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1. RESUMEN 

Introducción: La degeneración macular relacionada a la edad (DMRE) es la principal causa de pérdida 

visual irreversible en adultos mayores de países desarrollados, y en México constituye la segunda causa 

de pérdida visual irreversible. Se han identificado algunos genes involucrados en el desarrollo de DMRE, 

de los cuáles el de apolipoproteina E (APOE) se ha asociado fuertemente al desarrollo de DMRE. Sin 

embargo, la prevalencia de dichos alelos varía, y en población mexicana no han sido detectadas nuevas 

variantes de este gen así como los polimorfismos más representativos.  

Objetivo: Describir la prevalencia del polimorfismo rs7412 del gen APOE4 en población mexicana  con 

DMRE.   

Materiales y métodos: Previo consentimiento informado, se tomó muestra de sangre periférica de 

pacientes que acudieron a consulta en Asociación para Evitar la Ceguera de julio 2017 a julio 2019, un 

centro de referencia oftalmológica de la ciudad de México, se extrajo el ADN y se realizó PCR para 

identificar polimorfismo de nucleótido único (SNP) rs7412 del gen APOE.  

Resultados 

Se incluyeron 71 pacientes con DMRE que cumplieron los criterios de inclusión. La media de edad de los 

pacientes con DMRE fue de 78.4 años (DE ± 8.05 años), 53 (75.6%) mujeres. La prevalencia del 

polimorfismo C>T en los pacientes con DMRE fue de 38% (n=27). En cuanto al genotipo encontrado en 

los pacientes, el 61.9% (n=44) se encontraron con el alelo C/C, el 30.9% (n=22) con el alelo T/T, y el 

7.2% (n=5) heterocigotos C/T. Se encontró el SNP homo o heterocigoto C>T del gen APOE en 30% 

(n=16) de las mujeres, versus 61.1% (n=11) en los hombres 

Discusión 

En este estudio se encontró una alta prevalencia del polimorfismo, más alta que la reportada en 

poblaciones Europeas y que la esperada en la literatura de frecuencias alélicas menores. Algunos de 

nuestros resultados coinciden con reportes previos. 

Conclusiones 

En este estudio en pacientes mexicanos, se encontró mayor prevalencia del SNP rs7412 de APOE en 

hombres que en mujeres, y la prevalencia global fue de 38%. 

 

Palabras clave: apolipoproteina E, drusas, degeneración macular, retinopatía, maculopatía, 

envejecimiento, ceguera.  
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2. MARCO TEÓRICO 

La degeneración macular relacionada a la edad (DMRE), es un trastorno degenerativo, crónico, progresivo 

y común de la mácula que afecta a personas de edad avanzada y se caracteriza por pérdida de la visión 

central como resultado de anormalidades en el complejo fotorreceptores/epitelio pigmentario de la retina 

/ membrana de Bruch / coriocapilaris que resulta en atrofia geográfica o neovascularización (1). La DMRE 

es la principal causa de pérdida visual irreversible en adultos mayores en países desarrollados. La pérdida 

de visión generalmente se diagnostica después de los 60 años, y tiende a empeorar con el tiempo. Afecta 

principalmente la visión central, por lo que el reconocimiento de caras, la lectura o manejar se hacen 

difíciles. Esta enfermedad es resultado del deterioro gradual de los fotorreceptores en la retina. 

Específicamente en la mácula, responsable de la visión central. La visión periférica y nocturna 

generalmente no son afectadas, sin embargo la visión con luz tenue (escotópica) se reduce en etapas 

tempranas de la enfermedad. Existen dos tipos de esta enfermedad, la forma atrófica (seca) y la exudativa 

o neovascular (húmeda) (2). La forma seca es mucho más común, representando el 85-90% de los casos. 

Se caracteriza depósitos amarillentos difusos o separados en la membrana de Bruch (drusas) y atrofia 

geográfica del epitelio pigmentario de la retina, causando que la visión empeore con el tiempo. La forma 

húmeda se asocia a pérdida visual grave que empeora rápidamente. Esta se caracteriza por membranas 

neovasculares coroideas, vasos frágiles que aparentemente se originan en la coriocapilar y penetran a 

través de la membrana de Bruch y por debajo del epitelio pigmentario. Estos neovasos pueden presentar 

extravasación, y la sangre exudada puede ser organizada por las células del epitelio pigmentario de la 

retina en cicatrices maculares, haciendo que la visión central sea borrosa y distorsionada. Esta enfermedad 

suele ser bilateral, aunque un ojo puede estar más afectado que el otro, y el riesgo de que el ojo 

contralateral termine afectado es de 50% a 5 años (3). 
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Etiología 

La etiología es multifactorial; la edad avanzada es el principal factor de riesgo, aunque existe un 

componente genético importante, además de los factores ambientales como el tabaquismo, obesidad, 

arteriosclerosis, hipertensión, exposición a luz UV, e inflamación, todos éstos fuertemente ligados a la 

patogénesis de la DMRE(3).  

 

Histopatología 

Se caracteriza por acumulación de lipofuscina y péptido beta amiloide (4) en células del epitelio 

pigmentario de la retina. La presencia de drusas extracelulares entre la lámina basal del EPR y la capa de 

colágena interna de la membrana de Bruch son hallazgos comunes en esta enfermedad.  

 

DMRE en México (Epidemiología) 

La DMRE es la segunda causa de ceguera irreversible en México. Conforme la pirámide poblacional 

envejece, los casos de DMRE incrementarán. En EUA, de 2000 a 2010, hubo un incremento de 18% (de 

1.75 millones a 2.07 millones) de casos con DMRE.  

