es el acumulo de detritus celulares, proteinas y lipidos en la membrana de
Bruch, resultando en hipoxia celular y la produccién consecuente de moléculas
angiogenicas como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que
promueve el crecimiento de vasos sanguineos aberrantes.>* Adicionalmente, el
estrés oxidativo en el ojo puede causar oxidaciéon de fosfolipidos. Estos productos
de oxidacion son pro-inflamatorios y pueden llevar a la apoptosis del EPR,
produccion de VEGF y angiogénesis. Debido a que LIPC es una enzima
importante en el metabolismo de lipidos, y se ha demostrado que esté relacionada
al acumulo de drusas y progresion de drusas grandes a DMRE avanzada, puede
modular el riesgo de DMRE, al afectar la homeostasis de los lipidos, y el acumulo

de biomoléculas dafiinas en el ojo

Este estudio confirma que el polimorfismo mas frecuente es el CC, seguido de CT
y finalmente el menos frecuente es el TT en pacientes con DMRE en nuestra
poblacion. Es necesario analizar este polimorfismo en un grupo de sujetos sanos
para poder determinar diferencias con sujetos no afectados. Ademas es necesario

incrementar la muestra de pacientes con un disefio de estudio de casos y



controles para poder determinar si existe asociacion entre el polimorfismo con los

lipidos séricos y la DMRE.

La siguiente fase de nuestro estudio sera realizar una comparacion con controles
sanos para determinar si realmente el genotipo TT es menos frecuente en
pacientes sanos en comparacion a pacientes con DMRE e incrementar la muestra
para poder establecer si existe una asociacion del polimorfismo rs10468017 del

gen LIPC con DMRE en base a un analisis con regresion logistica.



CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que analiza el gen LIPC en poblacibn mexicana en
pacientes con DMRE. Aungque no hubo diferencias en el perfil de lipidos segun el
genotipo, sugiere que el genotipo TT confiere menor riesgo de DMRE avanzada y
justifica un estudio con mayor nimero de pacientes y con un disefio de casos y
controles para poder establecer esta asociacién que ya ha sido demostrada en
otras poblaciones. Ya se ha demostrado asociacion entre factores de riesgo
cardiovasculares con la DMRE, los cuales son de alta prevalencia en nuestra
poblacion por lo que la relacién entre los lipidos y la DMRE, pudiera ser mas
importante en mexicanos en comparacion a otras poblaciones. Se requiere mas
investigacion para dilucidar los mecanismos especificos entre las lipoproteinas y la
patogénesis y progresion de la DMRE que aclarara el papel de LIPC en DMRE y
podra llevar a nuevas estrategias para la prevencion y tratamiento de la DMRE.



PERSPECTIVAS

Se ha logrado un gran progreso en el conocimiento de los factores genéticos en la
DMRE con > del 50% de la heredabilidad explicada por variantes genéticas ya
identificadas. Dentro den la enfermedades multifactoriales, la DMRE es Unica en el
sentido que una gran proporcion de la base genética de la enfermedad es
explicada por relativamente un pequefio nUmero de variantes. Se requiere de un
analisis combinado de la informacién de los multiples estudios de asociacion del
genoma completo (meta-analisis) para poder determinar de forma sistematica
variantes genéticas de riesgo leve y de riesgo moderado. Los loci de
susceptibilidad para DMRE hasta ahora identificados estan permitiendo tener
mejor conocimiento de la fisiopatologia de la DMRE, sin embargo estos resultados
deben ser interpretados con precaucién porque los alelos asociados no son
responsables de causar la enfermedad. Estas variantes alélicas también se
encuentran en la poblacién libre de la enfermedad o control, sin embargo su
frecuencia esta significativamente alterada en pacientes con DMRE. Ademas, los
genes asociados a DMRE pueden interactuar con otros genes o factores no
genéticos para producir diferentes fenotipos clinicos. El marcador asociado puede
ser el reflejo del efecto acumulativo de multiples alelos causales de baja
frecuencia, por lo que se requiere la secuenciacion de regiones cromosoémicas
mas grandes para identificar todas las variantes patogénicas. También se
necesitara la caracterizacion funcional de estos genes para determinar su
relevancia en la fisiopatologia de la DMRE y que se pueda reflejar en mejores
tratamientos. Ademas, la identificacidbn temprana de los riesgos genéticos se
podria traducir en regimenes preventivos mas eficaces e intervenciones.
Actualmente ya se ofrecen pruebas genéticas basadas en el riesgo relativo
asociado con las variantes mas comunes de la DMRE, sin embargo no existen
acciones preventivas eficientes aunque podamos identificar a los sujetos en

riesgo. Por otra parte, através de la farmacogenémica se podra lograr un mejor



pronéstico de resultado del tratamiento que se traducira en menores efectos

secundarios y beneficios en la calidad de vida de los pacientes.

