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1 RESUMEN

Introduccion: La retinopatia diabética (RD) y el edema macular (EM) son una importante
complicacion de la diabetes y la primera causa de ceguera irreversible en adultos en edad
productiva. La obesidad, el sindrome metabolico y la diabetes son altamente prevalentes en
Yucatan, lo cual se ha ligado al componente genético unico Maya de la region. La etiologia
de la RD es multifactorial, con una heredabilidad que se ha estimado en 30 a 50%. Es por
esto que realizamos un estudio de casos y controles en poblacion yucateca para caracterizar
la RD clinica y bioquimicamente, asi como determinar si existe asociacion de la RD con los

polimorfismos rs2146323 de VEGFA y rs4295 de ECA.

Metodologia: Se llevo a cabo una campafia de deteccion de RD en el Hospital Regional de
Alta Especialidad de Yucatan de noviembre de 2017 a diciembre de 2018. Se obtuvo
historia clinica, signos vitales, somatometria, evaluacion de la dieta, muestra sanguinea y
revision con fotografias del fondo de ojo. Se obtuvieron determinaciones bioquimicas y se
realizd genotipificacion de las muestras sanguineas mediante PCR de tiempo real. Las
fotografias de fondo de ojo fueron clasificadas por dos oftalmologos y se determino la
concordancia de las clasificaciones. Se generd una base de datos en Excel y SPSS v.23.0 y

se aplico estadistica descriptiva y comparativa para el analisis de datos.

Resultados: Se reclutaron 191 pacientes, de los cuales 176 completaron el protocolo de
estudio. El promedio de edad fue de 55.79+11.76 anos; 62.3% fueron mujeres. La edad
media de diagndstico de DT2 fue de 44.5+11.3 afos; el tiempo de evolucion con DT2 fue
de 11.29+8.6 anos. El 80% de la poblacion estudiada tenia obesidad o sobrepeso. E1 70%
tenian un inadecuado control de la glucemia. La prevalencia de RD fue de 51.4%; 9%
tenian edema macular (EM). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos con
y sin RD en: tiempo de evolucion, edad de diagnostico, peso, indice de masa corporal
(IMC), 4cido urico, nitrogeno ureico, creatinina, urea y albumina. Hubo diferencias
significativas entre los grupos con y sin edema macular en: tiempo de evolucion, presion
arterial sistolica y VLDL. Las frecuencias alélicas y genotipicas del rs2146323 de VEGFA
en la poblacion estudiada fueron comparables a las frecuencias descritas para otras

poblaciones en proyecto 1000 genomas y cumplieron con el equilibrio de Hardy-Weinberg.



El homocigoto de riesgo del rs4295 de ECA se presentd con una frecuencia mayor en la
poblacion estudiada que en las poblaciones de referencia del proyecto 1000 genomas, y no
se cumplio el equilibrio de Hardy-Weinberg. No se encontrd asociacion de ninguno de
estos polimorfismos con la RD. La lengua maya se asoci6 con la presencia de RD (OR 3.5,

IC 1.5-8.2, p=0.004) y EM (OR 7.9, IC 2.03-30.8, p=0.003).

Conclusiones: La obesidad y el descontrol glucémico podrian contribuir a la alta
prevalencia de RD y EM en esta poblacion. Los polimorfismos estudiados no presentaron
asociacion con la RD en el presente estudio. Sin embargo, el hecho de que los maya-
hablantes presenten mayor riesgo sugieren factores genéticos involucrados que deben ser

estudiados a mayor profundidad.



2 INTRODUCCION

2.1 DEFINICION DE DIABETES TIPO 2

Segun la Asociacion Americana de Diabetes, la diabetes es “un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia, resultado de defectos en la secrecion de
insulina, la accion de la insulina o ambas”. Existen diversos tipos de diabetes, aunque la
clasificacion puede no ser tan sencilla. A grandes rasgos, la diabetes tipo 1 hace alusion a
un grupo de enfermedades heterogéneas y poligénicas, caracterizadas por alteraciones en
los procesos de inmunidad. Ante la susceptibilidad genética, factores ambientales no
definidos desencadenan la produccion de autoanticuerpos contra antigenos de las células f3
pancredticas, y culminan en deficiencia absoluta de insulina y necesidad de insulina
exogena (1). La diabetes tipo 2, que representa aproximadamente 95% de los casos de
diabetes, se caracteriza por resistencia a la insulina y deficiencia relativa de la misma. La
diabetes tipo 2 suele presentarse en la edad adulta y es multifactorial. A largo plazo, las

células B pancreaticas se agotan y se vuelve necesaria la insulina exdgena (2).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES TIPO 2

La prevalencia de Diabetes tipo 2 (DT2) se ha incrementado en la ultima década, segun la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés), una de cada 11 personas
padecen DT2 y México ocupa el sexto lugar mundial en nimero de personas con esta
patologia (3). A nivel Nacional, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) del 2016 el 9.4% de la poblacion adulta reportd tener un diagnostico previo
de diabetes; entre los estados que presentan mayor prevalencia de DT2 se encuentra
Yucatan con un 10.2% (4). En un estudio genético de DT2 realizado en Yucatan, se
encontro que 20% de la poblacion indigena presentaba DT2, de los cuales 60% no tenia

diagndstico previo (95).



La DT2 estda asociada con la incidencia de diversas complicaciones micro y
macrovasculares causadas por el descontrol metabolico, principalmente las hiperglucemias
prolongadas (6-8), las cuales pueden ser diagnosticadas a través de la cuantificacion de la
hemoglobina glicada (HbAlc) (9). El mayor riesgo de desarrollar complicaciones estd en

los pacientes con HbAlc entre 7% y 9%(10).

2.3 RETINOPATIA DIABETICA COMO COMPLICACION DE LA DIABETES TIPO 2

Una las complicaciones en la DT2 de mayor importancia clinica es la retinopatia diabética
(RD); se estima que a nivel mundial la RD se presenta en 35% de los pacientes con DT2
(7). La ENSANUT 2016, reporté que la pérdida de vision fue la complicacion mads
frecuente en la DT2 presentandose en 54.5% de los pacientes, de este porcentaje el 11.2%

reportaron tener dafio en la retina y el 9.9% reportaron pérdida total de la vista (4).

Otro de los factores que estan estrechamente relacionados con el desarrollo de la RD es el
tiempo de evolucion de la DT2. Al cabo de 15 afios con DT2, aproximadamente 2% de los
pacientes pierden por completo la vista y 10% sufren un deterioro grave de la vision (6,7),
lo cual coincide con estadisticas que sefialan a la RD como la complicacion microvascular
mas frecuente en DT2 (10). Los pacientes que sufren esta complicacion discapacitante se
encuentran habitualmente en edad productiva y ven su calidad de vida severamente

afectada (11,12).

2.3.1 Clasificacidn de la Retinopatia Diabética
La RD se define como la presencia de micro aneurismas en la vasculatura retiniana en al

menos un ojo. Ademas se pueden presentar otros cambios asociados a los micro aneurismas
como: exudados lipidicos, edema y hemorragias intrarretinianas, malformaciones
arteriovenosas, arrosariamiento venoso, lesiones algodonosas (isquemia retiniana) y
proliferacion de neovasos (13,14).
Existen diversas clasificaciones de la RD, entre las mas utilizadas se encuentran (13):
a) La clasificacion Airlie House, la cual se basa en estereofotografias de 7 campos del
fondo de ojo y se divide en niveles del 10 al 85. Esta clasificacion, por su

complejidad, no es una herramienta de uso cotidiano en la préctica clinica (13).
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b) La escala clinica Internacional de severidad de la retinopatia diabética (ICDSS, por
sus siglas en inglés). Desarrollada con base a los hallazgos de estudios relacionados
con la RD como es el caso del estudio epidemioldgico de la retinopatia diabética de
Wisconsin (WESDR, por sus siglas en inglés) y el estudio de tratamiento temprano
de retinopatia diabética (ETDRS, por sus siglas en inglés). Esta clasificacion es la
mas utilizada en la préctica clinica ya que es simple y facil de aplicar. En esta escala

se describen cinco estadios:

1. Sin retinopatia diabética aparente.

2. Retinopatia diabética no proliferativa (RDNP) leve: Se define por la
presencia de pocos micro aneurismas.

3. Retinopatia diabética no proliferativa Moderada (RDNP Moderada): Se
define por presencia de micro aneurismas, hemorragias intrarretinianas y/o
arrosariamiento venoso que no alcanzan la definicion de RDNP severa.

4. Retinopatia diabética no proliferativa Severa (RDNP Severa): Se define por
la regla del 4:2:1, que corresponde a hemorragias en cuatro cuadrantes y/o
arrosariamiento  venoso en dos cuadrantes y/o anormalidades
microvasculares intrarretinianas (AMIRes) en un cuadrante. Es el estadio
critico en el que 50% de los pacientes desarrollaran caracteristicas de alto
riesgo (de pérdida visual) si no se da tratamiento (14,15).

5. Retinopatia diabética proliferativa (RDP): Esta clasificacion se basa en la
presencia de neovasos en el nervio Optico, en cualquier parte de la retina, iris
y/o en el angulo camerular, asi como la presencia de hemorragia vitrea o

desprendimiento traccional de la retina (13).

c) Edema macular: Basado en la presencia de exudados y engrosamiento retiniano. Se
puede presentar en cualquier estadio de la retinopatia diabética. Se define como
leve, moderado y severo segun la distancia de las lesiones a la fovea (13).

d) Clasificacion fluorangiografica: Se clasifica segin la zona avascular foveal, la

pérdida capilar, la dilatacion capilar, las anormalidades arteriolares y del epitelio
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pigmentario de la retina, se realiza mediante una fluorangiografia de retina con
medio de contraste (13).

e) Clasificacion tomografica: Se basa en la evaluacion del edema macular a través de
una tomografia de coherencia Optica de la retina, sin embargo no es tutil para la
clasificacion de la retinopatia (13).

f) EURODIAB e ICDR (International Clinical Diabetic Retinopathy): se toma en cuenta el
grado de retinopatia diabética y el edema macular.

o Retinopatia de base, que corresponde a la retinopatia no proliferativa leve

o Retinopatia no proliferativa moderada (MDR)

o Retinopatia que amenaza la vision (VTDR), que incluye retinopatia no
proliferativa severa o proliferativa y/o edema macular

o Retinopatia diabética referible: incluye MDR y VTDR. Por lo general estos
grados de retinopatia son los que requieren intervencion y deben referirse al

especialista (16,17)

Para limitar el dafio y pérdida de la vision en las personas con DT2, es necesario detectar y
tratar los casos con retinopatia pre-proliferativa y/o edema macular. Las principales
dificultades para lograrlo son el acceso insuficiente a los especialistas y la baja sensibilidad
del examen clinico, aun cuando es realizado por oftalmélogos. Se ha reportado que la
sensibilidad del examen clinico es alrededor del 60%. Las fotografias del fondo de ojo

mejoran esta sensibilidad de un 87 a 100% (18).

2.3.2 Fisiopatogenia de la retinopatia diabética

En las personas con DT2, e incluso en personas con prediabetes, existen cambios
microvasculares caracteristicos que con el tiempo llevan a complicaciones multiorgénicas.
En el ojo la hiperglucemia conduce a neuropatia, catarata, isquemia retiniana, hemorragia

pre-retiniana, edema macular, glaucoma neovascular y desprendimiento de retina (18-22).

La fisiopatogenia de la RD esta relacionada con el incremento en la formacion de productos
finales de glicosilacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés), la actividad en la via del

sorbitol y la via de las hexosaminas, la produccion cronica de citocinas proinflamatorias y
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de especies reactivas de oxigeno, asi como activacion de la via de diacilglicerol
(DAG)/proteina cinasa C (PKC) y alteraciones en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) (18,23,24). La alteracion en estos procesos conlleva a la activacion del
proceso de apoptosis de los pericitos, generando dafio al endotelio y a la membrana basal
endotelial. Ademas se reduce la flexibilidad de los eritrocitos y leucocitos, lo cual genera
leucostasis y un ambiente de hipoxia retiniana (25). La hipoxia es un proceso en el cual se
estimulan diversos factores como el factor de transcripcion la inducible por hipoxia (HIF-
la, por sus siglas en inglés), que a su vez activa la expresion de genes como el del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), la eritropoyetina (EPO), la hemo oxigenasa (HO),

la adrenomedulina (AMD) y el transportador de glucosa 1 (GLUT-1) (26).

El dafio causado por la DT2 también afecta a las células nerviosas de la retina. Se ha
demostrado en modelos animales que hay activacion glial y aumento de la apoptosis en
células ganglionares, fotorreceptores y epitelio pigmentado de la retina, ain antes de que
existan cambios microvasculares detectables. En humanos se han detectado alteraciones en
la sensibilidad al contraste, la discriminacion de color y la adaptacion a la oscuridad que se
relacionan con cambios en estudios de electrofisiologia en dos afios después del diagnostico
de DT2. El principal metabolito neurotdéxico involucrado en la neurodegeneracion en

diabetes es el glutamato; la angiotensina II parece jugar también un papel (27).

