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1. MARCO TEORICO
1.1 SINTESIS DEL PROYECTO

La degeneracién macular relacionada a la edad (DMRE) es la principal causa de
pérdida visual irreversible en adultos mayores de paises desarrollados, y en
México constituye la segunda causa de pérdida visual irreversible. Se han
identificado algunos genes involucrados en el desarrollo de DMRE, de los cuales
APOE se ha asociado fuertemente tanto al desarrollo de DMRE. Sin embargo, en
poblacion mexicana no han sido detectadas nuevas variantes de este gen asi
como los polimorfismos mas representativos, por lo que en este estudio
transversal se identificara la prevalencia de la prevalencia del polimorfismo
rs429358 del gen APOE2 en poblacion mexicana.

1.2 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Degeneracion macular relacionada a la edad (DMRE)

La DMRE, es un trastorno degenerativo, cronico, progresivo y comun de la macula
que afecta a personas de edad avanzada y se caracteriza por pérdida de la vision
central como resultado de anormalidades en el complejo fotoreceptores/epitelio
pigmentario de la retina / membrana de Bruch / coriocapilaris que resulta en atrofia
geografica o neovascularizacion (Hernandez-Zimbron LF et al., 2018)

Caracteristicas generales de la enfermedad

La degeneracion macular relacionada a la edad es la principal causa de pérdida
visual irreversible en adultos mayores en paises desarrollados. La pérdida de
vision generalmente se diagnostica después de los 60 afios, y tiende a empeorar
con el tiempo. Afecta principalmente la vision central, por lo que el reconocimiento
de caras, la lectura o manejar se hacen dificiles. Esta enfermedad es resultado del
deterioro gradual de los fotorreceptores en la retina. Especificamente en la
macula, responsable de la vision central. La vision periférica y nocturna

generalmente no son afectadas, sin embargo la vision con luz tenue (escotdpica)



se reduce en etapas tempranas de la enfermedad. Existen dos tipos de esta
enfermedad, la forma atréfica (seca) y la exudativa o neovascular (humeda). La
forma seca es mucho mas comun, representando el 85-90% de los casos. Se
caracteriza depdsitos amarillentos difusos o separados en la membrana de Bruch
(drusas) y atrofia geografica del epitelio pigmentario de la retina, causando que la
vision empeore con el tiempo. La forma humeda se asocia a pérdida visual grave
que empeora rapidamente. Esta se caracteriza membranas neovasculares
coroideas, vasos fragiles que aparentemente se originan en la coriocapilar y
penetran a través de la membrana de Bruch y por debajo del epitelio pigmentario.
Estos neovasos pueden presentar extravasacion, y la sangre exudada puede ser
organizada por las células del epitelio pigmentario de la retina en cicatrices
maculares, haciendo que la vision central sea borrosa y distorsionada. Esta
enfermedad suele ser bilateral, aunque un ojo puede estar mas afectado que el
otro, y el riesgo de que el ojo contralateral termine afectado es de 50% a 5 afos
(Hernandez-Zimbron LF et al., 2018).

Clasificacion AREDS:

El estudio Age Related Eye Disease Study (AREDS) fue un ensayo clinico
multicéntrico que incluyo 4,757 participantes para estudiar el efecto de
antioxidantes en la DMRE vy cataratas, y la clasificacion descrita en ese estudio, se
utiliza desde entonces para estadificar la enfermedad, y se ha utilizado en
numerosos estudios clinicos, de la siguiente manera (AREDS Group, 2001 Arch
Ophth):
1. Sin DMRE representado por el grupo control, sin drusas o con algunas
drusas menores a 63 um de diametro.
2. DMRE temprana, combinacion de multiples drusas pequefas, algunas
drusas intermedias (63-124 um) o anormalidades del EPR leves.
3. DMRE intermedia, caracterizada por cualquiera de las siguientes:
a. Multiples drusas intermedias
b. Por lo menos una drusa grande (mayor o igual a 125 pm diametro)



c. Atrofia geografica (un area bien delimitada, usualemente redonda u
ovalada, de atrofia del EPR que no involucre el centro de la fovea
4. DMRE avanzado, caracterizada por una o mas de las siguientes en un ojo:
a. Atrofia geografica del EPR que involucre el centro foveal
b. Maculopatia neovascular que incluya cualquiera de las siguientes:
i.  Neovascularizacion coroidea (definida como el proceso de
angiogénesis patologica que se origina de los vasos coroideos
y se extiende a través de un defecto en la membrana de
Bruch
i. Desprendimiento de retina o EPR seroso o hemorragico
iii. Exudados duros retinaianos (resultado de fuga intravasclar
cronica)
iv.  Proliferacion fibrovascular subretinaina o sub-EPR
v. Cicatrices disciformes (fibrosis subretiniana)

Etiologia

La etiologia es multifactorial; la edad avanzada es el principal factor de riesgo,
aunque existe un componente genético importante, ademas de los factores
ambientales como el tabaquismo, obesidad, arteriosclerosis, hipertension,
exposicion a luz UV, e inflamacion, todos éstos fuertemente ligados a la

patogénesis de la DMRE.

Histopatologia

Se caracteriza por acumulacion de lipofuscina y péptido beta amiloide (Ratnayaka,
Serpell, & Lotery, 2015) en células del epitelio pigmentario de la retina. La
presencia de drusas extracelulares entre la lamina basal del EPR y la capa de
colagena interna de la membrana de Bruch son hallazgos comunes en esta

enfermedad.



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

piramide poblacional envejece, los casos de DMRE incrementaran. En EUA, de
2000 a 2010, hubo un incremento de 18% (de 1.75 millones a 2.07 millones) de
casos con DMRE.

En un meta-analisis que evalu6 de la prevalencia de DMRE por razas y regiones
geograficas, se encontré que latinos la prevalencia de DMRE temprana es de
9.87% (IC 95% 4.97 — 18.90) tomando en cuenta 5 estudios grandes en poblacion
mayor a 40 afios. La prevalencia de DMRE en etapas tardias en hispanos fue de
0.32% (IC 95% 0.13 — 0.75), y la prevalencia de cualquier etapa de DMRE en
hispanos fue de 10.43% (IC 95% 5.27 — 20.01). Se espera que para 2020 en
Latinoamérica y el Caribe existan cerca de 39 millones de personas con DMRE (IC
95% 15-82). A nivel mundial, se espera que en 2020 vivan cerca de 196 millones
de personas con DMRE, y que éste numero incremente a 288 millones para el afio
2040 (Wong et al., 2014).

De acuerdo a estadisticas de EUA, la prevalencia de DMRE en poblacion hispana
es del 0.9%, (de 0.55% a los 50 afios de edad, aumentando hasta 2.22% en
mayores de 80 afos). En 2010, se contabilizaron 76,202 casos de DMRE en
hispanos, cifra que se proyecta aumentara a 239,962 en 2030, y para 2050
existiran alrededor de 446,478 pacientes hispanos con DMRE, tan sélo en EUA
(Wong et al., 2014).

Envejecimiento

Como se ha mencionado anteriormente, el principal factor de riesgo para
desarrollar DMRE es el envejecimiento. El envejecimiento causa una disminucion
de diferentes funciones en diferentes tejidos y en este particular caso en la retina
debido a la pérdida de elementos neuronales y a la acumulacién de material de
desecho del propio metabolismo celular. Esta acumulacion ocurre principalmente
debajo de la retina y entre los principales productos de acumulacioén se encuentra
la lipofuscina. (Baird et al. 2004)



Otros factores de riesgo han sido asociados al desarrollo de esta patologia; entre
ellos podemos mencionar el tabaquismo, la exposicion a radiacién ultravioleta,
factores nutricionales, hipercolesterolemia, hipertension, ateroesclerosis,
inflamacion; como es el caso del factor de complemento H y finalmente,

susceptibilidad genética (Wong et al., 2014).