En un meta-análisis que evaluó de la prevalencia de DMRE por razas y regiones geográficas, se encontró 

que latinos la prevalencia de DMRE temprana es de 9.87% (IC 95% 4.97 – 18.90) tomando en cuenta 5 

estudios grandes en población mayor a 40 años. La prevalencia de DMRE en etapas tardías en hispanos 

fue de 0.32% (IC 95% 0.13 – 0.75), y la prevalencia de cualquier etapa de DMRE en hispanos fue de 

10.43% (IC 95% 5.27 – 20.01). Se espera que para 2020 en Latinoamérica y el Caribe existan cerca de 39 

millones de personas con DMRE (IC 95% 15–82). A nivel mundial, se espera que en 2020 vivan cerca de 

196 millones de personas con DMRE, y que éste número incremente a 288 millones para el año 2040 (1). 
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De acuerdo a estadísticas de EUA, la prevalencia de DMRE en población hispana es del 0.9%, (de 0.55% 

a los 50 años de edad, aumentando hasta 2.22% en mayores de 80 años). En 2010, se contabilizaron 76,202 

casos de DMRE en hispanos, cifra que se proyecta aumentará a 239,962 en 2030, y para 2050 existirán 

alrededor de 446,478 pacientes hispanos con DMRE, tan sólo en EUA (1). 

Clasificación 

A continuación se describe cada una de las categorías de acuerdo a la clasificación AREDS (5) 

1. Sin DMRE (Categoría 1 AREDS) representado por el grupo control, sin drusas o con algunas 

drusas menores a 63 µm de diámetro.  

2. DMRE temprana (Categoría 2 AREDS) combinación de múltiples drusas pequeñas, algunas drusas 

intermedias (63-124 µm) o anormalidades del EPR leves.  

3. DMRE intermedia (categoría 3 AREDS) caracterizada por cualquiera de las siguientes:  

a. Múltiples drusas intermedias 

b. Por lo menos una drusa grande (mayor o igual a 125 µm diámetro) 

c. Atrofia geográfica (un área bien delimitada, usualmente redonda u ovalada, de atrofia del 

EPR que no involucre el centro de la fóvea 

4. DMRE avanzado (categoría 4 AREDS) caracterizada por una o más de las siguientes en un ojo:  

a. Atrofia geográfica del EPR que involucre el centro fóvea 

b. Maculopatía neovascular que incluya cualquiera de las siguientes:  

i. Neovascularización coroidea (definida como el proceso de angiogénesis patológica 

que se origina de los vasos coroideos y se extiende a través de un defecto en la 

membrana de Bruch 

ii. Desprendimiento de retina o EPR seroso o hemorrágico 

iii. Exudados duros retinianos (resultado de fuga intravasclar crónica) 
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iv. Proliferación fibrovascular subretinaina o sub-EPR 

v. Cicatrices disciformes (fibrosis subretiniana) 

 

Envejecimiento y degeneración macular 

Como se ha mencionado anteriormente, el principal factor de riesgo para desarrollar DMRE es el 

envejecimiento. El envejecimiento causa una disminución de diferentes funciones en diferentes tejidos y 

en este particular caso en la retina debido a la pérdida de elementos neuronales y a la acumulación de 

material de desecho del propio metabolismo celular. Esta acumulación ocurre principalmente debajo de 

la retina y entre los principales productos de acumulación se encuentra la lipofuscina. (6) 

Otros factores de riesgo han sido asociados al desarrollo de esta patología; entre ellos podemos mencionar 

el tabaquismo, la exposición a radiación ultravioleta, factores nutricionales, hipercolesterolemia, 

hipertensión, arteroesclerosis, inflamación; como es el caso del factor de complemento H y finalmente, 

susceptibilidad genética (1). 

 

Polimorfismos de nucleótidos únicos (SNP, por sus siglas en inglés) 

Un gen es polimórfico cuando más de un alelo ocupa el locus de ese gen dentro de una población. Se han 

estudiado polimorfismos de genes para distintas enfermedades con resultados variables dependiendo de 

la etnia de dicha población, cuya prevalencia es importante para describir si dichas variaciones alélicas 

son importantes o posiblemente determinantes de ciertas enfermedades (7). 

 

Los polimorfismos de nucleótidos únicos (single nucleotide polymorphisms) ocurren con normalidad en 

el DNA de las personas. De hecho, ocurre cada 300 nucleótidos en promedio, lo que significa que existen 

cerca de 10 millones de SNPs en el genoma humano. Su utilidad radica en que pueden servir como 

biomarcadores de enfermedades, cuando se encuentran asociados a alguna, además de dar pistas sobre las 
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posibles vías alteradas y probables mecanismos fisiopatológicos en enfermedades como DMRE, donde 

hasta la fecha no se conoce el mecanismo etiopatogénico con precisión. Entre algunos de los genes 

involucrados en el desarrollo de DMRE están descritos HTRA1 (rs11200638) ABCA4, APOE, ARMS2, 

C3, CST3, ERCC6, FBLN5, HMCN1, MMP9, RAX2, TLR4.  Sin embargo, en población mexicana no 

han sido detectadas nuevas variantes de estos genes así como los polimorfismos más representativos. El 

polimorfismo en HTRA1 (rs11200638) es el más estudiado y con mayor factor de riesgo para desarrollar 

DMRE. Sin embargo, APOE y ABCA4 han sido menos estudiados y nunca en la población mexicana. 