Las vias finales en la RD entonces son: neurodegeneraciéon, dafio a la barrera
hematorretiniana con aumento de la permeabilidad vascular, oclusion vascular y

desregulacion de la angiogénesis.

Aunque existen diversas vias involucradas, la via del VEGF es la mas estudiada, ya que se
ha utilizado como blanco de terapias para el edema macular y la retinopatia proliferativa,
debido a que aumenta la permeabilidad vascular e induce la proliferacion de neovasos (28).
Sin embargo, la fisiopatogenia de la RD es muy compleja, lo que genera un campo amplio
de estudio para la investigacion y la busqueda de estrategias que ayuden a comprender esta

patologia en su totalidad.
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2.3.3 Factores de riesgo para retinopatia diabética

Entre los factores clasicos que influyen en la presencia y severidad de la RD estan la
hiperglucemia, el descontrol de la presion arterial sistémica y la dislipidemia (7,29-31).
Diversos estudios han demostrado que un control estricto de la DT2 retrasa la progresion de
la RD, ya que reducciones de 1% en la HbAlc disminuye el riesgo de complicaciones
microvasculares. Sin embargo, la caida brusca de la glucemia puede aumentar la progresion
de la RD transitoriamente (9,10,32—34). El descontrol de la presion arterial es un factor de
riesgo que se ha asociado consistentemente con la RD (29,35-37); sin tener una clara
asociacion de la dislipidemia con el desarrollo de la RD (38-40). Adicionalmente, se ha
considerado a la miopia como un factor protector, encontrdndose que a mayor longitud
axial del globo ocular el riesgo de RD es menor (41,42). Otros factores relacionados con la
progresion del descontrol metabdlico en la RD son el tipo y tiempo de evolucion de la DT

(6,15,37,43) (Tabla 1).

Tabla 1. Asociacion del tiempo de evolucion de la diabetes con la prevalencia de RD

(15).

Diabetes tipo 1 Diabetes tipo 2

Tiempo de Prevalencia Tiempo de Prevalencia
evolucion de la deRD evolucion de la deRD
patologia patologia

Menos 5 afios Muy bajo 11-13 afios 23 %

5- 10 afios 27 % 13 -16 anos 44 %

10-20 afios 71-90 % 16-20 afnos 60 %

Mas de 20 afios 95 % 20-30 anos 77 %

Mas de 30 afios 96 %

El tiempo de evolucion, la glucemia, la hipertension arterial y otros factores externos

explican 50-80% de los casos de RD en los pacientes con DT2 (44). Debido a ello, se han
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propuesto factores genéticos y epigenéticos involucrados en la RD como factores de riesgo
o proteccion (45-47).

2.3.4 Genética de la retinopatia diabética

Es innegable el papel de los factores genéticos en la susceptibilidad a RD, ya que diversos
estudios han identificado una mayor frecuencia de RD en ciertos grupos étnicos como:
hispanos, asiaticos y africanos (7,30,48-50). Ademas, estudios en gemelos y en familias
indican que la RD es altamente heredable: se estima la heredabilidad en 27% para RDNP y
52% para RDP (51).

La relacion de la variabilidad genética con la susceptibilidad a RD y RDP ha sido
ampliamente investigada a nivel de genes candidatos, estudios de ligamiento genético,
GWAS y estudio de haplotipos (52—-55). Se han identificado variantes genéticas asociadas a
RD en:

- Enzimas involucradas en metabolismo

- Factores involucrados en el proceso de angiogénesis

- Factores de crecimiento

- Factores de regulacion del crecimiento celular

- Moléculas inflamatorias

- Sistema antioxidantes (18,53,54,56-89)
La variabilidad genética proviene de cinco fuentes principales: sustitucion de un solo par de
bases (SNP), insercion, delecion, variacion en el numero de copias y rearreglo de
cromosomas. Un polimorfismo es un cambio en la secuencia del DNA, cuya frecuencia en
la poblacion es superior al 1%. Més de 200 polimorfismos genéticos han sido asociados en
uno o mas estudios a la presencia y progresion de la RD proliferativa y no proliferativa. En

la tabla 2 se muestran los 10 principales.

Los SNPs son relativamente frecuentes en el genoma y difieren entre poblaciones. Pueden
servir como marcadores bioldgicos o estar directamente asociados a la susceptibilidad o
proteccion de ciertas enfermedades (90). La prevalencia y severidad tanto de la DT2 como
de la RD parece ser mas elevada en poblaciones hispanas en comparacion con caucasicos

(48,91,92). En México se ha encontrado que la obesidad, el sindrome metabdlico y la
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diabetes son mas frecuentes en la zona maya que en el resto del pais. La poblacion de la

zona Maya se caracteriza por su mestizaje con una importante proporcion del componente

nativo americano. Este componente nativo americano corresponde casi exclusivamente al

componente ancestral inico Maya (5,93).

Tabla 2. Diez genes principales con polimorfismos asociados a RD

RD RDP RDNP
Gen Nombre Gen Nombre Gen Nombre
Moléculas de Factor de fie(z:ti(;;ien to de
ICAM-1 adhesion intracelular | VEGF crecimiento VEGF .
. endotelial
1 endotelial vascular
vascular
Factor de ) .
VEGF  crecimiento ACE Enzima convertidora | 5 pqaq  Aldo-ceto
. de angiotensina reductasa 1
endotelial vascular
. Complejo
AGT Angiotensina cxcLip  Ligando e SDHB  Succinato
quimiosina 12 .
deshidrogenasa
PON1 Paraxonasa 1 UCP2 Proteina RBP3 Prg‘felna ) de
desacoplante 2 union al retinol 3
AGTRI Rec'eptor tipo 1 de CYR61 Inductqr - GEER Fact.or. de
angiotensina anigogénico 61 crecimiento
sopy  SuPer oxido | ) g Interleucina 6 SARDH ~ Sarcosina-
dismutasa 1 Deshidrogenasa
Factor de necrosis Enzima
SIRT1 Sirtuina 1 TNF-a ACE convertidora de
tumoral alfa . )
anglotensina
CRP Proteina C reactiva EPO Eritropoyetina CHN2 Quimerina 2
. . Serina
THBS1  Trombospondina 1 SERPINF1 Serpina 1 SDS deshidratasa
) Lisina
GADz  Clutamato PDR Desorden - pigmento | \1ron  etiltransferasa
descarboxilasa 2 reticulado D

RD: Retinopatia Diabética;, RDP: Retinopatia Diabética Proliferativa; RDNP: Retinopatia Diabética No
Proliferativa. * Fuente: DisGENET.

Por lo que se podrian identificar polimorfismos asociados a pacientes de alto riesgo de

desarrollar RD mediante el andlisis genético de DIAGRAM (94), lo cual genera un amplio
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campo de investigacion, ya que hay pocos estudios genéticos asociados al desarrollo de

ésta.

Entre los méas estudiados se encuentran el VEGF, involucrado en el proceso de angiogénesis
y para el cual se han identificado al menos 15 polimorfismos relacionados con RD y con el
riesgo de presentar edema macular diabético (67,72,78,84,95,96). Lo anterior se ha
utilizado como estrategia en el campo de la farmacogenética, ya que se ha reportado que el
genotipo CC del polimorfismo C634G del gen VEGF se asocia a mayor riesgo de edema
macular, pero una mejor respuesta al tratamiento con bevacizumab (antagonista de VEGF),

mientras que los genotipos CG y GG tienen una menor respuesta al mismo tratamiento
(61).

Otros polimorfismos que son de gran importancia en la RD, son en los genes que codifican
para los transportadores de glucosa y iones (SLC2A1/GLUT1, SLC2A11 y SLC24A3), cuyas
variaciones genéticas se han relacionado con la RD severa y progresion de RD en

afroamericanos y malayos (47,96).

Asi como también el gen de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS3) que induce
vasodilatacion y cuyas variaciones podrian sugerir su papel en el desarrollo de la RD en

diferentes poblaciones (96).

2.3.4.1 rs2146323 (VEGFA)
El gen VEGFA se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 y codifica para el

factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGFA). Es altamente polimorfico, ya que
consta de ocho exones y seis intrones, que pueden dar lugar a siete isoformas pro-
angiogénicas y una isoforma anti-angiogénica, mediante empalmes alternativos. Las
modificaciones traduccionales y postraduccionales de VEGFA determinan su
biodisponiblidad, localizacion y su interaccion con los receptores VEGFR1 y VEGFR2, asi

como con el correceptor neuropilina 1 (87,97,98).

El VEGFA es miembro de la familia de factores de crecimiento PDGF/VEGF, proteinas
con un importante papel en el proceso de angiogénesis. El receptor VEGFR2, acoplado a

tirosina cinasa, es la principal via de sefializacion de VEGFA. Entre sus efectos
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predominantes se encuentra la proliferaciéon, migracion y supervivencia de las células

endoteliales vasculares, asi como el aumento de la permeabilidad vascular.

En la RD el VEGFA es el principal promotor de la formacion de neovasos, y juega un papel
preponderante en el aumento de la permeabilidad vascular, que resulta en edema de retina y
edema macular diabético (99). En la Tabla 3 se enumeran los estudios de asociacion de

VEGFA con RD.
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Tabla 3. Estudios de casos y controles que asocian polimorfismos de VEGFA con RD

Casos/
SNP Pais OR CI p Referencia
controles
15699947 China 129/139 3.54 1.12-11.9 | 0.031 | Yang2011
rs833061 China 129/139 372 | 1.17-11.85| 0.026 | Yang2011
rs13207351 | China 129/139 376 | 121-11.71| 0.02 | Yang2011
rs3025035 Gonzalez-
rs3025021 México 71/71 -- -- NS Salinas
r$2010963 2017
rs833069 | Turquia 127 ND ND 0.031 Te;(l)‘l"ggl“
rs2146323 | Turquia 127 ND ND 0.069 Te;(l)‘l"ggl“
. Abhary
rs2146323 | Australia 212/275 2009
rs2146323 2.8 1.46-5.37 | 0.006
15699947 3.8 1.91-7.57 | <0.001
China 216/284 Yang 2014
rs833061 3.6 1.79-7.22 | 0.001
rs13207351 3.7 1.86-7.39 | <0.001
Reino Churchill
12146323 | 45/61 0.076 | 0.0096-0.6 | 0.0009 5008
rs2146323 1.67 1.01-2.74 | 0.047 | Nakanishi
Japon 254
rs833070 1.67 | [1.01-2.54 | 0.047 2009

ND= no disponible

En un metaandlisis de 11 estudios de casos y controles no se encontrd asociacion de
rs2010963, rs699947 ni rs3025039 con RD. En contraste, hubo asociacion significativa de
dos SNP con RD: rs3025039 (modelo recesivo, OR = 3.19, 95% CI = 1.20-8.41) y
r$s833061 (modelo recesivo, OR=2.12, 95% CI =1.12-4.01) (100).

El polimorfismo rs2146323 ha sido replicado en diversas poblaciones. Es una variante

intronica C>A (+5092) en el gen del factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGFA),
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con una frecuencia del alelo menor (A) alrededor de 0.3 (101). Se ha asociado con la
presencia y progresion de RD, asi como con la respuesta a inhibidores de VEGF en edema
macular diabético y en degeneracion macular relacionada a la edad (87,96,102—106). Un
metaanalisis que incluyd 4 estudios con un total de 598 casos y 709 controles (asidticos y
caucasicos) encontrd asociacion significativa del rs2146323 con RD en el modelo

dominante (OR=1.38, CI=1.10-1.72, P=0.005) y co-dominante (OR=1.37, CI=1.08—
1.74, P=0.008) (107).

Figura 1. Representacion esquematica del cromosoma 6 y el gen VEGFA.
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2.3.4.2 rs4295 (ECA)
La enzima convertidora de angiotensina (ECA), también conocida como peptidil-

dipeptidasa A, es una peptidasa que cataliza la conversion de la angiotensina I en
angiotensina II. De esta forma produce vasoconstriccion, ademas de inactivar a las

moléculas vasodilatadoras bradicinina y la kalicreina, aumentando asi la presion arterial.
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ECA es expresada principalmente en células endoteliales vasculares y en los pulmones. Sin
embargo, se ha encontrado RNA mensajero de ECA en todos los tejidos humanos. ECA
estd involucrada en los procesos de coagulacion, hematopoyesis, mielopoyesis, respuesta
inmune, produccion de especies reactivas de oxigeno, digestion, fertilidad y desarrollo

embrionario (108).