Polimorfismos de nucleétidos unicos (SNP, por sus siglas en inglés)

Un gen es polimérfico cuando mas de un alelo ocupa el locus de ese gen dentro
de una poblacion. Se han estudiado polimorfismos de genes para distintas
enfermedades con resultados variables dependiendo de la etnia de dicha
poblacidn, cuya prevalencia es importante para describir si dichas variaciones
alélicas son importantes o posiblemente determinantes de ciertas enfermedades.

Los polimorfismos de nucleétidos unicos (single nucleotide polymorphisms)
ocurren con normalidad en el DNA de las personas. De hecho, ocurren cada 300
nucleotidos en promedio, lo que significa que existen cerca de 10 millones de
SNPs en el genoma humano. Su utilidad radica en que pueden servir como
biomarcadores de enfermedades, cuando se encuentran asociados a alguna,
ademas de dar pistas sobre las posibles vias alteradas y probables mecanismos
fisiopatologicos en enfermedades como DMRE, donde hasta la fecha no se
conoce el mecanismo etiopatogénico con precision. Entre algunos de los genes
involucrados en el desarrollo de DMRE estan descritos HTRA1 (rs11200638)
ABCA4, APOE, ARMS2, C3, CST3, ERCC6, FBLN5, HMCN1, MMP9, RAX2,
TLR4. Sin embargo, en poblacion mexicana no han sido detectadas nuevas
variantes de estos genes asi como los polimorfismos mas representativos.

El polimorfismo en HTRA1 (rs11200638)
(https://www.snpedia.com/index.php/Rs11200638)es el mas estudiado y con
mayor factor de riesgo para desarrollar DMRE. Sin embargo, APOE y ABCA4 han
sido menos estudiados y nunca en la poblacion mexicana.

Un gran numero de variantes genéticas se ha descrito para el gen humano APOE

en el cromosoma 19913.2. Este gen codifica para tres proteinas principales en las



isoformas apoE2 (MIM] 107741.0001), apoE3 (MIM] 107741.0015), y apoE4
(MIM] 107741.0016)). Cada una de las isoformas difiere en secuencia de
aminodcidos en dos sitios: el residuo 112 (sitio A) y el residuo 158 (sitio B). En
estos sitios A y B, las isoformas apoE2, apoE3, y apoE4 contienen
cisteina/cisteina, cisteina/arginina, y arginina/arginina, respectivamente
[Weisgraber et al., 1981]. Estos aminoacidos estan codificados en la variante
alélica épsilon (e)2 , e3 y e4 (c.526C4T de GenBank secuencia de referencia
NM_000041.2), e3 (secuencia de referencia NM_000041.2), y e4 (c.388T4C
secuencia de referencia NM_000041.2), respectivamente.

La forma alélica e3 es la isoforma wild-type mas frecuente, y se ha demostrado
previamente que en cohortes Caucasicas, estos alelos tienen frecuencias de e2
(6.9%), €3 (75.2%), y e4 (17.9%) [Baird et al., 2004]. Estas generan 6 diferentes
genotipos, de las cuales el genotipo e3e3 es el mas frecuente (56.1%) [Baird et
al., 2004]. En varias enfermedades, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas, se ha demostrado que el alelo e4 de este gen representa un
factor de riesgo para la enfermedad. (Davignon et al., 1999; Strittmatter and
Roses, 1995, Tai L et al., 2015)

ApoE, codifica una glicoproteina responsable del transporte de colesterol y se
encuentra altamente expesada en la retina, y es posible que juegue un papel
importante en mantener una funcion retiniana normal. La frecuencia de alelos de
APOE (€2, €3, y €4) muestra una historia divergente entre DMRE vy otras
enfermedades tales como Alzheimer. Se ha demostrado que €4 protege contra
estadios avanzados de DMRE. También esta reportado un riesgo incrementado de
DMRE exudativa en individuos homocigotos para €2 (Tabla 1) . Esto se puede
explicar, posiblemente, porque la estructura local y fisiologia del cerebro

senescente y la retina, varian significativamente.



Frecuencia alélica 8% 77% 15%
(USA)

Diferencias Cys-112 Cys-112 Arg-112
secuenciales Cys-158 Arg-158 Arg-158

Afinidad con otros <2% 100% 80-100%
receptores de
lipoproteinas

Riesgo Hiperlipoproteinemia tipo IlI “Normal” Alzheimer
DMRE

Protector éAlzheimer? DMRE

Polimorfismo mas rs7412 rs429358

asociado

Tabla1.1 Traducida al espafiol del articulo de Huang Y. et. al. Apolipoprotein E:
Structure and Function in Lipid Metabolism, Neurobiology, and Alzheimer’s
Diseases.

Justificacion de la eleccion de genes

Se realizé una busqueda en PubMed en el submenu Gene, para encontrar los
registros de genes asociados a la degeneracion macular relacionada a la edad en
Homo sapiens, cuyo estatus fuera actual hasta enero 2021 Se encontraron un total
de 215 genes.

Se encontraron un total de 17 genes directamente asociados a mayor riesgo de
DMRE temprana en algunas poblaciones: ABCA4, APOE, ARMS2, C3, CST3,
ERCC6, FBLN5, HMCN1, HTRA1, MMP9, RAX2, TLR4.

De los mencionados anteriormente, estudiaran los polimorfismos del gen APOE.
Tres variantes alélicas derivadas de los SNP, comunmente denominadas €2, €e3 y
€4, se diferencian sobre la base de los intercambios de residuos de cisteina (Cys)
y arginina (Arg) en las posiciones 112 (rs429358) y 158 (rs7412) en el amino
secuencia acida y dan lugar a seis genotipos (€3 /€3, €3 /€4,€2/¢€3,¢4/€4,€2/
€4 y €2 / €2), clasificados de mayor a menor frecuencia entre las poblaciones

europeas. Sin embargo en poblaciones latinas lo anterior no ha sido analizado.

APOE apolipoproteina E



La proteina codificada por este gen es la mayor apoproteina de los quilomicrones.
Se une a receptores especificos de higado y receptores de células periféricas, es
esencial para el catabolismo de lipoproteinas ricas en triglicéridos. Mutaciones se
asocian a disbetalipoproteinemias, hiperlipoprotienemia tipo lll, en la cual
aumentan el colesterol y triglicéridos en plasma como consecuencia de
aclaramiento disfuncional de los quilomicrones y remanentes de VLDL.

[RefSeq, Jun 2016]

AD2; LPG; APO-E; ApoE4; LDLCQ5

Loci: 19913.32

A nivel de la retina se sabe que es una lipoproteina altamente expresada en las
celulas de Muller en donde funge como una glicoproteina encargada del adecuado
aclaramiento de LDL, VLDL y los quiliomicrones gracias a su excelente afinidad
con los receptores de receptores de LDL , LRP, VLDL, y gp330, permitiendo un
adecuado funcionamiento del complejo de fotoreceptores y epitelio pigmentario
evitando de esta manera la senescencia y apoptosis de dichas poblaciones
celulares indispensables para la manutencion del ciclo visual. (Huang et. al, 2014)

1.3JUSTIFICACION

Dado que se sabe que APOE4 transporta colesterol, y en DMRE aun no esta clara
su funcién, sin embargo se conoce que histolégicamente las drusas en DMRE son
acumulacion de lipidos y lipofuscina, entonces habra que comprobar si dicho gen
participa o regula esta via.