 

Apolipoproteina E (APOE) 

La proteína codificada por este gen localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.32) es la mayor 

apoproteina de los quilomicrones. Se une a receptores específicos de hígado y receptores de células 

periféricas, es esencial para el catabolismo de lipoproteínas ricas en triglicéridos. Sus mutaciones se 

asocian a disbetalipoproteinemias, hiperlipoprotenemia tipo III, en la cual aumentan el colesterol y 

triglicéridos en plasma como consecuencia de aclaramiento disfuncional de los quilomicrones y 

remanentes de VLDL.  

ApoE, codifica una glicoproteína responsable del transporte de colesterol y se encuentra altamente 

expresada en la retina, y es posible que  juegue un papel importante en mantener una función retiniana 

normal. El haplotipo E4 de la lipoproteína E actúa como ligando para el receptor de baja densidad (LDL)  

y está involucrado en el mantenimiento y reparación de las membranas celulares neuronales(8). La 

frecuencia de alelos de APOE (ε2, ε3, y ε4) muestra una historia divergente entre DMRE y otras 

enfermedades tales como Alzheimer. Se ha demostrado que ε4 protege contra estadios avanzados de 

DMRE. También está reportado un riesgo incrementado de DMRE exudativa en individuos homocigotos 
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para ε2. Esto se puede explicar, posiblemente, porque la estructura local y fisiología del cerebro senescente 

y la retina, varían significativamente(9–11).  

Un gran número de variantes genéticas se ha descrito para el gen humano APOE en el cromosoma 

19q13.2, posición 44908822. Este gen codifica para tres proteínas principales en las isoformas  (apoE2 

(MIM] 107741.0001), apoE3 (MIM] 107741.0015), y apoE4 (MIM] 107741.0016)). Cada una de las 

isoformas difiere en secuencia de aminoácidos en dos sitios: el residuo 112 (sitio A) y el residuo 158 (sitio 

B). En estos sitios A y B, las isoformas apoE2, apoE3, y apoE4 contienen cisteína/cisteína, 

cisteína/arginina, y arginina/arginina, respectivamente (12). Estos aminoácidos están codificados en la 

variante alélica épsilon (e)2 , e3 y e4 (c.526C4T de GenBank  secuencia de referencia NM_000041.2), e3 

(secuencia de referencia NM_000041.2), y e4 (c.388T4C secuencia de referencia NM_000041.2), 

respectivamente. 

La forma alélica e3 es la isoforma wild-type más frecuente, y se ha demostrado previamente que en 

cohortes Caucásicas, estos alelos tienen frecuencias de e2 (6.9%), e3 (75.2%), y e4 (17.9%) (6). Éstas 

generan 6 diferentes genotipos, de las cuales el genotipo  e3e3 es el más frecuente (56.1%) (6). En varias 

enfermedades, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, se ha demostrado que el alelo e4 de este gen 

representa un factor de riesgo para la enfermedad.  

 

2.2 Justificación 

Dado que se sabe que APOE4 transporta colesterol, y en DMRE aun no está clara su función, sin embargo 

se conoce que histológicamente las drusas en DMRE son acumulación de lípidos y lipofuscina, entonces 

habrá que comprobar si dicho gen participa o regula esta vía.  

La frecuencia del alelo de APOE varía dependiendo de la latitude, la proporción de portadores aumenta de 10-15% en el sur 

de Europa versus 40-50% en el norte (13) 



8 

 

8 

 

No se han realizado estudios en población latinoamericana, y se sabe que los polimorfismos genéticos 

cambian completamente en cuanto a prevalencia de población a población, por lo que es importante 

conocer primero la prevalencia en población mexicana, y sus posibles asociaciones a las variedades seca 

y proliferativa de DMRE, o incluso a otras enfermedades asociadas al envejecimiento.  

La identificación de estos polimorfismos será útil para un diagnóstico temprano de esta patología, así 

como para demostrar si existe una asociación genética. 

Justificación de la elección de genes 

Se realizó una búsqueda en PubMed en el submenú Gene, para encontrar los registros de genes asociados 

a la degeneración macular relacionada a la edad en Homo sapiens, cuyo estatus fuera actual hasta junio 

2017. Se encontraron un total de 215 genes.  

Se encontraron un total de 17 genes directamente asociados a mayor riesgo de DMRE temprana en algunas 

poblaciones: ABCA4, APOE, ARMS2, C3, CST3, ERCC6, FBLN5, HMCN1, HTRA1, MMP9, RAX2, 

TLR4. De los mencionados anteriormente, estudió el polimorfismo rs7412 del gen APOE. 

 

2.3 Planteamiento del problema 

Las alteraciones visuales causadas por el envejecimiento, tienen un efecto significativo en la calidad de 

vida y es necesario diferenciar entre funciones visuales reducidas en el envejecimiento normal y el 

envejecimiento de un paciente con alguna alteración fisiológica.  

El principal objetivo de este estudio es describir la prevalencia del polimorfismo rs7412 del gen APOE4 

en pacientes mexicanos con DRME.  

La generación de este conocimiento es muy importante ya que puede ayudarnos a entender mejor su 

patogénesis, así como proponer nuevos tratamientos dirigidos a varios blancos. 
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A la fecha, alteraciones genéticas que participan en la progresión de esta enfermedad no ha sido reportadas 

en nuestra población. Por lo tanto, se realizará este análisis sobre las variantes alélicas comunes del gen 

APOE para elucidar su papel en estas patologías. Finalmente, es necesario realizar investigaciones de este 

tipo en el país ya que no existe ninguna información al respecto.  

 

2.4 Objetivos 

2.5.1.1 Objetivo General 

Describir la prevalencia del polimorfismo rs7412 del gen APOE4 en población mexicana  con DMRE.   