Los niveles plasmaticos de ECA tiene una gran variacion interindividual, que esta
determinada en gran parte por variaciones genéticas. En concreto, el polimorfismo de
insercion/delecion (I/D) en el intron 16 del brazo largo del cromosoma 17 se correlaciona
con la concentracion sérica de ECA, de tal forma que el homocigoto DD presenta las mas
altas concentraciones, el homocigoto II las concentraciones mas bajas y el heterocigoto ID
concentraciones intermedias de esta enzima en sangre. Se han descrito alrededor de 80
polimorfismos en el gen ECA, muchos de ellos se encuentran en desequilibrio de
ligamiento con el polimorfismo I/D, y varios se han asociado con hipertension arterial,
enfermedad cardiovascular y nefropatia en diversas poblaciones, incluida la mexicana

(108-112).

La hipertension arterial es mas frecuente en las personas con diabetes que en la poblacion
general, y aumenta el riesgo de complicaciones vasculares, incluida la RD
(29,35,36,48,113—115). El uso de inhibidores de ECA se ha asociado con una disminucion
en el riesgo de RD, independientemente del control de la presion arterial (116), lo que

sugiere otras vias mediante las cuales ECA incide en la RD.

En ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, el uso de inhibidores de ECA
disminuy6 la expresion de retiniana de VEGF y la permeabilidad retiniana a la albimina.
Este efecto podria estar mediado por la angiotensina II, la cual estimula la expresion de

VEGEF in vitro (117).

21



Figura 2. Esquema de interacciones entre ECA 'y VEGFA
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13.5%, amarillo=predicciones 6.35%, lavanda=colocalizacién 6.17%, acqua=vias 4.35%, verde=interacciones

genéticas 1.40%, amarillo=dominios de proteinas compartidos 0.59%.

El polimorfismo rs4295 es una variante intronica C>G en el gen de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA), con una frecuencia del alelo menor cercana a 0.4 (118). ECA
cataliza la conversion de angiotensina I en angiotensina II, y forma parte fundamental del
sistema renina-angiotensina-aldosterona, y por lo tanto en el control del tono vascular y la
presion arterial. Ademas juega un papel importante en la remodelacion vascular (119). Las

isoformas de ECA son resultado del empalme alternativo.
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Figura 3. Representacion esquematica del cromosoma 17 y el gen ECA
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La RD es una causa importante de discapacidad visual, principalmente en pacientes con

DT2 que se encuentran en edad productiva (12). La DT2 y sus complicaciones son
altamente prevalentes en Yucatdn. Esto podria estar relacionado con el componente
genético maya presente en la poblacion yucateca (5,120). El fenotipo de la DT2 y sus
complicaciones, asi como la respuesta al tratamiento se ven influenciados por factores
genéticos, que son particulares de cada poblacion (99,121). Sin embargo los individuos de

Latinoamérica estan subrepresentados en los estudios genéticos (92).
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4 JUSTIFICACION

Las estadisticas a nivel mundial muestran que existen mas de 400 millones de diabéticos
(3); en México, y especificamente en Yucatéan, la prevalencia de DT2 se ha reportado entre
10% y 20% de la poblacion adulta (4,5,122). Una tercera parte de los pacientes con DT2
desarrollara RD y 10% presentaran pérdida visual irreversible (7). La susceptibilidad al
desarrollo de la RD es variable, ya que solo el 50% de los casos se explica por el control
metabdlico (51). Los factores genéticos pueden jugar un papel importante tanto en el
desarrollo de RD como en la respuesta a diferentes tratamientos (99,103). En la poblacion
yucateca no se conocen los factores involucrados en la susceptibilidad a desarrollar DT2 y
sus complicaciones. De hecho, el conocimiento actual de estos factores genéticos en la
poblacion de Yucatan es muy limitado o nulo. Por lo cual, la identificacion de
polimorfismos y su asociacion con el desarrollo, severidad y progresion de la RD en
poblacion maya generard conocimiento que permita la personalizacion de la medicina como

estrategia en la prevencion, la deteccion y el tratamiento de la RD.
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5 HIPOTESIS

Los polimorfismos de VEGFA rs2146323 y ECA rs4295 se asocian con retinopatia

diabética en poblacion Maya-mestiza del sureste de México.
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6 OBJETIVO GENERAL

Identificar si existe asociacion de los polimorfismos rs4295 de ECA y rs2146323 de

VEGFA con retinopatia diabética en diabéticos tipo 2 del sureste de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

P Determinar la frecuencia de los polimorfismos rs2146323 de VEGFA y rs4295 de
ECA en yucatecos con DT2.
P Caracterizar la retinopatia diabética en poblacion yucateca.

P Identificar factores de riesgo para retinopatia diabética en poblacion yucateca.
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO
Estudio de casos y controles.

7.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Casos
Criterios de inclusion:

- Personas mayores de 18 afios de edad con diagnostico previo de DT?2.

- Personas que tengan al menos un apellido maya en las tres generaciones previas.

- Personas que presenten signos de retinopatia diabética: microaneurismas,
hemorragias  intrarretinianas, exudados lipidicos, lesiones algodonosas,
anormalidades microvasculares intrarretinianas, neovasos, hemorragia vitrea o
desprendimiento traccional de la retina.

Criterios de exclusion:

- Personas cuyas condiciones no permitan la adecuada visualizacion del fondo de ojo:
catarata, opacidad corneal, pobre dilatacion pupilar.

- Personas con otras enfermedades que pudieran causar retinopatia: sometidos a
radiacion, VIH +, oclusion vascular retiniana.

Criterios de eliminacion

- Personas con datos incompletos.

- Personas con muestra sanguinea inadecuada o insuficiente.

- Personas que decidieron no continuar en el estudio.

Controles
Criterios de inclusion:
- Personas mayores de 18 afios de edad con diagndstico previo de DT2.

- Personas que tengan al menos un apellido maya en las tres generaciones previas.
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- Personas que no presenten signos de retinopatia diabética: microaneurismas,
hemorragias intrarretinianas, exudados lipidicos, lesiones algodonosas,
anormalidades microvasculares intrarretinianas, neovasos, hemorragia vitrea o
desprendimiento traccional de la retina.

Criterios de exclusion:
- Personas cuyas condiciones no permitan la adecuada visualizacion del fondo de ojo:
catarata, opacidad corneal, pobre dilatacion pupilar.
Criterios de eliminacion
- Personas con datos incompletos.
- Personas con muestra sanguinea inadecuada o insuficiente.

- Personas que decidieron no continuar en el estudio.

7.3 TAMANO DE MUESTRA

Se determind que se requieren 92 casos y 92 controles mediante aproximacion de
POISSON con ayuda de la calculadora de tamafio de muestra en linea GRANMO version

7.12 para estudios de casos y controles.

Se establecio un riesgo alfa de 0.05, contraste bilateral y riesgo beta 0.20. Se consider6 una
proporcion de retinopatia diabética de 0.3. La OR minima a detectar se estipuld en 2.6 con

una razon casos: controles 1:1. Se estim6 una tasa de pérdida de 0.1.

7.4 MATERIAL Y METODOS

Los participantes fueron reclutados en campafias de deteccion de retinopatia diabética
realizadas en el Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan
(HRAEPY) entre noviembre de 2017 y diciembre de 2018 y en la campaina de deteccion de
retinopatia diabética DIABETIMSS de la Unidad de Medicina Familiar 60 en la ciudad de

Me¢érida, Yucatan en diciembre de 2018. El protocolo de investigacion fue aprobado por el

29



Comité de Etica e Investigacion del HRAEPY con numero de protocolo HRAEPY 2017-
019 (Anexo 1). Previa explicacién y firma de consentimiento informado (Anexo 2), a los
pacientes se les realiz6 somatometria y toma de signos vitales; extraccion de sangre venosa
periférica; historia clinica general y oftalmolégica (Anexo 3); recordatorio de dieta de 24
horas (Anexo 4) y frecuencia semanal de alimentos (Anexo 5); revision de fondo de ojo y

fotografias de fondo de ojo con camara Zeiss Visucam.

Las muestras de sangre se separaron en 2 tubos con EDTA para analisis de hemoglobina
glicada y extraccion de DNA, y un tubo sin EDTA con gel separador (BD vacutainer) para
determinacion de glucosa, urea, creatinina, nitrogeno ureico, acido turico, colesterol HDL y
LDL, VLDL, triglicéridos, proteinas, albimina, globulina, aspartato aminotransferasa y
alanino aminotransferasa. Los andlisis bioquimicos se realizaron en el laboratorio del
Hospital Juarez de México. La medicion de hemoglobina glicada se realizd en el
laboratorio del HRAEPY, ambos cuentan con certificacion PACAL (Programa de

Aseguramiento de la Calidad para los Laboratorios).

La extraccion de DNA se realizé en el Parque Cientifico y Tecnologico de Yucatan (PCYT)
mediante técnica modificada de Miller (Anexo 6). Se realizo la cuantificacion del DNA y la
verificacion de pureza con equipo Multiskan GO y Software Skanlt 5.0. Se verificd la
integridad del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Anexo 7). Se realizd
la dilucion de cada muestra en agua estéril para obtener una concentracion de 20 ng/ul y se

almacenaron las muestras a -20°C.

La genotipificacion se realizd6 mediante PCR tiempo real con un equipo QuantStudio 5,

utilizando sondas TagMan (Anexo 8).
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7.5 DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA

VARIABLE DEFINICION TIPO DE | DEFINICION BEHDAD
CONCEPTUAL VARIABLE OPERACIONAL
MEDIDA
Homocigoto
AA (alelo
. menor)
Ger}otlpo del L Se obtendra mediante Homocigoto
152146323 polimorfismo Categorica PCR cC (alelo
rs2146323
mayor)
Heterocigoto
CA
Homocigoto
CcC (alelo
. menor)
Gepotlpo del L Se obtendra mediante Homocigoto
rs4295 polimorfismo Categorica
PCR GG (alelo
rs4295
mayor)
Homocigoto
CG
Numero de afios | Cuantitativa Se obtendré segin 5
Edad . . la fecha de | Afios
cumplidos discreta .
nacimiento.
. Masculino/femeni Cualitativa Masculino/femenin
Género . M/F
no nominal 0
Se clasificara | Ausente
Presencia de mediante la | RDNP leve
Retinopatia micro aneurismas | Cualitativa revision de fondo | RDNP
diabética en al menos un | ordinal de 0jo bajo | moderada
0jo dilatacion pupilar y | RDNP severa
fotografias clinicas. RDP
Tiempo de | Numero de afios o Se obtendra 5
. Cuantitativa . Afios
evolucion de | desde el discreta mediante
DT2 diagnostico cuestionario.
Se obtendra a partir
Glucemia Concentraglgn de Cuantitativa de una l’IIUGSFI'?. .de mg/dL
glucosa sérica en . sangre  periférica
central continua .
ayuno. por método
enzimatico.
Egrrr(l:sni{)einade 112 Cuantitativa Se obtendré a partir
HBAIlc & d . de una muestra de | %
se encuentra continua -
. sangre periférica.
glicada.
Concentracion de e Se obtendra a partir
Hb hemoglobina  en Cuaptltatlva de una muestra de mg/dL.
continua

sangre total.

sangre periférica.
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Presion

Se obtendrd con

arterial Tension flrterlal C.uantltatlva esfigmomanometro Hg
. s durante la sistole. discreta
sistolica manual.
Presion Tension  arterial o Se obtendra con
. Cuantitativa ) ,
arterial durante la . esfigmomanometro mmHg
R ., discreta
diastolica diastole. manual.
Colesterol Concentracion de Cuantitativa Se obtendra a partir me/dL
colesterol total . de una muestra de
total . continua e
sérico en ayuno. sangre periférica.
Colesterol Concentracion de Cuantitativa Se obtendra a partir me/dL
colesterol  LDL . de una muestra de
LDL L continua Cpr s
sérico en ayuno. sangre periférica.
Colesterol Concentracion de Cuantitativa Se obtendra a partir me/dL
colesterol  HDL . de una muestra de
HDL . continua s
sérico en ayuno. sangre periférica.
o C.onf:e,nt.racmn de Cuantitativa Se obtendra a partir mg/dL
Triglicéridos triglicéridos continua de una muestra de
séricos en ayuno. sangre periférica.
Concentracion de o Se obtendra a partir
A Cuantitativa P mg/dL
Urea urea sérica en . de una muestra de
continua -
ayuno. sangre periférica.
N Conc'er'ltramon, .de Cuantitativa Se obtendra a partir mg/dL
Creatinina creatinina  sérica . de una muestra de
continua s s
€n ayuno. sangre periférica.
Kg/m?
Normal:
18.5-24.99
Se obtendra el | Sobrepeso:
., o cociente del peso | 25-29.99
IMC R:SI(E)ICI?[I;Ha entre ggﬁ;:glwa sobre la  talla | Obesidad I:
peso y talia. elevada al | 30-34.99
cuadrado. Obesidad 1I:
35-39.99
Obesidad III:
> 40
Pérdida
progresiva,
permanente €
irreversible de la
tasa de filtracion
Insuficiencia glomerular @ lo Cualitativa Se . obtendra Presente/
largo de un tiempo . mediante
renal X 1 nominal . . ausente
variable  pérdida cuestionario.
progresiva,
permanente €

irreversible de la
tasa de filtracion
glomerular a lo
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largo de un tiempo
variable

Tratamiento para
eliminar residuos
de la sangre que

ya no pueden ser Cualitativa Se obtendra
Didlisis eliminados por el nominal medla.lnte . Si/No
e~ . cuestionario.
rinén debido a
insuficiencia
renal.
Ulceracion,
infeccion y/o
gangrena
asociados 2| cualitativa Se obtendra
Pie diabético neuropatia nominal mediante Si/No
diabética y cuestionario.
diferentes grados
de enfermedad
arterial periférica
Reseccidn
quirdrgica de ,

. algun miembro Cualitativa Se . obtendra ,
Amputaciones . . mediante Si/No
secundario a nominal . )

. . cuestionario.
complicaciones de
DT2.
Cardiopatia Angina o infarto Cualitativa Se . obtendra ,
ok . . mediante Si/No
isquémica asociado a DT2. nominal . .
cuestionario.