También se sabe generalmente que el alelo ApoE 4 es un derivado del
polimorfismo rs429358 y rs7412.

No se han realizado estudios en poblacion latinoamericana, y se sabe que los
polimorfismos genéticos cambian completamente en cuanto a prevalencia de
poblacion a poblacion, por lo que es importante conocer primero la prevalencia en

poblacién mexicana, y sus posibles asociaciones a las variedades seca y
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proliferativa de DMRE, o incluso a otras enfermedades asociadas al
envejecimiento.
La identificacion de estos polimorfismos sera util para un diagnoéstico temprano de

esta patologia, asi como para demostrar si existe una asociacion genética.

Planteamiento del problema y contribuciéon del proyecto al avanze del
conocimiento en su propia tematica y en su area de conocimiento

Las alteraciones visuales causadas por el envejecimiento, tienen un efecto
significativo en la calidad de vida y es necesario diferenciar entre funciones
visuales reducidas en el envejecimiento normal y el envejecimiento de un paciente
con alguna alteracion fisiologica.

El principal objetivo de este estudio es describir la prevalencia del polimorfismo
rs429358 del gen APOE4 en pacientes mexicanos con DRME.

La generacion de este conocimiento es muy importante ya que puede ayudarnos a
entender mejor su patogénesis, asi como proponer nuevos tratamientos dirigidos a
varios blancos.

A la fecha, alteraciones genéticas que participan en la progresion de esta
enfermedad no ha sido reportadas en nuestra poblacion. Por lo tanto, se realizara
este analisis sobre las variantes alélicas comunes del gen APOE para elucidar su
papel en estas patologias. Finalmente, es necesario realizar investigaciones de

este tipo en el pais ya que no existe ninguna informacion al respecto.

2.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la prevalencia del polimorfismo rs429358 del gen APOE4 en pacientes
con DMRE seca y humneda en poblacion mexicana?
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3.HIPOTESIS

En la poblacion mexicana con DMRE, el polimorfismo rs429358 del gen APOE4 es

mas prevalente (aproximadamente 10%) comparado con lo reportado en otros
estudios similares de la literatura internacional (7%) (Huang et.al, 2014)

4.0BJETIVOS

4.10bjetivo general:

-Describir la prevalencia del polimorfismo rs429358 del gen APOE4 en pacientes
con DMRE.
-Describir las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con DMRE

mexicanos.

5.Tipo de estudio : Transversal, Prevalencia
6.Materiales y métodos
6.1METODOLOGIA

6.1.1LUGAR DE ESTUDIO Y DURACION
Unidad de Investigacion — Asociacion para Evitar la Ceguera en México, Dr. Luis

Sanchez Bulnes.
Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas - UNAM

El estudio tendra una duracion de 1 af para la inclusién de pacientes.

6.1.1POBLACION

6.2.2Unidad de observacion: Pacientes con diagnostico de DMRE cualquier
estadio y pacientes sanos

6.2.3Universo: Pacientes con diagnéstico corroborado de DMRE por clinica o
imagen.

6.2.4Método de muestreo: reclutamiento por conveniencia “convenience

sampling”.
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6.2.50btencion de la poblacion: se reclutaron pacientes atendidos en el hospital
durante los meses del estudio que deseen participar y que sean presentados con
alguno de los investigadores del estudio.

6.2.6Criterios de Inclusiéon de casos

a. Pacientes mexicanos mayores de 50 afos
b. Diagnostico clinico de DMRE en cualquier estadio

c. Deseo de participar en estudio y que firmen consentimiento informado .

6.2.7 Criterios de exclusion de casos:

a. Menores de 50 anos

b. Opacidad de medios que impida visualizacion de la retina (hialosis asteroidea
densa, hemorragia vitrea, catarata brunescente, opacidad corneal)

c. Degeneracion coroidomiopica

d. Retinopatia hipertensiva

e. Uveitis de cualquier tipo

f. Deterioro cognitivo importante que imposibilite la valoraciéon de polo

posterior.
g. Otras maculopatias
h. Retinopatia diabética proliferativa

6.3 VARIABLES EN ESTUDIO

6.3.1Variable principal de desenlace (dependiente): presencia o ausencia de
polimorfismo rs429358 del gen APOE4

6.3.2 Variables independientes o predictoras: DMRE, variedad seca o humeda ,
estadio/etapa (del 1 al 5) edad, sexo, lugar de nacimiento, sintomas visuales
iniciales , edad al diagnostico, capacidad visual al diagndstico, capacidad visual al

momento de inclusidn, alteraciones maculares.
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Variable Clasificacion | Unidad de|Instrumento de| Momento de la
medicion medicion medicion

Variables dependientes

Polimorfismo | Categdrica |Presencia o|PCR en tiempo | Al momento de la

rs429358 binomial ausencia real inclusion en el

gen APOE estudio

Variables independientes o

predictoras:

DMRE Categorica |Presencia o|Biomicroscopia | Durante inclusion
binomial ausencia |fondo de ojo u
OCT macular
Seca o|Categorica |Presencia o|Criterio clinico |Durante inclusion
neovascular |binomial ausencia
Estadio /| Ordinal 1,2,3,4,5 Criterio clinico |Durante inclusion
etapa
Edad Continua anos Interrogatorio, |Durante inclusién
historia clinica
Sexo Categorico |Femenino o|Interrogatorio, |Durante inclusion
binomial masculino |historia clinica
Lugar de|Categorico, |32 Estados |Interrogatorio, |Durante inclusion
Nacimiento |estados de|y Ciudad de |historia clinica
la republica | México
Edad de|Continua anos Interrogatorio, |Durante inclusion
diagnostico historia clinica
Capacidad | Ordinal NLP, Cartilla de [ Durante inclusién
visual al PLNDC, Snellen
diagnéstico PLDC MM,
CD, 20/800
a 20/20
Capacidad | Ordinal NLP, Cartilla de | Durante inclusion
visual al PLNDC, Snellen
momento de PLDC MM,
inclusion CD, 20/800
a 20/20
Alteraciones | Categodrico |A describir |OCT macular |En cualquier
maculares momento
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Tabaquismo |Categérico |Presente o|lInterrogatorio, |Durante inclusion
binomial ausente historia clinica
indice Continuo Afos Interrogatorio, |Durante inclusién
tabaquico fumando x| historia clinica
numero de
cigarros al
dia/20

6.4 Tamano de la muestra

Se utilizé el programa Epilnfo para calcular el tamafo muestral, para un disefio de
prevalencia , con un poder deseado de 95%, nivel de significancia estadistica
(alfa) de 5%, la frecuencia alélica mayor de los casos siendo 39% (reportada en
PubMed), y la frecuencia alélica menor esperada en los controles siendo de
7.82%, el tamano muestral necesario para encontrar diferencias estadisticamente
significativas es de 99 pacientes, tomando 100 pacientes como referencia.

6.5 METODOS
Descripcion de maniobras principales

Previo consentimiento informado, se incluyeron pacientes con diagnostico de
DMRE previamente diagnosticada en el hospital. Se realizo historia clinica
completa, asi como interrogatorio dirigido a la enfermedad de base y fecha de
inicio de los sintomas visuales. Se realizé una exploracion oftalmoldgica completa,
y exploracién de fondo de ojo bajo dilatacion farmacoldgica (a excepcion de que el
paciente tenga alguna contraindicacion).