 

2.5 Hipótesis 

En la población mexicana, el polimorfismo rs7412 del gen APOE4 es más prevalente en DMRE que en la 

población general.  

 

2.5.2.2 HIPÓTESIS ESPECÍFICAS 

El polimorfismo rs7412 del gen APOE está relacionado con un mayor riesgo de desarrollar degeneración 

macular relacionada con la edad seca comparado con la población general. 

2.6 Pregunta de investigación 

¿Existe mayor prevalencia del polimorfismo del gen APOE en pacientes con degeneración macular 

relacionada a la edad?  

 

3. DISEÑO DE ESTUDIO 

Transversal de prevalencia (descriptivo, observacional) 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS  

4.1 Lugar de estudio y duración 

Departamento de Investigación – Asociación para Evitar la Ceguera en México, Dr. Luis Sánchez Bulnes, 

Departamento de Inmunología, Instituto de Investigaciones Biomédicas - UNAM 

El estudio tuvo una duración de 2 años para la inclusión de pacientes.  

 

4.2 Población 

4.2.2 Unidad de observación: Pacientes con diagnóstico de DMRE (Categoria 1 y 2 de acuerdo a la 

clasificación AREDS) 

4.2.2 Universo: Pacientes con diagnóstico corroborado de DMRE por clínica o imagen. 

4.2.3 Método de muestreo: reclutamiento por conveniencia “convenience sampling”. 

4.2.4 Obtención de la población: se reclutaron pacientes atendidos en el hospital durante los meses del 

estudio que deseaban participar y que aceptaron firmar el consentimiento informado.  

4.3 Criterios de Inclusión 

Se identificaron a los pacientes con DMRE (Categoria 1 y 2)  mayores de 50 años mediante exploración 

oftalmológica de fondo de ojo, una vez identificados se tomaron fotografías de campo ultraamplio. Los 

pacientes se categorizaron de acuerdo al ojo con mayor afección. 

4.4 Criterios de exclusión 

Maculopatías de otras etiologías, retinopatía diabética proliferativa.  

 

4.5 Variables en estudio 

4.5.1 Variable principal de desenlace (dependiente): presencia o ausencia de polimorfismo rs7412 del gen 

APOE  
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4.5.2 Variables independientes o predictoras: DMRE, variedad seca o neovascular, estadio/etapa (del 1 al 

5) edad, sexo, lugar de nacimiento, fecha subjetiva inicio síntomas visuales (edad), edad al diagnóstico, 

capacidad visual al diagnóstico, capacidad visual al momento de inclusión, alteraciones maculares.  

 

Variable Clasificación Unidad de 

medición 

Instrumento de 

medición 

Momento de la 

medición 

Variables dependientes  

Polimorfismo 

rs7412 gen 

APOE 

Categórica 

binomial 

Presencia o 

ausencia 

PCR en tiempo 

real 

Al momento de 

la inclusión en el 

estudio 

Variables independientes o predictoras:  

DMRE Categórica 

binomial 

Presencia o 

ausencia 

Biomicroscopía 

fondo de ojo u 

OCT macular 

Durante 

inclusión 

Seca o 

neovascular  

Categórica 

binomial 

Presencia o 

ausencia 

Criterio clínico  Durante 

inclusión 

Estadio / etapa Ordinal 1,2,3,4,5 Criterio clínico Durante 

inclusión 

Edad Continua años Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 

Sexo Categórico 

binomial 

Femenino o 

masculino 

Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 

Lugar de 

Nacimiento 

Categórico, 

estados de la 

república 

32 Estados y 

Ciudad de 

México 

Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 

Subjetivo inicio 

síntomas 

visuales, edad 

Continua años Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 

Capacidad visual 

al diagnóstico 

Ordinal NLP, PLNDC, 

PLDC MM, CD, 

20/800 a 20/20 

Cartilla de 

Snellen 

Durante 

inclusión 

Capacidad visual 

al momento de 

inclusión 

Ordinal NLP, PLNDC, 

PLDC MM, CD, 

20/800 a 20/20 

Cartilla de 

Snellen 

Durante 

inclusión 

Alteraciones 

maculares 

Categórico A describir OCT macular En cualquier 

momento 

Tabaquismo Categórico 

binomial 

Presente o 

ausente 

Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 

Índice tabáquico Continuo Años fumando x 

número de 

cigarros al día / 

20 

Interrogatorio, 

historia clínica 

Durante 

inclusión 
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4.6 Tamaño de la muestra 

Se utilizó el programa EpiInfo para calcular el tamaño muestral, para un diseño de prevalencia, con un 

poder deseado de 95%, un margen de error aceptable del 5%, una frecuencia alélica esperada de 7%, se 

requiere una muestra total de 100 muestras. 

 

4.7 Descripción de maniobras principales 

Previo consentimiento informado, se incluyeron pacientes con diagnóstico de DMRE previamente 

diagnosticada en el hospital. Se realizó historia clínica completa, así como interrogatorio dirigido a la 

enfermedad de base y fecha de inicio de los síntomas visuales. Se realizó una exploración oftalmológica 

completa, y exploración de fondo de ojo bajo dilatación farmacológica (a excepción de que el paciente 

tenga alguna contraindicación).  

Se clasificó la DMRE de acuerdo a la clasificación AREDS descrita en párrafos anteriores. 

Se realizó OCT macular a todo paciente con diagnóstico de DMRE.  