, Neuropatia _r Se obtendra
Neuropatia \rop Cualitativa . ,
diabética sensorial y motora nominal mediante Si/No

asociada a DT2. cuestionario.
Medicamentos
que S | Cualitativa Se obtendrd g?l?sbre de
Tratamiento aDT2inistre al nominal mediante medicamento
sujeto de forma cuestionario. s
habitual.
Ingesta de Cualitativa Se ) obtendra Si/No
Ingesta de alcohol . mediante
alcohol nominal . )
cuestionario.
) . L Se obtendra Si/No
. Uso de cigarrillos | Cualitativa .
Tabaquismo . mediante
de tabaco nominal . .
cuestionario.
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7.6 ANALISISESTADISTICO

Se genero6 una base de datos codificada anonimizada incluyendo la informacién de cada una
de las variables de estudio, comenzando por las caracteristicas sociodemograficas de los
pacientes, signos vitales, datos somatométricos, antecedentes personales no patologicos y
patologicos, antecedentes heredofamiliares, medicamentos, historia clinica oftalmolédgica,
exploracion oftalmologica, incluyendo la estadificacion de la retinopatia diabética,

parametros bioquimicos y datos de genotipo.

Se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en el grupo de casos como en el de
controles comparando la frecuencia de cada genotipo en los grupos con los genotipos
esperados mediante prueba de chi cuadrada. La frecuencia alélica y genotipica de los
polimorfismos 152146323 de VEGFA y rs4295 de ECA se obtuvieron mediante conteo
directo. Las frecuencias obtenidas se compararon entre el grupo de casos y el de controles,
asi como con las frecuencias reportadas para otras poblaciones en HapMap, mediante chi

cuadrada.

Se organizé la descripcion de la poblacion estudiada mediante medidas de frecuencia y
proporcion para las variables categoricas, asi como de tendencia central y dispersion para
las numéricas. Se obtuvieron graficas y tablas para representar los resultados. Se usé prueba
de Kolmogorov-Smirnoff para determinar la distribucion de los datos. Se realizaron
contrastes entre grupos estableciendo un nivel de confianza de 95% y las diferencias entre
grupos se consideraron significativas cuando p<0.05. Seglin la normalidad de los datos se
aplico t de Student o U de Mann-Whitney, para comparacion de medias entre dos grupos;
para comparar entre mas de dos grupos se aplic6 ANOVA o Kruskall-Wallis. Se usé chi?

para comparar las proporciones.

Cuando las variables dependientes fueron dicotdmicas, se generaron modelos de regresion
logistica para variables dependientes binarias con estimacidon de Razéon de Momios (RM),

de modo que cuando p<0.05, se consideraron directamente asociados (propension) los
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valores con RM>1.00 e inversamente (proteccion) aquellos con RM<1.00 para variables
como complicacion o rechazo. El modelo final se establecid con los criterios de maxima

verosimilitud y varianza explicada, expresada en la pseudo R2.

Todos los andlisis de estadistica descriptiva, contraste de hipdtesis y modelajes

inferenciales se realizaron empleando el programa SPSSv.21¢
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8 RESULTADOS

Se reclutaron 193 sujetos, de los cuales dos no completaron el cuestionario ni la revision de
fondo de ojo, por lo que fueron eliminados. Diecisiete pacientes no completaron el proceso
de toma de muestra sanguinea, éstos se incluyeron Unicamente en el andlisis
epidemiologico. Los 19 pacientes eliminados corresponden al 10% de pérdida considerada

en el calculo del tamano de muestra.

8.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION

Para el analisis epidemioldgico se incluyeron 191 sujetos con edad promedio de
55.79+11.76 anos, de los cuales 62.3% fueron mujeres (figura 4); 32% tenian un apellido
Maya y 22% dos apellidos Mayas, el 45% restante no tenia ningtin apellido Maya, pero si
lo tenian sus padres o abuelos (figura 5). El 35% eran Maya hablantes (figura 6). Ochenta
por ciento eran casados (figura 7) y 92% provenian de medio urbano (figura 8). En las

figuras 9 y 10 se muestra la distribucion por ocupacion y escolaridad.

Figura 4. Distribucion del total de la poblacién estudiada por edad y sexo.

SEXO
MASCULINO FEMENINO

80

EDAD (aNOS)
3
1
(sonv) ava3

=
kil

20

T T T 1 T T T
150 100 50 ] 50 100 150
Frecuencia Frecuencia

Se muestran las frecuencias por edad y sexo
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Figuras 5-10: Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion estudiada.

Figura 5. Apellidos Mayas

Total=192

Figura 7. Estado civil

Total=192

Figura 9. Escolaridad

Total=192

Figura 6. Lengua Maya

[ Ninguno
B Uno
I Dos

I Nohabla
64.7% | mm Sihabla

Total=192

Figura 8. Procedencia

[ Soltero
I Casado [ Rural
B Urbana
Total=192
Figura 10. Ocupacion
O Hogar
[ Ninguna B Empleado
B Primaria Il Empleo infomal
B Secundara Il Profesionista
E Fm(a:m [ Pensionado
IoEncatura
B Fosgrado S Deempisado

Total=192
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8.2 DIABETES Y COMORBILIDADES

En cuanto a los antecedentes personales patoldgicos y no patologicos, el 100% de los
sujetos tenia diagndstico de DT2. La edad media de diagndstico de DT2 fue de 44.5+11.3
afos (figura 11). El tiempo de evolucion de la DT2 fue de 11.29+8.6 afios (figura 12). El

99% tenia un tratamiento establecido (figura 13)

Catorce por ciento fumaban tabaco y 41% consumian alcohol (figuras 14 y 15). Cincuenta
y dos por ciento tenian diagndstico de hipertension arterial; 43% tenian diagnostico de
hipercolesterolemia y 44% de hipertrigliceridemia (figuras 16-18); 8% tenian antecedente
de cardiopatia isquémica; 1% tenia nefropatia diabética; 0.5% requeria didlisis por

insuficiencia renal; 11.5% tenia pie diabético y 4.7% tenia amputaciones por este motivo.

Figuras 11y 12. Distribucion de la poblacion segun la edad de diagndstico y los afios desde el
diagndstico de DT2 (tiempo de evolucion)

Figura 11. Edad de diagnostico Figura 12. Tiempo de evolucion DT2
SEXO SEXO
MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO
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Figura 13. Tratamiento para DT2
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Figuras 14-18. Se muestran los porcentajes de sujetos con comorbilidades
previamente diagnosticadas y tratadas.

Figura 14. Tabaguismo Figura 15. Consumo de alcohol
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Figura 16. Hipertension Arterial Figura 17. Dx previo hipercolesterolemia
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Figura 18. Dx previo hipertrigliceridemia
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Los datos somatométricos mostraron que la mitad de los sujetos presentaban talla baja
(<1.50mts); 17.6% sobrepeso y 73.1% obesidad seglin el IMC; el 78% present6 obesidad

central de acuerdo al indice cintura-cadera (figuras 19 y 20).

Figuras 19 y 20. Caracteristicas somatométricas de la poblacion estudiada.

Figura 19. Estratificacion por IMC Figura 20. Obesidad central (ICC)

9.3%

1 Normal
[ Sobrepeso
Il Obesidad

17.6%

Total=192 Total=192

En la figura 19 se muestra el porcentaje de pacientes con sobrepeso y obesidad seguin su indice de masa
corporal (IMC). Se ajusto para talla baja en los casos que asi lo requirieron. En la figura 20 se muestra
el porcentaje de pacientes con obesidad central segun el indice cintura-cadera (ICC)

La distribucion de los antecedentes heredofamiliares fue DT2 (72.5%); hipertension (54%);
obesidad (37%); hipercolesterolemia (30%) e hipertrigliceridemia (26%).

8.3 RETINOPATIA DIABETICA

En la exploracion oftalmologica se encontrd al 39.6% de los participantes con catarata;
51% con retinopatia y 9% con edema macular. La distribucion de la RD segun el estadio, y

la frecuencia de edema macular se esquematizan en las figuras 21 y 22.

La prueba de concordancia para la clasificacion de RD entre los dos observadores arrojo

una kappa de 0.72 (p=4.6x10'"). En el caso de edema macular la concordancia kappa fue

de 1.0 (p=4.7x10%).
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Figura 21. Retinopatia diabética
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Se muestran las frecuencias de cada estadio de RD (RDNP=retinopatia diabética no proliferativa;
RDP= retinopatia diabética proliferativa; RDFC= retinopatia diabética fotocoagulada; HV=

hemorragia vitrea; DR=desprendimiento de retina).

Figura 22. Edema macular

90.9%

Total=192
Se muestra el porcentaje de sujetos con edema macular diabético (EM).

8.4 RESULTADOS B10QUIMICOS

Para el andlisis bioquimico y genético se incluyeron 176 participantes (88 casos-88
controles), los resultados revelaron descontrol metabdlico con la siguiente distribucion:
77% con glucosa en ayuno mayor a 130 mg/dl, 72% con HbAlc mayor a 7% (figuras 20 y
21); 40% con hipercolesterolemia (colesterol >200 mg/dL) y 62% hipertrigliceridemia
(triglicéridos > 150 mg/dL); 49.7% con hipoalfalipoproteinemia (HDL<50mg/dL). El 13%
tenia presion arterial sistolica mayor a 140 mmHg y 7% tenia presion arterial diastolica

mayor a 90 mmHg.
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Figura 23. Control Glucémico Figura 24. Control HbAlc

[ <130mg/dL
B =130mg/dL
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M =27%

n=176 =117

En la figura 23 se muestra el porcentaje de sujetos con glucemia en ayuno < 130 mg/dl. En la figura 24
se muestra el porcentaje de sujetos con HbAlc <7%.

8.5 RESULTADOS MOLECULARES

Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2146323 de VEGFA y rs4295 de
ECA se muestran la tabla 4, junto con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Este se cumplid
para el 1s2146323 de VEGFA y en el grupo control del rs4295 de ECA, pero no se cumpli6
en el grupo de casos para el 14295 de ECA. No hubo diferencias significativas en las

frecuencias alélicas o genotipicas entre los casos y los controles.

No se encontrd asociacion significativa entre los genotipos y la RD en el modelo dominante

ni en el recesivo (tabla 5).

Las frecuencias de los alelos de VEGFA 152146323 encontrados en esta poblacion son
semejantes con lo reportado en 1000 genomas para poblaciones americanas (0.27),
europeas (0.34) y globales (0.28). Las frecuencias de los alelos de ECA rs4295 son
significativamente diferentes de las reportadas en 1000 genomas para poblaciones europeas
(0.37) y globales (0.36). La diferencia no fue significativa respecto a la frecuencia

reportada en americanos (0.28).
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Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas.

VEGFA rs2146323 AA CC CA A C HWE
Casos 11.6 453 43 33 67 0.77
Controles 11.1 46.7 42.2 32 68 0.73
p 0.98 0.88
ECA rs4295 CcC GG CG C G HWE
Casos 11.6 58.1 30.2 27 73 0.02
Controles 6.7 65.6 27.8 21 79 0.21
p 0.43 0.35

Se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas en porcentajes. Chi cuadrado de Pearson para comparacion

entre grupos.

Tabla 5. Ausencia de asociacion entre los modelos dominante y recesivo de rs2146323

y rs4295 con RD.

Modelo Genotipo OR IC 95% P
estadistico

VEGFA rs2146323

Recesivo AA vs CC+CA | 0.89 0.28-2.7 0.84
Dominante CCvs AA+CA | 0.81 0.39-1.67 0.57
ECA rs4295

Recesivo CCvs GG+CG | 0.92 0.23-3.7 0.91
Dominante GG vs CC+CG | 1.47 0.69-3.1 0.31

Regresion logistica multinomial, intervalo de confianza 95%. Covariables: edad, sexo, tiempo de evolucion,

control glucémico.
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8.6 ESTADISTICA COMPARATIVA

Al comparar las proporciones entre grupos con y sin retinopatia diabética, las pruebas de
chi cuadrado mostraron diferencias en lengua Maya (p=0.045), tiempo de evolucién mayor

a 8 afos (p<0.001) y edad de diagnostico menor de 40 afios (p<0.001). Ver figuras 25 a 27.