Se clasifico la DMRE de acuerdo a la clasificacion AREDS descrita en parrafos
anteriores.

Se realiz6 OCT macular a todo paciente con diagnéstico de DMRE.

15



Toma de muestras y su procesamiento

Se obtuvieron muestras de hisopado en tubos eppendorf para procesamiento y
extraccion de suero, con posterior aislamiento de DNA por parte de la Unidad de
Investigacion. La secuenciacion para identificacion especifica de los polimorfismos
rs429358 del gen APOE4 por medio de método de PCR en tiempo real fue
realizada en el Departamento de Investigacion de la Asociacion Para Evitar la

Ceguera en México.

Preparacion de las muestras

Se obtuvieron muestras de hisopado del carrillo interno de la boca de los
pacientes , se mantuvieron a -70 grados centigrados para posterior aislamiento de
DNA.

Extraccion de DNA

El DNA gendmico fue extraido de la muestra total usando el Kit de purificacion
total QlIAamp® DNA blood Mini Kit (QUIAGEN), de acuerdo al protocolo de fabrica.
Al primer tubo eppendorf® se le agregan 20u de proteinasa K y posteriormente se
le agregan 200ul de liquido obtenido de las muestras de hisopado . Después se le
adiciona 200pl de Buffer AL y se mezcla en vértex durante 15 segundos. La
muestra se pone a incubar durante 10 minutos a 56°C. Una vez pasado el tiempo
se centrifuga a 800 RPM por 40 segundos para remover las gotas de las paredes
del interior del tubo. El siguiente paso es adicionar 200ul de etanol 100%, se
vuelve a homogeneizar la muestra y se centrifuga a 800 RPM por 40 segundos.
Cuidadosamente se pasa la muestra anterior a una mini columna de centrifugado
QlAamp, y se centrifuga a 800 RPM por 1 minuto, se cambia el tubo de coleccion
y se descarta el filtrado.

Lentamente se abre la mini columna de centrifugado QlAamp y se adiciona 500yl

de buffer AW1 y se centrifuga a 800 RPM por 1 minuto, se cambia el tubo de
coleccion y se descarta el filtrado. Se adiciona 500yl de buffer AW2 y se centrifuga
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a 14,000 RPM por 3 minutos. Se descarta el filtrado, se adicionan de 200-100pul de
buffer AE. Se incuba a temperatura ambiente (15-25°C por 5 minutos para
incrementar el rendimiento del DNA y la muestra se centrifuga a 8000 RPM por 1
minuto. Una vez finalizado el proceso se pasa el filtrado se coloca en hielo para

determinar su concentracidon por espectrofotometria.

Cuantificacion de DNA por espectrofotometria

Las concentraciones del DNA purificado fueron determinados por
espectrofotometria. Se utiliza el equipo Gen5, (BioTek) y el software version 3.04
para el andlisis. Se colocan 2ul de Buffer AE sobre el Take3 (No. 289719) en cada
uno de los pozos, se selecciona en el equipo de computo la opcidon de analizar
muestra de DNA, se le indica que son “blanco” y se le da aceptar. Se colocan 2pl
de muestra con 1 repeticién en el Take3 en los pozos BH.

Evaluacion de integridad del DNA por gel de agarosa

Se utiliza para valorar la integridad de DNA gendmico y evaluar el éxito de la
amplificacion lograda por la PCR. Se calcula la concentracién de agarosa
requerida, que sera de 1x (referencia para evaluar DNA gendmico), después se
calcula la dimension y el volumen del gel necesario para el tanque de
electroforesis.

En un matraz Erlen-Meyer de 200ml se colocan 500 mg de agarosa de grado
molecular marca Bioline (No. De catalogo BIO-41025) en 50 ml de buffer TAE al
1%, y se calienta para disolver la agarosa. Se deja polimerizar de 10-30 minutos,
cubriéndolo de corrientes de aire y polvo. Durante este tiempo se prepara el buffer
TAE al 1% (TAE, 25X Liquid Concentrate, ultra puro, AMRESCO, LLC. No. De
catalogo e0796-1.6L) 1000ml.

Después de transcurrido el tiempo se retiran los sellos acrilicos del casete y se
coloca dentro del tanque de electroforesis, se le agrega Buffer TAE 1% hasta la
linea de referencia. Se retira el peine del gel cuidadosamente para evitar romper
los pocillos y se preparan para cargar. Para el carril 2-43 se cargan con 5ul de la
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muestra de DNA y se le adiciona 2pl de 6X TriTrack DNA Loading Dye (Thermo
Scientific, No. Lote 00752576), en el primer carril se coloca 3ul de 1Kb DNA
Ladder (Axygen, No lote M-DNA -1KB). El gel de electroforesis se corre a 80 Volts
por 40 minutos Una vez transcurrido el tiempo, con luz tenue se saca el casete y
el gel se coloca en un contenedor con una disolucion de SYBR® Safe DNA gel
stain (Invitrogen, No lote 1880742) en buffer TAE, a una concentracién 1:10,000,
se cubre con aluminio y se deja en agitacién por 30 minutos, transcurrido el tiempo

se coloca en el transiluminador y se observa.

Genotipificacion

Se realiza genotipificacion para el SNP especifico utilizando una sonda TagMan®
SNP Genotyping Assay (Numero de catalogo C_904972_ 10, Applied Biiosystem,
Foster City, CA, USA), para su preparacion primero se realiza la preparacion de la
sonda TagMan®, que se encuentra a una concentracion 40X y se requieren stocks
a 20X. Se debe diluir 1X TE buffer, que tiene una composicion 10-mM Tris-HCL,
1mM EDTA, pH 8.0, en agua libre de DNAsas. Primero se calcula la molaridad del
EDTA (Ambresco, No catalogo M101-500G) y Tris-HCL (US Biological, No. Lote
T8650) y posterior calculo para obtener la molaridad requerida, siendo necesario
diluir 0.1576g/100ml de Tris-HCL y 0.0372g/100ml para la preparacion del buffer.
Después se filtra la solucion en campana y se realizan 3 stocks de la sonda
TagMan® para su almacenamiento a una concentracion 1:1 a un volumen final
50y, y el cuarto stock se prepara a la misma concentracion, pero a un volumen
final de 12pl. Se rotulan por numeros del 1 al 4 y se almacenan los tres primeros a
-20°C. y el cuarto se deja para su utilizacion. Se realiza la solucion madre del total
de muestras a preparar, de ahi se coloca la cantidad indicada en la tabla en los
tubos eppendorf®, se le adiciona agua libre de DNAsas y el templado de DNA. En
la primera corrida se hace una evaluacion del rendimiento de las muestras con y
sin solucion-Q se realiza conforme a las indicaciones de la fabrica a un volumen
final de 25pl.
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Pasos para la preparacion de la solucion para PCR.

Se trasladan en hielera al Instituto de Fisiologia, donde son analizadas con el
equipo StepOne plus (Applied Biosystems; USA). Las muestras son centrifugadas
a 800 RPM durante dos minutos, previo a la colocacion de la placa en el equipo.
Posteriormente se abre el programa en la computadora, se selecciona “nueva
corrida”, se le indica al programa que va a realizar una “genotipificacién”, se
agrega la “pre-corrida” y se indican las temperaturas preestablecidas por fabrica.
Una vez que finaliza la lectura se selecciona “analizar” y se obtienen los datos

utilizando el software StepOne Plus™ (Applied Biosystem, USA).