4.8 Toma de muestras y su procesamiento 

Se obtuvieron muestras de sangre (5-10 ml) en tubos morados con EDTA para procesamiento y extracción 

de suero, con posterior aislamiento de DNA por parte de la Unidad de Investigación. La secuenciación 

para identificación específica de los polimorfismos rs7412 del gen APOE4 y APOE2, por medio de 

método de PCR en tiempo real fue realizada en el Departamento de Investigación de la Asociación Para 

Evitar la Ceguera en México. 

 

Preparación de las muestras 



13 

 

13 

 

Se obtuvieron muestras de sangre (5-10 ml) en tubos con EDTA , se mantuvieron  a -70 grados centígrados 

para posterior aislamiento de DNA. 

 

Extracción de DNA 

El DNA genómico fue extraído de sangre fresca total usando el Kit de purificación total QIAamp® DNA 

blood Mini Kit (QUIAGEN), de acuerdo al protocolo de fábrica. 

Al primer tubo eppendorf® se le agregan 20µ de proteínasa K y posteriormente se le agregan 200µl de 

sangre total. Después se le adiciona 200µl de Buffer AL y se mezcla en vórtex durante 15 segundos. La 

muestra se pone a incubar durante 10 minutos a 56°C. Una vez pasado el tiempo se centrifuga a 800 RPM 

por 40 segundos para remover las gotas de las paredes del interior del tubo. El siguiente paso es adicionar 

200µl de etanol 100%, se vuelve a homogeneizar la muestra y se centrifuga a 800 RPM por 40 segundos. 

Cuidadosamente se pasa la muestra anterior a una mini columna de centrifugado QIAamp, y se centrifuga 

a 800 RPM por 1 minuto, se cambia el tubo de colección y se descarta el filtrado.  

Lentamente se abre la mini columna de centrifugado QIAamp y se adiciona 500µl de buffer AW1 y se 

centrifuga a 800 RPM por 1 minuto, se cambia el tubo de colección y se descarta el filtrado. Se adiciona 

500µl de buffer AW2 y se centrifuga a 14,000 RPM por 3 minutos. Se descarta el filtrado, se adicionan 

de 200-100µl de buffer AE. Se incuba a temperatura ambiente (15-25°C por 5 minutos para incrementar 

el rendimiento del DNA y la muestra se centrifuga a 8000 RPM por 1 minuto. Una vez finalizado el 

proceso se pasa el filtrado se coloca en hielo para determinar su concentración por espectrofotometría.  

 

Cuantificación de DNA por espectrofotometría 

Las concentraciones del DNA purificado fueron determinados por espectrofotometría. Se utiliza el equipo 

Gen5, (BioTek) y el software versión 3.04 para el análisis. Se colocan 2µl de Buffer AE sobre el Take3 
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(No. 289719) en cada uno de los pozos, se selecciona en el equipo de cómputo la opción de analizar 

muestra de DNA, se le indica que son “blanco” y se le da aceptar.  Se colocan 2µl de muestra con 1 

repetición en el Take3 en los pozos B-H. 

 

Evaluación de integridad del DNA por gel de agarosa 

Se utiliza para valorar la integridad de DNA genómico y evaluar el éxito de la amplificación lograda por 

la PCR. Se calcula la concentración de agarosa requerida, que será de 1x (referencia para evaluar DNA 

genómico), después se calcula la dimensión y el volumen del gel necesario para el tanque de electroforesis.  

En un matraz Erlen-Meyer de 200ml se colocan 500 mg de agarosa de grado molecular marca Bioline 

(No. De catálogo BIO-41025) en 50 ml de buffer TAE al 1%, y se calienta para disolver la agarosa. Se 

deja polimerizar de 10-30 minutos, cubriéndolo de corrientes de aire y polvo. Durante este tiempo se 

prepara el buffer TAE al 1% (TAE, 25X Liquid Concentrate, ultra puro, AMRESCO, LLC. No. De 

catálogo e0796-1.6L) 1000ml.  

Después de transcurrido el tiempo se retiran los sellos acrílicos del casete y se coloca dentro del tanque 

de electroforesis, se le agrega Buffer TAE 1% hasta la línea de referencia. Se retira el peine del gel 

cuidadosamente para evitar romper los pocillos y se preparan para cargar. Para el carril 2-43 se cargan 

con 5µl de la muestra de DNA y se le adiciona 2µl de 6X TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Scientific, 

No. Lote 00752576), en el primer carril se coloca 3µl de 1Kb DNA Ladder (Axygen, No lote M-DNA -

1KB). El gel de electroforesis se corre a 80 Volts por 40 minutos  Una vez transcurrido el tiempo, con luz 

tenue se saca el casete y el gel se coloca en un contenedor con una disolución de SYBR® Safe DNA gel 

stain (Invitrogen, No lote 1880742) en buffer TAE, a una concentración 1:10,000, se cubre con aluminio 

y se deja en agitación por 30 minutos, transcurrido el tiempo se coloca en el transiluminador y se observa.  
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Imagen 1. Fotografía del gel agarosa: Comprobación de la integridad del DNA   

Se obtiene el un gel donde se pueden apreciar las bandas en un mismo peso molecular, que corresponden 

a 2500 pb.  