Figura 25. Lengua maya Figura 26. RD*Tiempo de evolucion
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Figura 27. RD*Edad de diagnéstico
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Se muestran las proporciones de cada caracteristica en los grupos con y sin retinopatia diabética (RD).

Al comparar a los pacientes con retinopatia referible (no proliferativa severa o peor) con no
referible (sin retinopatia, con retinopatia no proliferativa leve o moderada), se encontraron
diferencias significativas en la lengua maya (p=0.002), tiempo de evolucidon mayor a 8 afios

(p<0.001) y edad de diagnostico menor a 40 afios (p<0.001). Ver figuras 28-30.
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Figura 28. RD referible*Lengua Maya Figura 29. RD referible*Tiempo de evolucién
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Figura 30. RD referible*Edad de diagnéstico
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Se muestran las proporciones de cada caracteristica en personas con retinopatia referible y no referible

En el caso de retinopatia proliferativa vs retinopatia no proliferativa hubo diferencias
significativas en sexo (p=0.021), medio rural vs urbano (p=0.04), lengua Maya (p=0.03),
tiempo de evolucion mayor a 8 afos (p<0.001) y edad de diagndstico menor a 40 afios

(p=0.003). Ver figuras 31-34.

Figura 31. RDP*Sexo Figura 32. RDP*Lengua Maya
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Figura 33. RDP*Tiempo de evolucién Figura 34. RDP*Edad de diagnéstico
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Se muestra la proporcidn de cada caracteristica en las personas con retinopatia no proliferativa
(RDNP) y retinopatia proliferativa (RDP)
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La prueba de chi cuadrada para edema macular mostr6 diferencias en las proporciones de
medio rural vs urbano (p=0.021), lengua maya (p=0.001), presion arterial sistélica mayor a
140 mmHg (p=0.001) y tiempo de evolucidon mayor a 8§ anos (p=0.018). Ver graficas 35 a
37.

Figura 35. Edema Macular*Lengua Maya Figura 36. Edema Macular*Tiempo de evolucién
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Figura 37. Edema Macular=presion arterial sistémica
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Se muestra la proporcién de cada caracteristica en personas con y sin edema macular. PAS= presion arterial
sistemica
En la comparacion de medias de pacientes con y sin retinopatia para las variables con
distribucion normal (t-student) se encontrd diferencia significativa en peso (p=0.004), IMC
(p<0.001), edad de diagnostico (<0.001) y acido trico (p=0.025). Las comparaciones de
variables no pardmetricas se realizaron mediante U-Mann-Whitney, encontrando
diferencias en didmetro de cintura (p=0.031), diametro de cadera (p=0.047), tiempo de
evolucion (p<0.001), nitrogeno ureico (p<0.001), creatinina (p<0.001), urea (p<0.001),
albamina (p=0.046). En la tabla 6 se presentan las medias/medianas con desviacion

estandar/rangos intercuartilicos, asi como la p para las variables investigadas.

47



Tabla 6. Estadistica comparativa Retinopatia Diabética

Variable Sin Con P
retinopatia retinopatia
Peso (kg) 75.3+15.7 69+13 0.004
IMC (kg/m?) 32.1+5.7 29+4 <0.001
Edad de diagndstico (afios) 47.6+10.5 41+11 <0.001
Acido arico (mg/dl) 4.9+1.6 5.6+1.7 0.025
HbA1c (%) 8.4+2 8.8+2 NS
Presion arterial sistélica 120(110,130)  120(110,130) NS
(mmHg)
Presion arterial diastélica 70(60,80) 70(60,80) NS
(mmHg)
Diametro cintura (cm) 104(94,112) 100(93,106) 0.031

Diametro cadera (cm) 110 (102,118)  105(100,112) 0.04

Indice cintura cadera 0.93(0.89,0.97) 0.93(0.89,0.96) NS

Tiempo de evolucién DT2 5(2,10) 15(10,20)  <0.001
Glucosa(mg/dl) 151(113,245)  165(113,227) NS
Nitrégeno ureico (mg/dl) 14(12,18) 19(15,27) <0.001
Creatinina (mg/dl) 0.78(0.66,0.9) 0.99(0.77,1.24) <0.001
Urea (mg/dl) 30(25,38) 39(30,57) <0.001
Colesterol (mg/dl) 188(154,220)  189(157,213) NS
Trigliceridos (mg/dl) 177(132,282)  176(132,246) NS
HDL (mg/dl) 47.5(40,56) 43(37,53) NS
TG/HDL 3.9(2.6,5.5) 4.4(2.5,6.2) NS
LDL (mg/dI) 110.5(89,142)  111.6(90,147) NS
VLDL (mg/dl) 39(27,57) 36(28,50) NS
Proteinas (mg/dl) 7.8(7.5,18.4) 7.8(7.3,8.1) NS
Albtmina (mg/dl) 4.6(4.3,4.9) 4.5(4.1,4.7) NS
Globulinas (mg/dl) 3.3(3,3.6) 3.3(3.1,3.6) NS
Albumina/globulina 1.4(1.3,1.5) 1.3(1.2,1.5) NS

Comparacion de medias entre casos con RD y controles sin RD (t-de Student y U de Mann-Whitney).
Se muestra la media + DE o la mediana con rangos intercuartilicos. Significancia p<0.05 para nivel de
confianza 95%. NS=no significativo.

En el caso de edema macular tinicamente resultaron significativas las diferencias en tiempo
de evolucion (p=0.008) y colesterol VLDL (p=0.02). Estos resultados se presentan en la
tabla 7.
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Tabla 7. Estadistica comparativa Edema Macular

Variable Sin edema Con edema P
macular macular

Edad (afios) 55.3+11.9 60+9 NS

Peso (kg) 72.5+15.2 65+7.3 NS

IMC (kg/m2) 30.7+5.3 28.2+3.2 NS

Edad de diagndstico (afios) 44.5+11.3 44+11.8 NS

Acido arico (mg/dl) 5.3+1.7 5.4+1.4 NS

HbA1c (%) 8.6+2 8.8+1.9 NS

Presion arterial sistélica 120(110,130)  115(110,140) NS
(mmHg)

Presion arterial diastélica 70(60,80) 70(62,80) NS
(mmHg)

Diametro cintura (cm) 102(94,109) 100(95,104) NS

Diametro cadera (cm) 107(101,115)  106(100,112) NS

indice cintura cadera 0.93(0.89,0.97) 0.92(0.89,0.97) NS

Tiempo de evolucién DT2 10(4,16) 16(13,18)  0.008
(afios)

Glucosa (mg/dL) 163(114,244)  131(104,217) NS

Nitrégeno ureico (mg/dL) 17(13,22) 18(13,28) NS

Creatinina (mg/dL) 0.87(0.72,1.13)  0.99(0.74,1.1) NS

Urea (mg/dL) 35(28,46.7) 39(28,56) NS

Colesterol (mg/dL) 188(154,218)  175(158,205) NS

Triglicéridos (mg/dL) 180(132,277)  155(109,179) NS

HDL (mg/dL) 45(37,53) 48(40,65) NS

TG/HDL 4.2(2.7,6) 3.3(1.9,49) NS

LDL (mg/dL) 111(89,146) 111(88,125) NS

VLDL (mg/dL) 39(28,57) 31(21,35) 0.02

Proteinas (mg/dL) 7.9(7.4,8.3) 7.4(6.7,8) NS

Albtmina (mg/dL) 4.6(4.3,4.8) 4.2(4,4.7) NS

Globulinas (mg/dL) 3.3(3.1,3.7) 3.2(2.5,3.4) NS

Albumina/globulina 1.4(1.2,1.5) 1.4(1.3,1.6) NS

Comparacion de medias entre casos con y sin edema macular (t-de Student y U de Mann-Whitney). Se
muestra la media + DE o la mediana con rangos intercuartilicos. Significancia p<0.05 para nivel de
confianza 95%. NS=no significativo

El grado de retinopatia diabética se correlaciond con: peso (p=0.011), IMC (p=0.002),
acido trico (p<0.001), edad de diagnostico (p<0.001), didmetro de cadera (p=0.046),
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tiempo de evolucion de la diabetes (p<0.001), nitrégeno ureico (p<0.001), urea (p<0.001),
creatinina (p<0.001) y albumina (p=0.009).

Se realiz6 regresion logistica multinomial para corroborar la relacion entre lengua maya y
retinopatia diabética, ajustando por edad, género y tiempo de evoluciéon. Se obtuvo una
diferencia significativa (p=0.004) con un OR de 3.5 (IC 1.5-8.2). En el caso de edema
macular, se corrobor¢ la relacion con lengua maya con una p=0.003, OR 7.9(IC 2.03,30.8).
La presion arterial sistélica mayor a 140 mmHg confiere un OR de 5.8 (IC 1.8-18.9) para

desarrollar edema macular (p=0.003).

8.7 ANALISIS NUTRICIONAL

En el andlisis nutricional se encontr6 que los pacientes con retinopatia consumen mayor
porcentaje de proteinas, y menos carbohidratos, fibra y hierro que los pacientes sin

retinopatia.

Tabla 8. Analisis nutricional en retinopatia diabética

Variable Sin retinopatia Con p
retinopatia
Proteinas (%) 18(14,20) 20(16,26)  0.005
Carbohidratos  191(138,273) 179(113,218) 0.017
(gr)
Carbohidratos 766.8(553,1092) 718(454,872) 0.017
(kcal)

Hierro (mg) 11(8,16) 9.5(7.1,12.2) 0.019
Fibra (gr) 16(9,23) 11.2(7.6,18.5) 0.007

Comparacion de medias entre casos con y sin RD (t-de Student y U de Mann-Whitney). Se muestra la
media + DE o la mediana con rangos intercuartilicos. Significancia p<0.05 para nivel de confianza 95%

Los pacientes con edema macular consumieron menos kilocalorias, lipidos, proteinas y

calcio que los pacientes sin edema macular.
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Tabla 9. Andlisis nutricional edema macular

Sin edema macular Con edema macular p
Variable

Kcal totales 1426(1111,1827) 1136(785,1468) 0.028
Proteinas (gr) 71.3(53,90) 55(34,70) 0.02
Proteinas (kcal) 285(215,362) 221(139,281) 0.02
Lipidos (gr) 45(29,62) 20(13,43) 0.005
Lipidos (kcal) 408(262,559) 181(123,393) 0.005
Calcio (mg) 580(347,868) 403(147,744) 0.032

Comparacion de medias entre casos con y sin EM (t-de Student y U de Mann-Whitney). Se muestra la
media + DE o la mediana con rangos intercuartilicos. Significancia p<0.05 para nivel de confianza 95%
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9 DISCUSION

La poblacion estudiada consistid en su mayoria de mujeres (63%), con edad promedio de
56 afios. No hubo diferencias significativas en edad y sexo entre los grupos con y sin
retinopatia. Los participantes provenian de medio urbano, es decir, de poblados con mas de
2500 habitantes. No fue motivo de este trabajo la evaluacion del nivel socioeconémico, sin
embargo, el maximo grado de estudios puede funcionar como una medida indirecta: donde

tres cuartas partes de los participantes tenia solo educacion basica.

Otros estudios de incidencia y prevalencia de RD en México reportan promedios de edad de

55 a 65 aios, igualmente con una mayoria de mujeres (91,123).

El 99% de los participantes contaba con tratamiento para la diabetes, pero solo el 30%
tenian un adecuado control de la glucemia y la HbAlc. La edad de diagnodstico promedio
fue de 44+11 anos. El 75% de los pacientes tenian antecedente heredofamiliar de DT2. El
80% presentd el IMC e ICC alterado. Esto podria estar relacionado con la teoria del
genotipo ahorrador que en ciertas poblaciones, como la americana, la habilidad para ahorrar
y almacenar energia conferia una ventaja evolutiva durante las migraciones prolongadas, y
que las variantes genéticas que determinan estas caracteristicas estan mas conservadas en
las poblaciones americanas, lo que las predispone, en el actual ambiente de alta

disponibilidad de alimentos, a la obesidad y a la diabetes (124).