Con la reciente rapida progresion de la investigacion, el futuro pinta prometedor
para los pacientes con DMRE y para los cientificos y clinicos involucrados en
estos estudios. Se requiere de un modelo de integracibn gendmico-funcional para
conocer mejor la fisiopatologia de la DMRE. El estudio de los mecanismos que
regular la expresion de los genes y un mayor interés en las modificaciones
epigenéticas en retinas normales y con DMRE podran revelar nuevo conocimiento

en el futuro cercano.

El riesgo genético y la frecuencia de los polimorfismos genéticos asociados
difieren entre grupos étnicos, es por esto que es fundamental realizar replicacion
de estudios genéticos de asociacion para determinar la magnitud del efecto de los
alelos asociados a la enfermedad. Continuaremos esta linea de investigacion en
nuestra poblacién para lograr un mejor entendimiento de la genética de la DMRE y
de los mecanismos de la enfermedad podré ofrecer nuevos tratamiento, mejorar la
prediccién del riesgo y severidad de la enfermedad, posibilidades de prevencion y

eventualmente terapia personalizada y manejo de esta enfermedad devastadora.
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Hoja de Recolecci-n de Datos

Nombre:

Peso: Talla: Tabaquismo:

Biomarcadores lipidicos

Colesterol Total: Normal o Alto
HDL: Bajo o Alto
LDL: Normal o Alto

Triglicericos: Normal o Alto

Polimorfismo: CC, CT, TT

TEXTO INFORMATIVO

Estimado paciente:

Fecha:

Edad: Sexo:



Quiero informarle que en la unidad de investigacién, se estd llevando a cabo el estudio
denominado “CAMBIOS EN EL PERFIL LIPIDICO Y SU RELACION CON POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA

LIPASA HEPATICA (LIPC) EN INDIVIDUOS CON DEGENERACION MACULAR RELACIONADA CON LA EDAD”.

El objetivo de este estudio es conocer la predisposiciéon genética y su relaciéon con
niveles anormales de lipidos en sangre en individuos con Degeneraciéon Macular Relacionada a

la Edad.

El estudio consiste en tomar una muestra de sangre del brazo del paciente a través de
una puncién de vena periférica (piquete en el pliegue del codo, antebrazo o mano

principalmente). Este estudio es gratuito.

Con la muestra sanguinea se realizara medicion de los niveles de lipidos (HDL, LDL,

Colesterol, Triglicéridos) asi como una analisis genético.

Quiero informarle que la toma de muestra no afecta ninguna estructura y causa dafio
minimo que si lo hubiera seria la apariciéon de una coloracién violacea (moretén) en el sitio de

puncién, el cual desaparecera en los dias subsiguientes sin dejar ninguna otra complicacién.

Queremos aprovechar la oportunidad para invitarle a participar en este estudio,
aclarandole que en caso de que no acepte participar, esta negativa no tendra ninguna
repercusion en la atencion de usted en este Instituto, ademas que tiene el derecho de retirar
su participacion en el momento en que lo desee, sin que al retirarse del estudio repercuta de
manera negativa en la atencién que esta recibiendo. La informacién que se obtenga sera
estrictamente confidencial y sera utilizada sélo para fines de la investigacion. Los resultados

se le daran a conocer a usted en caso que asfi lo desee.

Las preguntas que considere necesarias para aclarar todas sus dudas las puede
externar con el Dr. Sergio Groman Lupa al 5442-1700 ext. 3212 o personalmente en la Unidad

de Investigacion de este Instituto.



CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO

NOMBRE DEL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL

Declaro que he leido la informacion correspondiente, que se me han aclarado las dudas y que
voluntariamente estoy de acuerdo en donar una muestra sanguinea para ser usada en el estudio
“CAMBIOS EN EL PERFIL LIPIDICO Y SU RELACION CON POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA LIPASA HEPATICA
(LIPC) EN INDIVIDUOS CON DEGENERACION MACULAR RELACIONADA CON LA EDAD” cuyos objetivos,

procedimientos, beneficios y riesgos se me han explicado previamente.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han aclarado cualquier duda y contestado
cualquier pregunta y que me han ofrecido explicar cualquier otra inquietud que, al momento de firmar

la presente no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha informado que mi participaciéon en este estudio no repercutira en el costo de la
atencion médica que se me brinda y que toda la informacién que se obtenga sobre mi persona sera

confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

Firmo la presente junto al investigador que me informé o mi médico tratante y dos testigos,
conservando una copia de a) Consentimiento informado y b) Texto informativo para obtener mi

autorizacion.

Firma o huella digital del paciente o representante legal

Nombre, Direccién y Firma de Testigo 1, mi relacién con el paciente es de:

Nombre, Direccién y Firma de Testigo 2, mi relacién con el paciente es de:



Nombre y Firma del Médico Tratante o Investigador Responsable

México D.F,, a de de 200___.
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