 

Genotipificación  

Se realiza genotipificación para rs7412 utilizando una sonda TaqMan® SNP Genotyping Assay (Número 

de catálogo C_904973_10, Applied Biiosystem, Foster City, CA, USA), para su preparación primero se 

realiza la preparación de la sonda TaqMan®, que se encuentra a una concentración 40X y se requieren 

stocks a 20X. Se debe diluir 1X TE buffer, que tiene una composición 10-mM Tris-HCL, 1mM EDTA, 

pH 8.0, en agua libre de DNAsas. Primero se calcula la molaridad del EDTA (Ambresco, No catálogo 

M101-500G) y Tris-HCL (US Biological, No. Lote T8650) y posterior cálculo para obtener la molaridad 

requerida, siendo necesario diluir 0.1576g/100ml de Tris-HCL y 0.0372g/100ml para la preparación del 

buffer. Después se filtra la solución en campana y se realizan 3 stocks de la sonda TaqMan® para su 

almacenamiento a una concentración 1:1 a un volúmen final 50µ, y el cuarto stock se prepara a la misma 

concentración, pero a un volumen final de 12µl. Se rotulan por números del 1 al 4 y se almacenan los tres 
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primeros a -20°C. y el cuarto se deja para su utilización. Se realiza la solución madre del total de muestras 

a preparar, de ahí se coloca la cantidad indicada en la tabla en los tubos eppendorf®, se le adiciona agua 

libre de DNAsas y el templado de DNA. En la primera corrida se hace una evaluación del rendimiento de 

las muestras con y sin solución-Q Se realiza conforme a las indicaciones de la fábrica a un volumen final 

de 25µl.  

 

Pasos para la preparación de la solución para PCR.  

Se trasladan en hielera al Instituto de Fisiología, donde son analizadas con el equipo StepOne plus 

(Applied Biosystems; USA). Las muestras son centrifugadas a 800 RPM durante dos minutos, previo a la 

colocación de la placa en el equipo. Posteriormente se abre el programa en la computadora, se selecciona 

“nueva corrida”, se le indica al programa que va a realizar una “genotipificación”, se agrega la “pre-

corrida” y se indican las temperaturas preestablecidas por fábrica.  

Una vez que finaliza la lectura se selecciona “analizar” y se obtienen los datos utilizando el software 

StepOne Plus™ (Applied Biosystem, USA).  

 

Imagen 2. Tomada del Manual TaqMan SNP, se muestra la sonda VIC para el Alelo 1 (en este caso C), 

y la sonda FAM para el Alelo 2 (en este caso T). 

 

Se especifican a continuación la secuencia genómica analizada:  

APOE E4    

e4 (c.388T4C) NM 000041.2      

rs7412(Homo sapiens) 
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CCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAG[C/T]GCCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGC 

Cromosoma: 19:44908822 

Gen: APOE  

Consecuencia funcional: missense 

Origen alélico:T(germline)/C(germline) 

Significancia clínica: Patogénico 

Validado por: 1000G, 2hit 2allele, cluster, frequency, hapmap 

Frecuencia alélica menor global: T=0.0751/376 

HGVS:  

NC_000019.10:g.44908822C>T, NC_000019.9:g.45412079C>T, NG_007084.2:g.8041C>T, N

M_000041.3:c.526C>T, NM_001302688.1:c.604C>T, NM_001302689.1:c.526C>T, NM_00130

2690.1:c.526C>T, NM_001302691.1:c.526C>T, NP_000032.1:p.Arg176Cys, NP_001289617.1:

p.Arg202Cys, NP_001289618.1:p.Arg176Cys, NP_001289619.1:p.Arg176Cys, NP_001289620.

1:p.Arg176Cys, XM_005258867.1:c.604C>T, XM_005258868.1:c.526C>T, XP_005258924.1:p

.Arg202Cys, XP_005258925.1:p.Arg176Cys 

 

APOE E2   e2 (c.526C>T) NM 000041.2  (p.Arg176Cys) 

Frecuencia alélica: 

● GO-ESP 0.06631 (T) 

● GMAF 0.07510 (T) 

● ExAC 0.07182 (T) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NC_000019.10&search=NC_000019.10:g.44908822C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NC_000019.9&search=NC_000019.9:g.45412079C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NG_007084.2&search=NG_007084.2:g.8041C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_000041.3&search=NM_000041.3:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_000041.3&search=NM_000041.3:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_000041.3&search=NM_000041.3:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_001302688.1&search=NM_001302688.1:c.604C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_001302689.1&search=NM_001302689.1:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_001302690.1&search=NM_001302690.1:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_001302690.1&search=NM_001302690.1:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NM_001302691.1&search=NM_001302691.1:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_000032.1&search=NP_000032.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289617.1&search=NP_001289617.1:p.Arg202Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289617.1&search=NP_001289617.1:p.Arg202Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289618.1&search=NP_001289618.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289619.1&search=NP_001289619.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289620.1&search=NP_001289620.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NP_001289620.1&search=NP_001289620.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=XM_005258867.1&search=XM_005258867.1:c.604C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=XM_005258868.1&search=XM_005258868.1:c.526C%3ET&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=XP_005258924.1&search=XP_005258924.1:p.Arg202Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=XP_005258924.1&search=XP_005258924.1:p.Arg202Cys&v=1:100&content=5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=XP_005258925.1&search=XP_005258925.1:p.Arg176Cys&v=1:100&content=5
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4.9 Recolección y análisis de los datos 

Se recolectaron los datos en una base de datos de SPSS. Se utilizaron media y desviación estándar para 

descripción de variables con distribución paramétrica, así como mediana y rango intercuartil para 

variables no paramétricas. Los resultados fueron analizados y realizó un análisis de equilibrio de Hardy 

Weinberg, para posteriormente analizar con Chi2 los resultados obtenidos. Se utilizó el software SPSS 

Inc. V21, Chicago, IL).   