Se ha descrito previamente que los pacientes con diagnostico de DT2 antes de los 45 afios
de edad tienen mayor riesgo de complicaciones macrovasculares y microalbuminuria. Los
pacientes con DT2 de inicio temprano (<45 afios) también tienden a tener mas componentes
del sindrome metabdlico, lo que puede contribuir a mayor susceptibilidad para el desarrollo
de complicaciones micro y macrovasculares, y al dificil control metabdlico. El indice de
masa corporal se ha relacionado inversamente con la edad de inicio de la DT2 (125-127).
La edad de inicio de diabetes reportada para mexico-americanos de San Antonio, Texas fue
de 47 a 53 afios, esta edad se considerd temprana y se relaciond con loci especificos para

inicio temprano de DT2 (128).
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La prevalencia de RD en este estudio fue de 52%, lo que es superior al 35% reportado a
nivel mundial, y al 38% reportado para México (7). La prevalencia que encontramos es mas
consistente con el 54% de diabéticos que reportaron pérdida visual en ENSANUT 2016,
aunque en esta encuesta no se especifica la causa de pérdida visual, y es muy probable que
este porcentaje se refiera también a la pérdida visual por catarata (129). Rodriguez-
Villalobos realiz6 un estudio de cohortes basado en poblacion en personas con diabetes no
insulinodependiente de Ledn, Guanajuato, México entre 1992 y 2004. Encontr6 una
incidencia de RD de 71% y una progresion de 72% a 12 afios, pero no reportd prevalencia
(91). Prado-Serrano realizé un estudio retrospectivo que incluyd 13670 personas con DT1 y
DT?2 que acudieron al servicio de Oftalmologia del Hospital General de México entre 1978
y 2008, la prevalencia de RD fue de 71%, de los cuales 63% tenia variedad proliferativa; el
edema macular se encontré en 16% de las personas estudiadas (123). Estas altisimas
prevalencias probablemente se deban a que el estudio se realizd entre pacientes de un
servicio de oftalmologia, y que el diagnostico y clasificacion se realizaron mediante

fluorangiografia de retina, la cual tiene mayor sensibilidad para RDP y EM.

En el presente estudio el edema macular estuvo presente en 9% de los casos, lo que es
mayor a lo reportado a nivel internacional, pero coincide con lo descrito en la poblacion
Maya de la region de Chiapas (130). El 25% de los pacientes requerian ser referidos y
tratados por un especialista, sin embargo, la mayoria nunca habian sido revisados. El 18%
tienen o han tenido proliferacion que amenaza a la pérdida visual. La proporcion de
pacientes que requieren intervencion, pero nunca han sido revisados es alta, de ahi la
importancia de desarrollar sistemas de deteccion y referencia adecuados para estas
poblaciones. Mendoza-Herrera propuso una herramienta de tamizaje para RD en adultos de
bajos ingresos en México. Evalud variables bioquimicas, antropométricas, clinicas y
sociodemograficas de 1000 adultos con diabetes en comunidades de bajos ingresos en
Meéxico entre 2014 y 2016. El promedio de edad fue de 57 afios, el 73% fueron mujeres;
31.7% tuvieron RD y 7.1% tuvieron RDP activa. Los factores de riesgo encontrados fueron:
resistencia a la insulina, falta de actividad fisica, descontrol glucémico (>126 mg/dl),

presion arterial sistolica >140 mmHg (37).
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Los tres factores que se relacionaron consistentemente con la RD fueron: tiempo de
evolucion, edad de diagnostico y lengua Maya. El principal factor asociado a RD y EM fue
el tiempo de evolucion, el cual es el principal factor de riesgo conocido para RD
(7,29,30,113,131). Esto es debido a que el efecto de la hiperglucemia sobre las células
nerviosas y la vasculatura de la retina es cronico. Sin embargo, la variabilidad
interindividual en el momento de presentacién de RD no se explica unicamente por el
control glucémico. En el presente estudio encontramos que algunos participantes
desarrollaron retinopatias muy severas con menos de 5 afos de evolucion y otros no
presentaron RD después de 20 o 30 anios del diagndstico de DT2, a pesar de tener muy mal
control glucémico. Estos fenotipos extremos pueden permitirnos identificar factores de
susceptibilidad y factores protectores para RD. A futuro, el reclutamiento de mas personas
con fenotipos extremos podria ser una buena estrategia para identificar polimorfismos de

riesgo o de proteccion para la RD.

En nuestro estudio, la edad temprana de diagnéstico se relaciond con la RD. Esto coincide
con diversos estudios que evidencian una aparicion mas frecuente y temprana de
complicaciones micro y macro vasculares en las personas diagnosticadas con DT2 antes de

los 45 afos (81,125,126).

La presion arterial sistolica mayor de 140 mmHg se relacion6 con EM. Otros estudios
coinciden en que la presion arterial sistolica aumenta el riesgo de complicaciones micro y
macrovasculares en diabéticos (35,131). Llama la atencion que, a diferencia de otros
estudios, no se encontro relacion de la glucemia en ayuno o de la HbAlc con la RD. Esto
puede atribuirse a la naturaleza transversal del estudio, ya que se desconocen los valores de
glucemia y HbAlc de los sujetos antes de desarrollar la RD. Otra posible explicacion es
que el porcentaje de participantes con descontrol glucémico es muy alto en ambos grupos,

por lo cual no se logra apreciar una tendencia.

La edad de inicio temprana, los antecedentes heredofamiliares de DT2 y la lengua Maya
apuntan hacia factores genéticos de susceptibilidad para DT2 y sus complicaciones.
Diversos estudios han encontrado mayor riesgo para RD en personas con ascendencia

mexicana (115,128,132). Esta descrito que la genética de la poblacidn mexicana contiene
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componentes ancestrales unicos que se relacionan con mayor severidad de enfermedades
metabolicas, por ejemplo, portar la variante R230C del gen ABCALI tiene un efecto tan
importante en el metabolismo, que en nifilos mexicanos en edad escolar se ha relacionado

con niveles altos de triglicéridos y niveles bajos de colesterol HDL (92,93,133).

Ademas de la ancestria, la lengua Maya también puede relacionarse con una mayor
marginacion, menor nivel educativo, menor cultura de la salud, menor acceso a los
servicios médicos. Como se menciond anteriormente, en este estudio se considero como
parametro indicativo del nivel socioeconémico la escolaridad. En el analisis multivariado la
escolaridad se relacion6 con la RD hallazgo predecible si se considera que la baja

escolaridad se relaciona con la lengua Maya.

El peso, el IMC y el didametro de cintura y de cadera son menores en los pacientes con RD.
Esto puede deberse a cambios de los habitos después de haber presentado una
complicacion. También es posible que al tener mas tiempo de evolucion puedan tener otras
complicaciones como nefropatia, gastropatia, pérdida del apetito, mayor deficiencia de

insulina, mayor catabolismo y caquexia.

El 4cido urico, el nitrogeno ureico, la creatinina y la urea fueron consistentemente mayores
en los pacientes con RD. Esto probablemente esté relacionado con una disminucion
subclinica de la funcion renal por microangiopatia, aunque 99% de los sujetos estudiados
no tenian insuficiencia renal ni nefropatia diabética diagnosticada. Estos pardmetros
podrian servir como indicadores para la referencia al especialista para revision del fondo de
0jo, y viceversa, los pacientes con retinopatia deben ser evaluados por el nefrologo. La
asociacion del &cido urico con RD y su papel en la fisiopatogenia de la misma ha sido
explorado en diversas instancias: estudios en japoneses y taiwaneses coinciden en que el
acido urico elevado es un factor de riesgo independiente para RD. Se ha propuesto que el
mecanismo de accion esta relacionado con aumento de sefalizacion en la via Notch, lo que
aumenta la inflamacion y el estrés oxidativo. El uso de alopurinol en ratas ha reducido los

efectos del 4cido urico y la glucosa en el estrés oxidativo (43,134-137).

Nutricionalmente, en promedio todos los sujetos llevan dietas hipocaldricas y muy bajas en

fibra. Los sujetos con RD consumian mds proteinas y menos carbohidratos que los sujetos
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sin RD. Los sujetos con edema macular consumian menos calorias, proteinas y lipidos que
los sujetos sin edema macular. Esto pudiera ser atribuible a cambios en la dieta iniciados a
partir de la aparicion de complicaciones, como la disminucion de la vision.
Adicionalmente, los sujetos con RD consumian significativamente menos hierro y fibra que
los sujetos sin RD. La deficiencia de hierro puede contribuir a la hipoxia, que es uno de los
principales mecanismos fisiopatogénicos de la RD. La falta de fibra en la dieta por un lado
afecta la absorcion intestinal, y por otro lado afecta a la microbiota intestinal. Ambos
mecanismos podrian afectar a los niveles de glucemia, inflamacion, y por consiguiente a la
RD. Otros estudios han encontrado un efecto protector de la fibra dietética contra RD (138—
140). Los pacientes con edema macular consumian significativamente menos calcio que los
sujetos sin edema macular. El calcio puede jugar un papel en la permeabilidad vascular y en
las interacciones de las células endoteliales y los pericitos, los cuales juegan un papel

fundamental en el edema macular (141,142).

El polimorfismo rs4295 de ECA no cumpli6é con el equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo
que no son aplicables los analisis del mismo. La frecuencia del alelo menor fue mayor de lo
esperado en la poblacion yucateca, lo que indica que esta variante podria haber presentado
una ventaja evolutiva en esta poblacion. La frecuencia alélica en yucatecos fue semejante a
la reportada en americanos y mexicanos, pero fue significativamente diferente de la
reportada en europeos en 1000 genomas. Seria interesante explorar la relacion de esta
variante con la hipertension arterial y la nefropatia diabética, que son aun mas frecuentes
que la RD en estas poblaciones, sin embargo, en este estudio no fue posible realizar la
asociacion entre la variante y la hipertension arterial dado que los pacientes tenian

tratamiento con antihipertensivos (137,143).

El polimorfismo rs2146323 de VEGFA cumpli6é con el equilibrio de Hardy Weinberg. Los
analisis de asociacion fueron negativos para RD y edema macular. Sin embargo, hay
estudios que contrastan, Yang et al reportd asociacion del haplotipo GAA de
rs2010963/rs833069/rs2146323 con RD en chinos (87). Un metaandlisis que incluyo
estudios en asiaticos (chinos) y caucdsicos (australianos, finlandeses e ingleses) se confirmé

la asociacion del rs2146323 con RD (107). Este mismo polimorfismo mostrd que el
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homocigoto del alelo menor es un factor de riesgo para progresion de RD en japoneses con
DTI1, aunque esta asociacion fue tan solo marginalmente significativa (106). En Turquia se
encontrd una tendencia de asociacion del rs2146323 con la severidad de la RD (103). A
pesar de que este SNP ha mostrado asociacidon con RD en poblaciones asidticas y

caucasicas, esto no fue replicado en la poblacion yucateca en el presente estudio.

La ausencia de asociacion entre los polimorfismos genéticos y la RD puede deberse a que
tienen un origen caucasico y dado el componente genético Maya de la poblacion estudiada
es entendible el resultado, por otro lado el hecho de que se asoci6 la lengua Maya con la
RD sugiere fuertemente la presencia de polimorfismos propios del componente genético
Maya que estan implicados en el desarrollo de la RD en esta poblacion. Este fondo genético
de susceptibilidad al desarrollo de la RD debe ser investigado para sentar las bases de la
medicina personalizada en esta poblacion. En el futuro estudios de los fenotipos extremos,
GWAS y nuevas técnicas de secuenciacion nos permitiran una mayor comprension de los

factores genéticos subyacentes a la RD en nuestra poblacion.
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10 CONCLUSIONES

e La frecuencia de RD en la poblacion Maya es superior a la media nacional e

internacional.
e Los polimorfismos rs4295 de ECA y el rs2146323 VGFA no se asocian a la RD.

e [a asociacion de la lengua Maya y la RD sugiere la existencia de polimorfismos
genéticos involurados en el desarrrollo de esta complicacion propios de la poblacion

Maya.

e Es necesario profundizar en el estudio de los factores genéticos y ambientales

subyacentes al desarrollo de la RD.
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12 ANEXOS

121 APROBACION DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION

SALUD | i

SECHETARU DF SALUD %

| &
~r g Hospitnl Reglonsl de Adta Especialidad de la
Peninsula de Y ooatan

OFICIO CEN014/2018
Comité de Etica en Investigacion

Mérida, Yucatan a 20 de febrero de 2018

Asunto: Dictamen de protocalo 2017-019

Dra. Marta Alicia Menjivar Iraheta
Responsable de la Unidad de Medicina Personalizada UNAM/HRAEPY
PRESENTE

Con relacién al protocolo con nimero 2017-018, titulade “ldentificacion de
polimarfismos genéticos asociados a retinopatia diabética en poblacion yucateca”;
el cual, usted funge como investigadar principal; y enviados a este comité por via
electranica el dia 28 de noviembre de 2017; recibido los ajustes el 11 de febrero de
2018 y durante la sesion del 8 de febrero de 2018, se realizd la revision de los
siguientes documentos:

1. Datos de identificacidn

2. El protocolo en su versidn 2

3. El consentimiento informado en su version 2

4. Hoja de conflicto de interés

5. Instrumentos de recoleccion de datos (Hoja de recoleccion de datos)

Le informo, que al evaluar dicho protocolo como riesgo minimo, y al cumplir con
todos los requisitos establecidos, el dictamen fue:

APROBADO

Asi mismo, se le hace entrega en forma impresa y por medio electrdnico, del farmato
de consentimiento informado con fecha de autorizacion y de vigencia, el cual no
podra ser madificado por ningtin medio.