. }J\QB Ve

S Probe o Probe ¥ :
Forward primer Vo7 i amn 0 \E/ 77777777 p— @ Reverse primer
G A ——
N
® [G/A] 3’
-\ DNA template / /

o
3 (e &t

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

Se especifican a continuacion la secuencia genomica analizada:
APOE E4

e4 (c.388T4C) NM 000041.2

rs429358 (Homo sapiens)

Allelos T>C

Cromosoma: 19:44908822

Gen: APOE

Consecuencia funcional: missense

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

Significancia clinica: Patogénico

Validado por: 1000G, 2hit 2allele, cluster, frequency, hapmap
Frecuencia alélica menor global: T=0.0751/376
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6.6 Recoleccion y analisis de los datos

Se recolectaron los datos en una base de datos de SPSS. Se utilizaron media y
desviacion estandar para descripcion de variables con distribucién paramétrica,
asi como mediana y rango intercuartil para variables no paramétricas. Los
resultados fueron analizados y realiz6é un analisis de equilibrio de Hardy Weinberg,
para posteriormente analizar con Chi2 los resultados obtenidos. Se utilizo el
software SPSS Inc. V21, Chicago, IL).

Métodos estandarizados: recoleccion de muestras de hisopado del carrillo interno de la

boca en laboratorio del hospital.

6.7 Consideraciones éticas y/o carta de consentimiento bajo informacioén:

Todos los pacientes incluidos en el estudio entendieron, aceptaron y firmaron el
consentimiento informado aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del
hospital (COFEPRIS 17 CI 09 003 142) el 7 Febrero 2021 con el numero de
protocolo INV-21-03. Para el desarrollo de este proyecto se tomaron en cuenta los
principios de la declaracion de Helsinki para investigacién en humanos.

6.8 Bioseguridad

El riesgo bioldgico infeccioso por el manejo de muestras de sangre, se trabajo
cumpliendo la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Proteccion
ambiental, salud ambiental, residuos peligrosos biologico-infecciosos, clasificacion
y especificaciones de manejo para evitar la contaminacion al medio ambiente y
disminuir el riesgo para la salud humana.

Se realiz6 el analisis estadistico en la base de datos con SPSS Los resultados
seran analizados y se correlacionaran con las siguientes pruebas; prueba de X2
(Chi-squared test) para las variables categoéricas en un analisis univariado. La
asociacion alélica fue cuantificada mediante un analisis de regresion multivariado,

considerando edad, tabaquismo, hipertensién, diabetes como posibles confusores.
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7.0 RESULTADOS

Se recolectaron las muestras de 100 pacientes cuya edad promedio fue de 77.4+/-
8.06 anos 68% mujeres y 28% hombres 57 de los cuales eran originarios de la
Ciudad de Mexico y el resto de otros estados. Durante el analsis estadistico no
existieron desviaciones ya que todos los pacientes cumplian con los criterios de
inclusion adecuadamente. Se incluyeron un total de 196 ojos en 200 pacientes.
Dos de los cuatro ojos excluidos se encontraban en no percepcion de luz (NPL)
secundarios a desprendimiento de retina regmatogenos, uno por desprendimiento
de retina secundario a endoftalmitis y solamente un ojo se encontraba en cuenta
dedos (CD) secundario a queratopatia bullosa, por lo que el fondo de ojo no era
valorable al momento de la realizacion del estudio, aunque ya se conocia con el

diagnoéstico de DMRE de larga evolucion en el hospital.

En cuanto antecedentes oftalmoldgicos relevantes se encontraron:
e Sospecha de glaucoma: 15 pacientes
e Sospecha de cierre angular primario: 1 paciente
e Glaucoma primario de angulo abierto : 8 pacientes
e Otros glaucomas: 2 pacientes:
e Diabetes mellitus sin retinopatia: 13 pacientes
e Retinopatia diabética leve: 1 paciente
e Retinopatia diabética moderada: 2 pacientes
e Membrana Epiretiniana: 5 pacientes
e Agujero macular: 1 paciente
e Escleritis y/o uveitis anterior: 4 pacientes
e Cirugia de glaucoma: 4 pacientes
e Catarata clinicamente significativa (que se considerara contribuyera a baja

visual del paciente): 1 paciente

Del total de los pacientes la edad promedio a la cual se les realiz6 el diagndstico

de degeneracion macular fue de 74.3 +/- 8.83 afos. El 47% de los pacientes refirid
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como sintoma inicial la baja visual de uno de sus ojos de manera significativa en
promedio de alrededor de 20.9 meses (1.8 afios) de evolucién previo a acudir a
una valoracion. Solamente el 15% de los pacientes reporté un escotoma central
como manifestacion inicial de la enfermedad. 16% estaba asintomatico al
momento del diagndstico.

Sintomas inciales al diagnodstico

B Asintomatico

| Baja visual
Metamorfopsia
Escotoma central

m Mala AV post Qx

m Vision borrosa

H Diplopia

m Miodesopsias/ Fotopsias

En cuanto a tipo de degeneracion macular se encontraron 107 (53.5%) en estadio

seco y 89 (44.5%) humedos, lo que contrasta fuertemente con la prevalencia
aproximada de 10% de DMRE humeda y 90% seca reportada en la literatura, los
cuales se clasificaron de acuerdo a la clasificacion AREDSII encontrandose la

siguiente ditribucion:

Estadio (Severidad) Ojos

Seca Moderada (Estadio 2)

Humeda (Estadio 4) 89

Se considero6 a los pacientes en la categoria de DMRE humeda a todos los que
presentaran antecedente documentado en el expediente clinico electrénico de
haber presentado actividad en forma de membrana neovascular o liquido

subretiniano en cualquier momento de su seguimiento en la institucion. Al
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momento de la recoleccion de la muestra, se encontré que de los 90 ojos, 25 ojos

se encontraban con actividad en ese momento.

En cuanto a alteraciones maculares en OCT (Tomografia de coherencia 6ptica)

se encontro:

Hallazgos en OCTM (# de ojos)
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m No.ojos
Porcentaje de pacientes con hallazgos positivos en OCTM

= Atrofia de FR = Fibrosis subfoveal = LSR Quistes intraretinianos
= DEPS = Drusas foveales » Drusas extrafoveales = MNV
= MER = Sin drusas = Traccion Vitreomacular =
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Atrofia de fotoreceptores 31 %
Fibrosis subfoveal y/o subretiniana 22%
Liquido subretiniano (LSR) 3.5%
Quistes intraretinianos (QIR) 3%
Despegamientos del epitelio 7%
pigmentario (DEPS)

Drusas foveales 25.5%
Drusas extrafoveales 21.5%
Membrana activa (MNV) 12.5%
Membrana epiretiniana (MER) 2.5%
Sin drusas (ojo contralateral afectado) | 1%
Sindrome de traccion vitreomacular 0.5%

En cuanto a grado de discapacidad visual, se agruparon a de acuerdo a sus
agudezas visuales mejor corregidas (AVMC) encontrandose:

Baja visual leve (20/40-20/60)

Baja visual muy severa (20/420-MM) 44 ojos

Al combinar los datos de agudezas visuales de ambos ojos con el fin de conocer el
grado de discpacidad visual de cada paciente:

Grado de discapacidad de los pacientes con
DMRE

-,

m Sin discapacidad = Leve Moderada Severa ® Muysevera =

15 pacientes sin discapacidad visual, 45 pacientes con discapacidad visual leve,19
con discapacidad moderada, 16 con severa y 5 con discapacidad muy severa,
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siendo estos ultimos pacientes cuya capacidad visual en su mejor ojo era igual o
peor de 20/400.