4.10 Métodos estandarizados: recolección de muestras de sangre periférica en laboratorio del hospital.  

4.11 Consideraciones éticas y/o carta de consentimiento bajo información: todos los pacientes incluidos 

en el estudio entendieron, aceptaron y firmaron el consentimiento informado aprobado por los Comités de 

Ética e Investigación del hospital (COFEPRIS 17 CI 09 003 142) el 17 Jul 2018 con el número de 

protocolo INV-18-03. Para el desarrollo de este proyecto se tomaron en cuenta los principios de la 

declaración de Helsinki para investigación en humanos. 

4.12 Bioseguridad 

El riesgo biológico infeccioso por el manejo de muestras de sangre, se trabajó cumpliendo la Norma 

Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Protección ambiental, salud ambiental, residuos 

peligrosos biológico-infecciosos, clasificación y especificaciones de manejo para evitar la contaminación 

al medio ambiente y disminuir el riesgo para la salud humana.  

  



19 

 

19 

 

5. RESULTADOS 

Se incluyeron 71 pacientes con DMRE que cumplieron los criterios de inclusión. La media de edad de los 

pacientes con DMRE fue de 78.4 años (DE ± 8.05 años), 53 (75.6%) mujeres y 18 (25.4%) hombres. 

Tabla 1. Características demográficas y clínicas de los pacientes estudiados  

Característica N = 71 

Edad 78.7 ± 8 

Sexo femenino 53 (74.6%) 

Comorbilidades 

Diabetes mellitus 

Hipertensión arterial sistémica 

Alzheimer/Parkinson 

 

12 (16.9%) 

24 (33.8%) 

3 (4.2%) 

Capacidad visual 

mejor ojo, log MAR 

peor ojo, log MAR 

 

0.46 ± 0.38 

1.14 ± 0.67 

 

La mediana de capacidad visual en el mejor ojo fue de 0.3 log MAR (rango intercuartil 0.2 a 0.72), 

equivalente a 20/40 Snellen, y en el peor ojo fue de 1.0 log MAR (rango intercuartil 0.68 a 1.8), 

equivalente a 20/200 Snellen. En la figura 1 se grafica la visión.  

Figura 1. Capacidad visual en escala log MAR del mejor y peor ojo de los pacientes estudiados, se observa 

mediana, rango intercuartil, mínimo y máximo.  
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El 16.9% (n=12) padecían DM2, sin embargo sin retinopatía diabética, el 33.8% (n=24) hipertensión 

arterial sistémica, 4.2% (n=3) con algún tipo de demencia (Alzheimer o Parkinson), 2.9% (n=2) con 

hipotiroidismo, y 1.4% (n=1) artritis reumatoide. 

 

Análisis genético y alélico  

La prevalencia del polimorfismo C/T en los pacientes con DMRE fue de 38% (n=27).  

Figura 2. Porcentaje de pacientes con y sin el polimorfismo rs7412 del gen APOE. 
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No se encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar la proporción de pacientes con 

DMRE categoría 1 (33.3%) vs categoría 2 (38.1%)  que presentaron el polimorfismo (X2 p=0.763). Al 

dividir a los pacientes con DMRE por grupo de edad, en menores de 65 años, versus mayores de 65 años, 

sí hubo una tendencia, siendo que el 66.7% de los menores de 65 años presentaron el polimorfismo, versus 

36.5% de los mayores de 65 años, sin embargo estos resultados deben tomarse con cautela por el grupo 

tan pequeño de pacientes menores a 65 años analizados (Test exacto de Fisher p  = 0.296).  
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Figura 3. Prevalencia del polimorfismo por grupos de edad 
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En cuanto al genotipo encontrado en los pacientes, el 61.9% (n=44) se encontraron con el alelo C/C, el 

30.9% (n=22) con el alelo G/G, y el 7.2% (n=5) fueron heterocigotos, presentando el alelo C/G. Con 

estos datos, se calculó la frecuencia alélica observada C = 0.65, T = 0.35 utilizando el software en línea 

para cálculo de equilibrio de Hardy Weinberg desarrollado por Rodriguez et al (14). 

 

Tabla 2. Equilibrio de Hardy Weinberg.  

 

SNP 
N=71  

Frecuencia 
observada 

HWE 
Frecuencia 
esperada 

ꭓ2 Valor P 

rs7412 

 Genotípica 

CC      44 (0.619) 30.4 (0.855) 

53.043 <0.0001 CT      5 (0.070) 32.5 (0.139) 

TT      22(0.309) 8.1 (0.006) 

 Alélica 

C      46 (0.65) 67(0.9385) 
19.11 <0.0001 

T      25 (0.35) 4 (0.0615) 
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Figura 4. Prevalencia de homocigotos y heterocigotos.  
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Finalmente se compararon los alelos por sexo, encontrándose SNP homo o heterocigoto C>T del gen 

APOE en 30% (n=16) de las mujeres, versus 61.1% (n=11) en los hombres, siendo esta diferencia 

estadísticamente significativa, como se muestra en la Figura 5.  

Figura 5. Prevalencia de los alelos por sexo. 
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6. DISCUSIÓN 

El gen APOE codifica para la apoproteina E, una proteína que juega un papel principal  en el transporte y 

distribución de lípidos en el sistema nervioso central y periférico (15), está asociado a Alzheimer y se sabe 

que en Alzheimer y DMRE existe depósito de beta amiloide en SNC y sobre la membrana de Bruch, 

respectivamente. En este estudio se encontró una alta prevalencia del polimorfismo, más alta que la 

reportada en la literatura. Nuestros resultados no están en equilibrio de Hardy Weinberg, ya que la 

frecuencia observada fue estadísticamente diferente a la esperada para la población, antes se creía que los 

SNPs que no pasaban la prueba de equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) debían ser excluidos del análisis, 

sin embargo muchos investigadores han buscado las posibles causas de esta desviación del HWE, y las 

posibles causas incluyen errores de genotipificación, mezcla entre poblaciones, o duplicación segmentaria, 

sin embargo, estudios poblaciones a muy grande escala han encontrado variaciones estructurales 

abundantes en el genoma humano, incluyendo variaciones en el número de copias (CVN), lo cual sugiere 

que un número significativo de SNPs están dentro de estas regiones, lo que podría causar desviaciones del 

equilibrio HW.  