De igual manera le informo, que NO EXISTE, ningin conflicto de interés por los
integrantes del comité de ética para la revision de su protocolo.

La responsabilidad del CEl incluye el seguimiento del estudio, por lo que se le
recuerda el compromiso gue usted como investigador hizo a este comité, en donde
se ponen los mecanismos de entrega de enmienda, término o cancelacion del

SALUD

Alentamente e

) ' HESIETAL RECHINAT B
n W T8 SRECIALIAD DE LA
S FERTRST A TIE YETATAN

COMITE DE ETICA EN
Dra. Irasemgdonjero Baguedano INVESTIGACION

residente del Corité dé Etica en investigaciom

& Robarto Lugo Gomez. Presidente del Comité de Investgaciin
o.p. Archivo

Cille 7, %o, 433 por 20 v 32 Froeg, Aliabelsa, CF 97130, Mérnda. Y ocarin
CONBIOETICA-31-CEI-002-201TOT31 Tel P99 G TR0 ww b ev seatam s libeah, e
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12.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio Identificacion de polimorfismos genéticos asociados a retinopatia

diabética en poblacion Yucateca

Nombre del | Dra. Marta Alicia Menjivar Iraheta
investigador

responsable

Direccion Laboratorio de Gendémica de la Diabetes, PC&TY -Facultad de
Quimica-UNAM; Investigacion-HRAEPY'.

Teléfono de contacto Teléfono: 999-688-53-04; Extension 7620, Teléfon0999-942-76-
00; Extension: 54402.

El documento que se expone a continuacidon cumple con lo dispuesto por el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién en Salud. Articulos 12., 29., fraccién VII, 32. fraccidn
IX, 42., 79.,13 apartado “A” fracciones |, IX, X, apartado “B” fracciones | y VI, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103 y demas relativos a la Ley General de Salud.

Por este medio se le hace la cordial invitacién para participar en el proyecto “Identificacion de
polimorfismos genéticos asociados a retinopatia diabética en yucatecos” que serd desarrollado
por investigadoras de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México y
del Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan, para buscar alternativas en
el tratamiento de la pérdida de la visién en los pacientes con diabetes en el estado de Yucatan. La
pérdida de vision (retinopatia diabética) en los pacientes con diabetes se genera principalmente
por no tener un control en los niveles de azlcar en la sangre, sin embargo, no es lo Unico que la
provoca. La finalidad de este estudio es conocer el nimero de personas afectadas y la herencia de
la pérdida de visién en los pacientes con diabetes de la poblacién de Yucatan, para lo cual
mediremos sus concentraciones de azucar (glucosa) y de grasa en sangre (colesterol, triglicéridos y
“colesterol malo”), también se buscara en su sangre la herencia que pudiera relacionarse con la
posibilidad de la pérdida de visidn, los resultados que se obtengan de sus analisis serdn de gran
importancia para poder prevenir esta complicacién en los pacientes con diabetes.

El objetivo del estudio es identificar factores de riesgo para la aparicion y severidad de la
retinopatia diabética (pérdida de vision) y principalmente identificar los genes asociados a
retinopatia diabética en la poblacion yucateca.
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Para que usted acepte participar en este estudio, se le presenta este documento que se llama
“Consentimiento Informado”, cuyo objetivo es hacer de su conocimiento los posibles riesgos y
beneficios para que usted y que esto le ayude a tomar una decision informada y voluntaria.

El consentimiento informado le da informacién sobre el estudio al que se le esta invitando a
participar, por lo cual es de suma importancia que lo lea cuidadosamente antes de que tome la
decisiéon, y si usted lo desea, puede comentarlo con quien desee (un amigo, un familiar de
confianza, etc.). Si usted tiene preguntas y/o dudas puede hacerlas directamente a su médico
tratante o al personal del estudio quienes le ayudaran a resolver cualquier duda.

Una vez que tenga toda la informacién sobre el estudio y los procedimientos que se llevaran a
cabo y que lo haya entendido, se le pedird que firme esta forma para poder participar en el
estudio. Su decisidn es voluntaria, lo que significa que usted es totalmente libre de ingresar o no
en el estudio. Podra retirar su consentimiento en cualquier momento sin tener que explicar las
razones, esto no significa que tendra una disminucion en la calidad de la atencidn médica que se le
brinde, ni afectara la relacién con su médico. Si decide no participar, usted puede platicar con su
médico sobre los cuidados médicos regulares. Su médico puede retirarlo o recomendarle no
participar en caso de que asi lo considere.

Este estudio representard una estrategia de investigacién para conocer cuales son los factores de
herencia involucrados en el desarrollo de la pérdida de visidn en la diabetes en poblacién yucateca
e implicara lo que se menciona a continuacion:

La toma de una muestra de sangre, mediante punciéon venosa del brazo de un volumen de
aproximadamente 15 mL para que con su sangre se hagan 3 cosas:

1. Se utilizara para extraer material genético (DNA) para el estudio de |la busqueda de genes en el
protocolo “Identificacion de polimorfismos genéticos asociados a retinopatia diabética en
yucatecos”.

2. Probablemente, en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la “pérdida de
vision” en la diabetes, por ello se le solicita que autorice al investigador a almacenar su muestra
para el estudio de otros genes que se puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta autorizar
este almacenamiento, se eliminaran de la muestra todos los vinculos con su identidad, antes de
guardarla, y no sera posible llegar a conocer su identidad a partir de ella. Esta muestra sélo se
utilizara para estudiar genes importantes implicados en la pérdida de visién en la diabetes y no
se realizaran otros estudios con ella.

3. Sellevaran a cabo andlisis de azlcar y grasas en sangre.

Usted también puede aceptar que en dicha muestra de sangre donde se extraera el material de
herencia (DNA) se realicen otros estudios para estudiar otras enfermedades diferentes.

Si usted acepta sdélo los estudios de herencia descritos en el punto 1, su muestra se destruira
después de completar la prueba. Si usted acepta que se guarde esa muestra para futuros estudios
como se describe en el punto 2, el investigador garantiza que guardard y utilizarad la muestra hasta
gue ya no quede mds. Una vez separada la muestra no podrd ser destruida, pero no se podra
relacionar con usted.
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Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito, indicando qué parte del estudio
genético acepta y firmando este documento, antes de la obtencién del material genético.

Procedimiento

e Siusted acepta a participar en el estudio, se llevara a cabo el siguiente procedimiento:

e Se realizard un examen fisico en el que se le tomaran medidas de peso, estatura, cintura y
cadera para determinar el indice de Masa Corporal (IMC) y presién arterial.

e Se someterd a un analisis de laboratorio en el cual le hard una extraccion de sangre (el
equivalente a 3 tubos de 5mL cada uno). Para esta toma de muestra de sangre se le pedird que
tenga un ayuno de 12 horas antes de la toma de muestra.

e Le solicitaran que responda a un cuestionario que le pedirdn algunos datos personales y
antecedentes de enfermedades.

e Se realizara una revisidn de fondo de ojo que consiste en la aplicacién de gotas de tropicamida
(anticolinérgico) y fenilefrina (adrenérgico alfa) para agrandar la pupila del ojo y permitir ver la
retina con una lupa y una lampara especiales. También se tomaran fotografias de la retina con
una cdmara de fondo de ojo.

Riesgos

Los riesgos de la extraccidn de sangre incluyen molestias temporales ocasionadas por la puncidn
con la aguja y/o hematomas. Los riesgos de la revisién de fondo de ojo son bajos, las
complicaciones mas frecuentes son molestias con la luz, visidon borrosa transitoria y en casos raros
bloqueo pupilar con aumento de la presién intraocular.

Beneficios

Se le entregaran al participante los resultados bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos, acido
Urico, creatinina), asi como el reporte del estado de la retina de sus ojos.

Confidencialidad

Usted tiene derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal de
Proteccion de datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso,
correccion y oposicidn de su informacion personal. La informacion sera procesada de acuerdo a las
regulaciones de proteccién de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no podra estar
disponible hasta que el estudio sea completado, esto es con la finalidad de proteger la integridad
del estudio.

No se revelard la identidad de las personas que participen en el estudio en ningun informe o
publicacion que se genere a partir de este trabajo.

Entiendo que puedo decidir no participar en este estudio; si lo hago, no seré penalizado, ni
perderé beneficio alguno al que tenga derecho como paciente del Hospital Regional de Alta
Especialidad de la Peninsula de Yucatan (HRAEPY).

Si usted tiene preguntas sobre este proyecto ¢A quién puede llamar?
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Si usted tiene preguntas o preguntas acerca de los procedimientos que se llevaran en este
proyecto como la recoleccion de muestras, sus derechos en este proyecto o sobre el
almacenamiento de su muestras, puede llamar al Hospital Regional de Alta Especialidad de Ia
Peninsula de Yucatan con la Dra. Fiona Carolina Xacur Garcia al teléfono:9999427600, Extension:
54306 o a los teléfonos del Laboratorio de Gendmica de la Diabetes Teléfono: 999-688-53-04;
Extension 7620; y el area de Investigacion del HRAEPY Teléfono: 999-942-76-00; Extension: 54402
con la Dra. Marta Alicia Menjivar Iraheta.
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DECLARACION FORMAL DE CONSENTIMIENTO

1.

Yo declaro bajo mi
responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto participar en este
estudio genético.

Se me ha entregado una copia de este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me
han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y
riesgos que puedo esperar. Se me ha otorgado la oportunidad de hacerle preguntas al
investigador del estudio para aclarar dudas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi
entera satisfaccion.

Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara mi sangre y mis muestras de
material genético (DNA) con un nimero codificado.

Mi participacion en este estudio genético de investigacidn es voluntaria. Puedo decidir no ser
parte o retirarme del estudio de investigacién en cualquier momento sin sanciones ni pérdida
de beneficios a los cuales tengo derecho. Tras ello se procedera a la destruccién de la muestra
codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la muestra, no se
podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

Me han informado que la evaluacidn fisica, de laboratorio clinico y el estudio genético no tiene
ningun costo, y no habra ningun gasto adicional para mi.

Toda la informacién genética generada de la muestra podra ser depositada en bases de datos
cientificas de libre acceso (publicas) en internet.

Una vez que la muestra haya sido estudiada, no podré retirar la informacion de mi muestra de
las bases de datos cientificas. He leido o escuchado toda la informacién, he hecho todas las
preguntas que he tenido, y todas mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. soy
consciente que dar una muestra es mi decision.

Medite su eleccidn, elija uno de los siguientes puntos y firme si usted esta de acuerdo.

Punto 1. YO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar el estudio
genético referente a la “pérdida de vision” en la diabetes en mi muestra de material genético
(DNA).

Punto 2. YO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi muestra material
genético (DNA), con desvinculacién de la identidad. esto permitird la realizacién de nuevas
pruebas en el futuro cuando se tengan mas conocimientos sobre los genes relacionados con la
“pérdida de vision” en la diabetes.

Punto 3. YO DOY mi consentimiento voluntariamente para que en mi muestra de material
genético (DNA) desvinculada se puedan realizar futuros estudios en otras enfermedades. Acepto
gue se me realice la toma de muestra de sangre periférica.