De estos datos, cabe destacar que del total de pacientes, 37 se encontraban con
solamente un ojo unico funional definido como una AVMC de 20/200 o menor en
alguno de los ojos. Asimismo 26 pacientes eran considerados como ciegos legales
al presentar una AVMC de su mejor ojo en 20/70 o menor.

Durante el estudio se intentd hacer la asociacion entre la severidad de la
enfermedad y el tabaquismo, sin embargo no se logré obtener la suficiente
informacion de los expedientes como para poder correlacionar la informacién de
manera significativa ya que solamente 5 pacientes del total reportaron un
antecedente positivo de tabaquismo, lo cual se considero con un probable
confusor dado su baja incidencia

Caso | S | Edad | AYMC | AVMC | Tipoy Tipoy OCTM Origen | IT Sintomas Tiempo Edad al

e oD ol Estadio | estadio Visuales de dx

X oD (o]} evolucion

o (meses)
1 F |80 DEF AO CDMX | 0 ASX 0 79
2 F |79 DEF AO CDMX | 0 BAJA AV Ol 12 79
3 F |65 AFR OD /DEF Ol CDMX | 0 BAJAAVAO [6 65
4 M | 80 DF Ol EDMX | 0 ASX 0 77
5 M | 81 DEF OD /AFR Ol CDMX | 0 BAJA AV Ol 24 74
6 F [ 74 | SecaM | DF AO CDMX | 0 3 60
7 F |87 FSF AO PUE |0 12 87
8 F [ 69 20/100 FMLCLEW DEF OD/ AFR Ol CDMX | 0 | 6 67
9 M | 93 CD TN CGER T CLEM AFR + FSF AO CDMX | 0 MALA AV 4 87

POST QX

10 F [ 90 Humeda MNV OD / DF Ol CDMX | 0 ASX 0 88
1 M | 69 DEF OD / DF Ol GRO [0 12 86
12 F |86 | DF AO CDMX | 0 BAJA AV AO 86
13 F |81 DF AO + MER Ol CDMX | 0 BAJAAVAO |12 80
14 F |83 DEF OD /AFR Ol CDMX [ 0 BAJAAV + MD |6 64
15 M |93 Humeda AFR AO CDMX [ 0 MALA AV Ol 18 92
16 M |79 M Humeda AFR AO CDMX | 0 12 64
17 F |91 20/100 WEIMTICLEW SecaM | FSF OD/ DF+MER Ol | SIN 0 BAJA AV Ol 12 89
18 M | 58 20/100 | DEF AO GTO |0 BAJAAVAO |6 58
19 F |85 CD Humeda Humeda WAS:¥.Xe] CDMX | 0 BAJA AV AO 12 79
20 F |76 20/200 Humeda Humeda YA 0 BAJAAVAO [ 12 69
21 F |86 VI 20/60 | SecaM | DF AO+ AFR OD MOR [0 VB AO + EC 2 86
22 F |76 cD AUCEEl SecaM | AFR+ FSF OD/DF Ol | CDMX | 0 BAJAAVOD |3 75
23 F |69 20/100 AUl DEF OD/FSF Ol GRO [0 BAJAAV +EC |6 68
24 F |78 PTG T G Pl MNVOD/ AFR+ FSFOI [ VER [ 0 24 78
25 | M |76 MM RO CRENG T CREN MNV OD/ AFR Ol CDMX | 0 24 75
26 F |83 | SecaM WGMLTLEMW AFR AO 16 9 78
27 F |75 | 20/60 | R0 CEW DEF OD/ FSF Ol 0 2 75
28 F |86 [eh) GOCCEN DF OD/ FSF Ol JAL 0 BAJAAVAO |36 86
29 |F |78 [V Humeda AFR OD/ FSR Ol CDMX [ 0 BAJAAVAO |12 65
30 M | 86 | SecaM | AFR+DF OD/DF Ol _[PUE [0 BAJAAVOD [ 12 86
31 M [ 80 o) ALl DEF OD/ MNV Ol CDMX BAJA AV Ol 72
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32 F [ 81

33 F |74 0/800
34 F |83 D

35 | M |89 |20/60 | 20/40
36 | F |80 D

37 | F |81 |20/60

38 F [ 89 CD

39 F |70 20/50
40 M [ 91 »

41 F [ 76 D

42 F |78

43 | M |79 | 20/40 |20/50
44 F [ 81 20/50
45 F |76

46 | M [ 77 | 20/40

47 F | 67

48 [ M |75 D
49 | F |74

50 |F |78 20/60
51 F | 67

52 M | 84 D 20/50
53 F |72 D
54 | M |84

55 M |73 D
56 M |71

57 F [ 54

58 F [ 74 »
59 F | 85 D
60 |F |86 NPL
61 | F |86 D
62 |F |85 20/50
63 F |87 D
64 | F

65 |[F

66 | M | cD
67 M cD
68 | M |

69 F cD
70 |[F

71_|F
72 |[™

73 | F cD

74| M
75 |F
76 | F

77| F )