El gen tiene 3 alelos (E3, E3, y E5) cada uno codificando para diferentes isoformas de proteínas, siento 

E3 el alelo más común (16,17). Además, el alelo E2 de APOE, se ha propuesto como un gen que confiere 

riesgo incrementado de DMRE, sin embargo otros estudios no han encontrado esta asociación (18–21). 

Un estudio en 2006 reportó que los polimorfismos en APOE podrían aumentar el riesgo de progresión de 

la DMRE, y que las variantes alélicas tienen un papel específico dependiendo del sexo en los efectos de 

los alelos del gen APOE en DMRE y en otras enfermedades (por ejemplo cardiovasculares), Baird et al 

reportaron que las mujeres con el alelo E2 de APOE tienen un riesgo incrementado de DMRE (22), en 

nuestro estudio, encontramos mayor prevalencia de heterocigotos y homocigotos T/T en hombres que en 
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mujeres.  Se han realizado estudios previos de casos y controles en Países Bajos, Italia, Francia, Estados 

Unidos, Australia e Islandia, que reportan que el alelo E4 podría conferir un efecto protector contra la 

DMRE (6,23–27). Sin embargo, no hay una asociación entre el alelo E4 y la DMRE en otros estudios de 

Japón, Hong Kong y EUA (19,20,28,29). Un estudio reciente de Lituania que incluyó a 720 pacientes con 

DMRE, encontró que el genotipo ApoE 4/2 se observó con mejor frecuencia en mayores de 65 años con 

DMRE húmeda, comparada con controles sanos de esa edad, por lo que sugieren la hipótesis de un efecto 

protector de ApoE 4/2 para el desarrollo de DMRE en pacientes mayores (8). La heterogeneidad de estos 

resultados podría deberse a la diferente distribución basal de estos alelos dependiendo de las poblaciones 

étnicas estudiadas (30). Además, los estudios varían en cuanto a severidad y tipo de DMRE estudiada, que 

incluyó desde etapas tempranas hasta atrofia avanzada o DMRE neovascular. Un estudio realizado en EU 

examinó el efecto de los genotipos APOE y la historia de tabaquismo(31). El estudio se basó en la teoría 

de que el alelo E4 reduce el riesgo de DMRE y el alelo E2 lo incrementa (26). Un análisis posterior en 

2005 sugirió que en pacientes con DMRE húmeda (n=260), fumar confirió un mayor riesgo a los 

portadores del alelo E2, con una razón de momios de 1.9 para los portadores (p=0.11), 2.2 para los 

homocigotos de E3 (P=0.007), y de 4.6 para los portadores de E2 (p=0.001) cuando se compararon con 

controles no fumadores homocigotos E3. Ellos concluyen que fumar aumenta el riesgo en portadores del 

alelo E2 comparado con aquellos con otros alelos APOE (31).  Es interesante hacer notar que el hecho de 

que el polimorfismo se encuentre en menor frecuencia en mayores de 65 años podría sugerir cambios 

epigenéticos que eliminan su factor protector.  

Limitaciones  

Las limitaciones de este estudio incluyen su naturaleza transversal, en la que no hay forma de asociar el 

polimorfismo con el desarrollo de formas más agresivas de la enfermedad, además de que no se puede 
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identificar causalidad, y es difícil separar el polimorfismo como factor de riesgo o factor pronóstico. 

Además, el tamaño de muestra reducido, limita la validez externa de los resultados.   

 

7. CONCLUSIONES 

En este estudio en pacientes mexicanos, se encontró mayor prevalencia del SNP rs7412 de APOE en 

hombres que en mujeres, y la prevalencia global fue de 38%. 

 

 

8. RECURSOS 

8.1.1Recursos humanos  

Se contó con el apoyo técnico de una pasante de serivcio social, así como una estudiante de maestría.  

8.1.2 Recursos materiales 

Se utilizaron consumibles de laboratorio (tubos eppendorf, pipetas Pasteur de plástico, laminillas, cubre-

objetos, anticuerpos, anticuerpos acoplados a fluorescencia, reactivos diversos, parafina, xilenos, 

alcoholes, entre varios más). 

8.2 Recursos del Hospital 

OCT macular, agudeza visual, ERG, FAF, angiografía, toma de muestras clínicas. 

8.3 Financiamiento 

Este proyecto contó con financiamiento por parte de la Unidad de Investigación de la Asociación Para 

Evitar la Ceguera en México.  
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10. LISTA DE ABREVIATURAS 
DMRE          Degeneración Macular Relacionada a la Edad 

ABCA4 ATP-binding cassette (ABC) superfamily transmembrane protein 4 

APOE Apolipoproteína E 

 ARMS2 Age-Related Maculopathy Susceptibility 2 

 C3 Complemento 3 

 CST3 Cystatin-C 

 ERCC6 DNA excision repair protein 6 

 FBLN5 Fibulin5 

 HMCN1 Hemicentin1 

 HTRA1 Human Peptidase serin 1 

 MMP9 Metaloproteinase9 

 RAX2 Retina And Anterior Neural Fold Homeobox 2 

 TLR4 Toll-like Receptor 4 
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