Lugar y fecha
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Nombre del participante

Direccion del

Firma del participante

participante:

¢éSe le otorgé copia al participante? SI NO

Firma del Investigador

Testigo 1 Fecha:
Nombre: Firma:
Domicilio: Relacion con el Participante:
Testigo 2 Fecha:
Nombre: Firma:
Domicilio: Relacion con el Participante:

Fecha:

Nombre de la persona que explica el consentimiento

consentimiento

Firma de la persona que explica el
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INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS A RETINOPATIA DIABETICA EN POBLACION

YUCATECA

INSTRUMENTO DE RECOLECCION
TR g;g'gﬂRSONA[\ES—‘X_
FECHA EXPEDIENTE [
NOMBRE(S) APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO _
FECHA DE NACIMIENTO (DD/MM/AAAA) | EDAD ‘
GENERO HOMBRE MUJER NO IDENTIFICADO
OCUPACION [HOGAR OBRERO  |EMPLEADO |proFesionista [CAMPESINO |PESCADOR |ARTESANO

ESTADO CIVIL SOLTERO  |CASADO

ESCOLARIDAD NINGUNA |PRIMARIA SECUNDARIA [PREPARATOR[A lucmcmum |POSGRADO
|
|DONDE NACIO (CODIGO DE MUNICIPIO) DONDE VIVE (CODIGO DE MUNICIPIO)
DIRECCION
| [HABLA MAYA]SI [nO |
TELEFONO CON LADA _
e i e e S ENOCYITATES ¥ DATOS ANIROPOMETRICOS, &0 - oe ool o o
PESO{KG) . TALLA(CM) FC |FR TA
CINTURA (CM) CADERA (CM) DEXTROSTIX
Sos . ANTECEDENTES PERSONALES PATO}.éGlCﬂﬂN:‘»FMGL»:c.’cnsfglNECQOBsr‘é‘mmos oa e
Sl NO INDICE TABAQUICO 0BS
ALCOHOL [SI NO LEVE MODERADO |INTENSO  [OBS
DROGAS [SI NO MARIGUANA [COCAINA  |INHALANTES [OTRO |
ALERGIAS  [SI NO CUALES 0BS
DIABETES (S ~ [noO <5ANOS  |5-10 ANOS [10-15 ANOS [>15 ANOS  |#
HAS S| NO
TIROIDES  [HIPER HIPO
CORAZON [ANGINA  [INFARTO  [isuriciencia  JARRITMIA  Ivavuioeatia JOTRA |
PULMONES [EPOC ASMA OTRO
HIGADO _ |CIRROSIS _|Hicapo Graso [HEPATITIS  [COLELITIASIS |
EVC ] NO
NEFROPATIA [IRC LITIASIS
DIALSIS  [s NO
Gl S| NO
CIRCULACION [IVP IAP
PIE DIABETICO|SI NO
AMPUTACIONES | S| NO
NEUROL  [SI~ NO CUAL
COLESTEROL/S! NO
TRIGLICERIDOS [ S| NO
iNmMUNOLOGICAS [AR LES OTRO - |cuAL
TRAS PATOLOGIAS :
GESTA PARA ABORTOS [FUR
ESTA EMBARAZADA sl InO
CIRUGIAS PREVIAS
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IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS A RETINOPATIA DIABETICA EN POBLAC
' YUCATECA

T ———
S e b

ENFERMEDAD {MADRE PADRE HERMANOS HERMANAS
DM
HAS
OBESIDAD/SP"
COLESTEROL

TRIGLICERIDOS

e

.. HIJOS ABUELOS PAT |ABUELOS M

NOMBRE DEL MEDICAMENTO | DOSIS

THORARIO DE TOMA DESDE CUANDO LO TOI

¢SE HA SENTIDO MAL CUANDO TOMA SU
¢CUAL MEDICAMENTQ?
" |¢QUE HA SENTIDO?
éCON QUE FRECUENCIA?

ENFERMEDAD |SI NO GOTAS

RD Sl NO

EM Sl NO

CATARATA |SI NO

GLAUCOMA |5l NO —

LENTES S| NO MIOPIA [ASTIGMATISMO HIPERMETROPIA

OTRAS ENFERMEDADES DE LOS OJOS

¢USA OTRAS GOTAS EN LOS 0J0S? sl [nO | ' N

Cudles? | |

e AN O O T

CATARATA ({SI NO

RETINOPATIA |0= no 1=leve 2=moderada |3=severa |4=neovasos [5=HV {6=DR 2

EDEMA MACULAR Sl NO

OBSERVACIONES J -
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12.4 RECORDATORIO DEDIETA

Recordatorio de 24 horas

Nombre: Fecha:

A continuacién, de la manera més honesta, digame lo que consumio el dia de ayer...

Tiempu R e R R U G et - Céntidad -,
o de ; Nombre de alimento o preparacién - -~ = l{#;tza, pza,cda,

Cddigo tiempo de comida: 1.Desayuno, 2. Almuerzo, 3. Cena 4. Entre comidas
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12.5 FRECUENCIA SEMANAL DE ALIMENTOS

Frecuencia de consumo de alimentos. De los 7 dias a la semana, {cuantas veces usted
consume...? Se reporta 57

Cereales con | Cerealessin , ,
fibra - fibra Leguminosas Carnes Pescado Huevo

Leche, queso,
yogurt Frutas Verduras Aceite Manteca Aguacate

Refrescos Bebidas light |Edulcorantes |Azucar S/G Azucar C/G
embotellados '




126 EXTRACCION DE DNA SALTING-OUT (TECNICA DE MILLER

MODIFICADA)
DIA 1

Tubo Falcon:
2 ml sangre
5 ml sacarosa tritén 2x

3 ml agua estéril

Se agrega al mismo tubo

Falcon:
800yl buffer de lisis
45 pl SDS
30 ul proteinasa K

Se incuba a 37°Ctoda la
noche

DIA 2

Se retiran tubos del bafio
Maria

Se agregan 600 pl NaCL
saturado

Se agita vigorosamente

Se resuspende en 200 pl de
agua grado biologia
molecular a 37°C

Se deja reposar 20 minutos

Se almacena a -20°C

Se incuba en hielo x 35
minutos, mezclando cada 3
minutos

Se centrifuga a 2500
rpm x 15 minutos a
4°C

Se centrifuga a 2500 rpm x

15 minutos a 4°C

Se decanta

Se agrega 3 ml sacarosa

triton 1 x al botén

Se agita hasta disolver botén

Se centrifuga a 2500 rpm x
15 min a4°C

Se separa sobrenadante

Se ageragan 2 volumenes
de etanol frio al 100%

Se lava pipeta con DNA en
etanol 70% y se deja secar

Se mezcla por inversidn y se
toma DNA con pipeta
sellada
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12.7 VERIFICACION DE INTEGRIDAD EN GEL DE AGAROSA

Matraz Erlenmeyer: Se calienta en

Se deja enfriary se

50 pl Buffer TBE 1 x microondas 30-20-
10-5 agrega 5ul Gel Green
0.75 gr agarosa - S€g
. Se vacia en molde
Se carga en cada Se coloca en camara ara gel con 28
pozo 3 ul DNA+ 3ul de elctroforesis con pozog se deia
buffer de carga buffer TBE 1x P y: )
cuajar
Se deja correr gel x Se lee gel en camara
30 minutosa 90 V de luz UV

87



12.8 GENOTIPIFICACION: REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Por muestra:
5 pl Master Mix

60°C 95°C
0.2 pl Sonda 40x
30 segundos 10 segundos
13.8 pl agua BM
1 pl DNA o blanco
40 ciclos:
60°C

95°C x 15 segundos

30 segundos .
60°C x 1 minuto

VEGF Sonda BIASYS TagMan SNP Assays MTO, Human SM 10 SNP ID:rs2146323, assay
ID:C_1647372_10 300RX Mca. Applied. Part number 4351379.

ECA Sonda BIASYS TagMan SNP Assays MTO, Human SM 10 SNP ID: rs4295, assay:
C_589777_1 300RX Mca. Applied. Part number 4351379.

Alelo 1: VIC/MGB-NFQ

Alelo 2: FAM/MGB-NFQ

Volumen 188 ul

Formulacion 40x

Numero de reacciones de 5 pl: 1,500
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12.9 REACTIVOS

CLORURO DE SODIO SATURADO (1)

Disolver 350 gramos de cloruro de sodio en 1 litro de agua destilada y solubilizar lo mas
posible.

Almacenar a temperatura ambiente.
Permite precipitar DNA.

BUFFER DE LISIS NUCLEAR (500 ml)

Mezclar 1.21 gramos de Tris base + 23.4 gramos de cloruro de sodio + 0.75 gramos de
EDTA sédico.

Aforar con agua destilada y esterilizar. Almacenar a temperatura ambiente.
Permite lisar los nucleos de los leucocitos para liberar DNA.
SACAROSA TRITON 2X (1 1)

Mezclar 219 gramos de sacarosa + 2.42 gramos de Tris Base + 2.03 gramos de cloruro de
magnesio + 10 ml de tritén 100x.

Aforar con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4°C.
Detergente que rompe paredes celulares. Permite lisar células sanguineas.
BUFFER TBE 5X (500 ml)

Mezclar 27 gramos de Tris base + 13.75 gramos de acido bérico + 10 ml de EDTA 0.5 M pH
8.0

Aforar con agua destilada y filtrar. Almacenar a temperatura ambiente.
BUFFER DE CARGA PARA DNA

Disolver 25 mg de azul bromofenol 0.25% + 25 mg cianol-xileno 0.25% + 1.5 g ficol 400
15% en 10 ml de agua destilada

12.10 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Glucosa

Para su determinacion, la glucosa es oxidada a acido glucénico en presencia de la enzima glucosa
oxidasa (GOD). El perdxido de hidrégeno (H,0;) producido en esta reaccidn, se detecta mediante
un aceptor cromo génico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD):
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B-D Glucosa + Oz + H,O GOD Acido glucénico + H,0,

v

H>0; + Fenol + Ampirona POD Quinona + H,O

v

Condiciones del ensayo: 505nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: Suero o plasma 60-110mg/dL (3.33-6.10 mmol/L)
Colesterol Total

La determinacién de colesterol es una de las herramientas mds importantes para el diagndstico y
clasificacién de las lipemias, el aumento del nivel del colesterol es uno de los principales factores
de riesgo cardiovascular

Fundamento: El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la
siguiente reaccion

Esteres colesterol + H,O Colesterol esterasa colesterol + acidos grasos
Colesterol + O colesterol oxidasa . 4-colestenona + H2O»
H>O; + fenol + 4-aminofenazona  POD » Quinonimina + 4H>O

Condiciones del ensayo: 505nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: Suero <200mg/dL
Colesterol HDL

Las particulas de HDL son lipoproteinas que transportan el colesterol a las células. Un nivel bajo de
HDL es considerado un factor de riesgo cardiovascular y de enfermedades de las arterias
coronarias

Fundamento: El método se basa en las propiedades de un detergente que solubiliza solo la
fraccion HDL de forma que el HDL-c se libera reaccionando con el colesterol esterasa, la colesterol
oxidasa y los cromégenos.

Condiciones del ensayo: 600 a 700nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: Suero en hombres > 50mg/dL y mujeres > 60mg/dL
Urea

Es excretada del organismo por los rifiones por lo que su determinacién es importante para el
diagndstico de algunas enfermedades renales y metabdlicas

Fundamento: Para su determinacidn la ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea presente en la
muestra, en amoniaco (NH3) y anhidrido carbdnico (CO,). El amoniaco formado se incorpora al a-
cetoglutarato por accién del glutamato deshidrogenasa (GLDH) con oxidacién paralela de NADH a
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NAD. La disminucidn de la concentracion de NAD* en el medio es proporcional a la concentracién
de la muestra a analizar

Urea + H,O +2H" ureasa _ 2NH; + CO
2 NHs + a-cetoglutarato + NADH GLDH ~ H,O + NAD" + L-glutamato

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: suero 15-45mg/dL, orina 20-35gr/24hrs
Creatinina

El ensayo esta basado en la reaccién de la creatinina con el picrato alcalino produciendo un
complejo rojizo descrito por Jaffé. El intervalo de tiempo elegido para las lecturas permite eliminar
gran parte de las interferencias conocidas del método. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de creatinina de la muestra a analizar

Condiciones del ensayo: 492nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C

Valores de referencia: suero o plasma en hombres 0.7-1.4mg/dL y mujeres 0.6-1.1mg/dL

Acido drico

El cido Urico proviene del metabolismo del nitrégeno por degradacion de las purinas y es toxico
en el organismo, por lo cual se elimina principalmente en orina.

Fundamento: el acido urico es oxidado por la uricasa produciendo alantoina y perdxido de
hidrégeno (2 H,0,). Posteriormente, en presencia de la peroxidasa (POD), 4-aminofenazona (4-AF)
y 2-4 Diclorofenol Sulfonato (DCPS) forma un compuesto rosaceo.

Acido trico + 2H,O + O,  uricasa Alantoina + CO; + 2H,0»

2H,0,+ 4-AF + DCPS POD Quinonaimina + 4H>O

v

v

Condiciones del ensayo: 520nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: suero o plasma en hombres 3.6-7.7mg/dL y mujeres 2.5-6.8mg/dL
Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT es una enzima intracelular que se encuentra principalmente en el higado, se encuentra
elevado en enfermedades hepaticas

Fundamento: La ALT cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al -
cetoglutarato con formacidn de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato
en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:

alanina + o-cetoglutarato ~ ALT Glutamato + piruvato

v
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Piruvato + NADH + H" LDH Lactato + NAD"

v

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: suero en hombres 40U/L y mujeres 32U/L
Aspartato aminotransferasa (AST)

ES una enzima intracelular se encuentra en niveles altos en el musculo del corazén, las células del
higado y en menor cantidad en otros tejidos, un nivel elevado de AST no es especifico de
enfermedad hepatica, se emplea con otras enzimas como ALT.

Fundamento: La AST cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a
malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH

aspartato + a-cetoglutarato ~ AST Glutamato + oxalacetato

oxalacetato + NADH + H"™ MDH Malato + NAD™"

v

v

Condiciones del ensayo: 340nm longitud de onda, cubeta 1cm y temperatura 37°C
Valores de referencia: suero en hombres 38U/L y mujeres 31U/L
Hemoglobina glicada

Se mide la corriente generada por los electrones, producto de la escisién del perdxido de
hidrégeno durante la oxidacién de la fructosil valina por la fructosil aminodacido oxidasa, la cual es
directamente proporcional a la concentracion de hemoglobina glicada.
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