78 F

79 | M 20/450

80 |F cD

82 |F )
83 | M

84 | M

85 |F

86 |F

87 F 20/800
88 | F

89 |F

90 |[F

Seca M

Seca M

Seca M

eda
eda
eda
Seca M

Humeda
Humeda

Humeda

Humeda
Humeda

Humeda
Humeda

Humeda

Humeda
Humeda

Humeda
Humeda

Humeda

Humeda

Humeda

SecaM_| DEF OD/ AFR Ol CDMX | 0 MD+ BAJAAV |4 79
Y2l MNV AO 0 MD + BAJAAV | 6 74
AFR OD / DEF Ol CDMX | 0 BAJAAVAO | 12 80
MNV OD/ DF Ol HGO |0 8 86
28 FSF AO HGO [0 MALAAVAO [36 80
FSR OD/ DF Ol CDMX | 0 MALAAVOD |1 64
AFR + FSR Ol CDMX | 0 MALAAVAO |6 68
SecaM | DEF OD/ DEPS Ol CDMX | 0 MD AO 1 70
2l FSF AO GRO [0 BAJA AV OD 84
W AFR AO CDMX | 0 ASX 0 72
W AFR + FSF AO CDMX | 0 BAJA AV Ol 9 74
.28 DF OD/ MNV+DF Ol | CDMX | 0 NO PUEDE 5 79
LEER
DEF OD/ DF Ol 0 ASX 0 81
‘28l DEPS AO+ MNV Ol CDMX | 0 36 76
DF AO CDMX | 0 ASX 0 77
DEF AO CDMX | 0 ASX 0 67
DF +DEP OD/AFR Ol | CDMX | 0 BAJA AV Ol 1 75
DF AO GRO [0 6 72
28 SD OD/DF+MNVOI | JAL |0 DIPLOPIA 2 77
W FSF AO+ MNV Ol 0 BAJAAVAO |8 66
W AFR OD/MNV Ol 0 BAJAAVAO |30 76
YW OD LSR +DF HGO |0 BAJA AV 24 72
OI LSR + AFR +EC+MT AO
DF AO CDMX | 0 ASX 0 82
P8 DEF + MER OD CDMX | 0 ASX 0 69
MNV Ol
28 DEF OD HGO ASX 0 71
AFR+ DEPS+ LSR Ol
DEF AO 0 ASX 0 54
DF OD/AFR Ol 0 40 75
28 AFR AO PUE [0 MALA AV AO 85
NA MNV+ DF OD CDMX | 0 3 74
W AFR + FSF AO CDMX | 0 BAJAAVAO |24 85
SecaM | AFR OD/ DF+ FSF Ol | CDMX | 0 ASX 0 80
MNV OD/ AFR O CDMX | 0 2 86
DF AO CDMX | 0 ASX 0 67
DF + DEPS AO 0 BAJAAVAO [ 12 78
Il AFR AO 0 BAJAAVAO |36 75
TPl AFR+ QIR OD CDMX | 0 BAJAAVOD |12 72
FSF Ol
DEF AO +MER Ol CDMX | 0 BAJAAVAO |12 71
AFR+ QIR OD CDMX | 0 MALAAVOD |12 63
FSF Ol
DEF AO PUE [0 ASX 0 82
Gl AFR AO+ FSF OD CDMX | 0 BAJAAVAO |12 72
ISPl FSR OD CDMX | 0 MD+ VB AO 6 72
DF+ DEPS Ol
GOLCEEM AFR AO+ DEF Ol CDMX | 0 6 52
DF AO PUE |0 66
| SecaM | FSF OD + DF AO CDMX | 0 3 80
FSF + STVM OD GRO [0 4 73
MNV +DEF Ol
AFR AO CDMX | 0 1 54
DEF AO CDMX | 0 8 78
GIEEM AFR AO+ FSF OD CDMX | 0 2 78
AFR OD / DF Ol CDMX [ 0 ASX 0 75
DF AO HGO [0 MALA AV 3 81
POST QX
Il FSF +LSR OD CDMX | 0 BAJA AV OD 77
AFR Ol
DEPS+ AFR OD PUE |0 BAJA AV OD 86
DEF Ol
AFR + DEF Ol SIN 8 68
DF+ FSR+ LSR OD CDMX | 0 BAJAAV + MD [1 62
DEF Ol
AFR AO + DEPS OD 0 BAJAAVAO | 36 72
MNV OD/ AFR Ol OA 0 BAJAAVAO |24 73
FSF OD / DF Ol BCN [0 0.1 75
DEF OD GRO [0 3 66
FSF + LSR Ol
AFR + FSF OD CDMX | 0 FOTOPSIAS |1 62
DF Ol AO
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91 M [ 86 cD cD T G-l FSF + DEF AO CDMX | 0 BAJAAVAO |24 82
QIR OD

92 M | 87 CcD Humeda Humeda IEEIRLYNG) CDMX | 0 MALAAVAO |9 87

93 M | 63 W CUEGEN DEF OD 0 MALAAVAO |6 62
DEPS Ol

94 M |90 cD Humeda FSF + MNV OD CDMX | 0 5 90

e

95 | F |67 DEF AO INIGEN o ASX 0 67

96 F [72 AW DF OD /DEP+ LSR CDMX | 0 6 71

97 F |64 CUOEGEN SecaM | AFR + FSF OD CDMX | 0 MD + 3 57
AFR + DEPS Ol DIPLOPIA

98 F |83 EULCLEN SecaM | AFR + FSR OD 0 BAJA AV 24 82
DEPS +DF Ol

99 F |64 DEF AO + MNV Ol CDMX [ 0 00 57

100 |[F |65 AFR+ FSF OD CDMX BAJAAVOD |1 64
ol sD

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas clinico demograficas de la muestra.

Abreviaturas: AV (Agudeza visual) AVMC (Agudeza visual mejor corregida), NPL (No Percepcion
de Luz), MM (Movimiento de manos), CD (Cuenta Dedos), DF (Drusas foveales) DEF (Drusas
extrafoveales) AFR (Atrofia de fotoreceptores) FSF (Fibrosis subfoveal) FSR (Fibrosis subretiniana)
DEPS (Despegamiento de epitelio pigmentado) LSR (Liquido subretiniano) QIR (Quiste
intraretiniano) MNV (Membrana Neovascular) SD (Sin Drusas) STVM (Sindrome de Traccion
Vitreomacular) MER (Membrana epiretiniana) , OD (Ojo Derecho), Ol (Ojo izquierdo) AO (Ambos
ojos) ASX (Asintomatico) EC (Escotoma central) VB (Vision Borrosa) MT (Metamorfopsias) MD
(Miodesopsias), PUE (Puebla) EDMEX (Estado de México) CDMX (Ciudad de México) VER
(Veracruz) MICH (Michoacan), COAH (Coahuila), SIN (Sinaloa), BCN (Baja California Norte) BCS
(Baja California Sur), OAX (Oaxaca), QRO (Queretaro), JAL (Jalisco), TLAX (Tlaxcala), GRO
(Guerrero), HGO (Hidalgo) , MOR (Morelos)

Analisis de polimorfismos
Se analizaron las muestras de los 100 pacientes reclutados, encontrandose una

prevalencia del 36% del polimorfismo estudiado versus 64% de ausencia del
mismo, misma que supera la hipotesis esperada de 10% y que a su vez contrasta
con estudios similares en donde la prevalencia promedio del polimorfismo se
encontré entre el 7-15% (Huang, et. al , 2014)

rs429358

80%
60%
40%
20%

36% 64%
0%

Presencia Ausencia
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En cuanto al genotipo encontrado en los pacientes con el polimorfismo positivo
(n=36) se encontro el alelo CC en el 50%, (n=18), GG en el 30% (n=11) y GC en
19.6% (n=7). Con estos datos se calculd la frecuencia alélica observada C=0.65y
T=0.34 utilizando el calculo de equilibrio de Hardy Weinberg en donde se muestra
una relacion estadisticamente significativa de las frecuencias genotipicas
estudiadas con una p<0.00001 asi como una prevalencia mayor de pacientes
heterocigotos de lo esperado (30.4% vs 19.4% proyectado) y una menor de los
homocigotos ( 50% vs 77% proyectado) respectivamente.

PREVALENCIA DE HOMOCIGOTOS
Y HERTEROCIGOTOS

50% 30.4% 19.6%
N=36
FRECUENCIA HWE
SNP OBSERVADA FRECUENCIA ESPERADA X, VALOR P
Genotipica
CC 18(0.425) 28.51(0.792)
CG 11(0.102) 7.02 (0.195) 13.74 <0.0001
rs429358 GG 7(0.120) 0.43 (0.012)
Alélica (N=72)
C 47 (0.652) 64 (0. 890)
17.70 <0.0001
T 25 (0.347) 8 (0.110)
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La degeneracion macular relacionada con la edad es un padecimiento muy comun
entre la poblacion mexicana. En nuestro estudio se encontr6 una prevalencia de
degeneracion de tipo humeda mucho mas alta a la que se esperaria,
probablemente secundario al hecho de que el estudio fue realizado en un centro
de concentracion oftalmolégico y tambien al largo tiempo de espera que
presentaban la mayoria de los pacientes para buscar atencion medica provocando
que la mayoria de los pacientes recolectados tuvieran cuadros mucho mas graves
de lo que se esperaria con un diagnostico tardio, derivando en un porcentaje muy
elevado de discpacidad entre los que la padecen; 40% de los participantes
presentaban ya un grado de discapacidad moderado a severo . Esto nos
demuestra la necesidad inminente de realizar programas de prevencion para evitar

la discapacidad visual severa derivada de la enfermedad.

En el caso del polimorfismo rs429358 del gen APOE4 se encontré un prevalencia
estadisticamente significativa mayor a la reportada en series similares, pudiendo
indicar que contrario a lo que sucede en poblaciones caucasicas y asiaticas, dicho
polimorfismo podria estar asociado a DMRE avanzada tanto humeda como seca,
sin embargo se requiere un estudio de asociacion con muchos mas sujetos de
estudio para poder comprobar esta hipdtesis, esto también asociado al hecho de
que la mayoria de los pacientes que resultaron positivos, presentaban

clinicamente estadios avanzados de la enfermedad.

Con estos resultados preliminares, seria importante realizar un estudio de
prevalencia del polimorfismo en poblacion general para poder conocer la misma
de manera precisa con el fin de poder realizar un calculo de muestra mucho mas
preciso en un segundo estudio de asociacion, el cual debera ser multicentrico e
incluir a muchos mas pacientes en estadios menos avanzados de la enfermedad
que nos permita conocer si es que este polimorfismo es un factor de riesgo para la

enfermedad grave en nuestra poblacion.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Abreviaturas

DMRE Degeneracion Macular
Relacionada con la edad

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

APOE Apolipoproteina E

ARMS2 Age-Related Maculopathy
Suceptibility 2

C3 Complemento 3

CST3 Cystatin 3

ERCC6 DNA excision repair protein 6

FBLN5 Fibulin 5

HMCN1 Hemicentin1

HTRA1 Human Peptidase serin 1

MMP9 Metaloproteinase 9

RAX2 Retina and anterior neural fold
homebox 2

TRL 4 Toll-like receptor 4

Anexo 2: Consentimiento informado

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

1. TITULO DEL ESTUDIO.

Prevalencia de Polimorfismo rs429258 del gen APOE4 en la Degeneracidon Macular Relacionada a
la Edad

Doctores encargados del estudio: Dra. Marisol Romero Marquez /Dr. Luis F. Hernandez
Zimbron.
Oftalmologia / Unidad de Investigacidn

Asociacidn para Evitar la Ceguera en México, IAP

Vicente Garcia Torres 46-S, San Lucas, 04030 Ciudad de

México

Numero de teléfono: 565965 72
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POR FAVOR, LEA ESTE FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO CON ATENCION. EN EL
DOCUMENTO SE PRESENTA INFORMACION RELEVANTE ACERCA DE ESTA INVESTIGACION. SI TIENE
DUDAS, PREGUNTE A LOS MEDICOS ENCARGADOS DEL ESTUDIO ACERCA DE ELLAS.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO.

Lo/la invitamos a que participe en un estudio de investigacidon. Los médicos e investigadores de la
Asociacion para Evitar la Ceguera en México, IAP Dr. Luis Sdnchez Bulnes, estdn interesados en
estudiar los diferentes genes de los mexicanos que podrian estar asociados a desarrollar a edades
tempranas degeneracion macular relacionada a la edad.

El objetivo de este estudio es conocer si los pacientes que tienen diagndstico de degeneracion
macular, tienen mutaciones en ciertos genes que los hagan mas propensos a desarollarla
tempranamente. Estos genes que queremos estudiar, se han encontrado en otros paises asociados
a esta enfermedad, y nuestra intenciéon es conocer si estas mutaciones también ocurren en
mexicanos.

Este estudio es del conocimiento de las autoridades del Asociacion para Evitar la Ceguera en México,
IAP Dr. Luis Sanchez Bulnes. Se planean incluir aproximadamente 100 pacientes con o sin
diagndstico de degeneracion macular, similar a la enfermedad que usted tiene.

2. ¢TENGO QUE PARTICIPAR?

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si Usted no estd de acuerdo en
participar, no se verd perjudicado(a) de ninguna manera, incluyendo el tratamiento médico y los
cuidados que tiene derecho a recibir. Si decide otorgar el consentimiento para participar en el
estudio, y una vez iniciado decide que no quiere seguir participando, puede retirar el
consentimiento en cualquier momento sin que ello afecte su tratamiento o cuidados médicos.

3. ¢QUE PASARA CONMIGO SI PARTICIPO?

Si decide participar, al momento de su ingreso al estudio, se le tomara una muestra de sangre, la
cual sera procesada y para la identificacidon de ciertos genes.

Ademas de esta Unica toma de sangre, el personal del estudio recopilara informacién acerca de su
estado de salud. La mayor parte de las veces esta informacidon se obtendra a través del expediente,
pero en otras se le tendrd que preguntar a usted directamente, y revisar cdmo evoluciona.

4. §QUE RIESGOS EXISTEN AL PARTICIPAR?

La toma de muestra de sangre, se realiza con material estéril tal y como se toman las muestras de
pacientes diariamente en el laboratorio. Puede sentir un pinchazo, para algunas personas puede
resultar desagradable por el hecho de tener que introducir una aguja para retirar 5-8 ml de
sangre. Ocasionalmente puede haber molestias como ardor leve por unos minutos después de
haber tomado la muestra, asi como posible formacidon de un moretén. Ocasionalmente se puede
sentir hormigueo, que ocurriria sélo en caso de que la aguja tocara algun nervio, lo cual es
extremadamente raro. Ademds, las complicaciones asociadas a este procedimiento son muy
escasas.

De presentar molestias relacionadas a este procedimiento se indicard un tratamiento apropiado
para ello, normalmente sera a base fomentos frios. Favor de NO doblar el brazo una vez que se le
tome la muestra, sdlo presione sobre la herida con su dedo y un algodén durante 10 minutos. La
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persistencia de las molestias después de la toma de la muestra son muy infrecuentes. De necesitar
el tratamiento, este no tendra costo para usted.

Es necesario mencionar a usted que este protocolo ha sido evaluado y aprobado por los comités de
investigacion y ética en investigacidn de la Asociacion Para Evitar la Ceguera en México I.A.P.

5. ¢ CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS DE PARTICIPAR?

Si usted resulta tener alguna mutacién en los genes que estudiaremos, y si se demuestra que dichas
mutaciones significan un mayor riesgo de presentar la enfermedad, usted serd informado, para que
tome las medidas de evaluacion temprana con sus familiares (hijos, sobrinos, etc). Esta informacion
puede ayudar a sus médicos a tomar mejores decisiones en cuanto a la frecuencia de revisiones o
inicio de tratamiento o medidas profilacticas. Ademas, ayudara al avance cientifico para que otros
pacientes en el futuro sean diagnosticados tempranamente.

Dependiendo de los resultados del estudio, en un futuro puede ayudar a que se establezcan ciertas
politicas de diagndstico y manejo que ayuden a otros pacientes como Usted.

6. ¢ CUANTO CUESTA PARTICIPAR?

La participacién en este estudio no tiene ningln costo. Todas las muestras de sangre que se soliciten
serdn cubiertas por este estudio.

7. ¢CUALES SON MIS RESPONSABILIDADES EN ESTE ESTUDIO?

Mi responsabilidad al participar en este estudio es la de contestar las preguntas realizadas por los
doctores del estudio y proporcionar las muestras requeridas.

8. MUESTRAS BIOLOGICAS

Durante el estudio, las muestras bioldgicas (sangre) seran recogidas, procesadas para la obtencion
de ADN de estas muestras y reportadas en la Asociacidn para Evitar la Ceguera, IAP. Todas las
muestras identificables seran tratadas de manera tal que se mantenga la confidencialidad del
paciente en todo momento. Las muestras de ADN vy la informacion relacionada a este tipo de
muestra no serd compartida con ninguna otra persona o institucién que no esté registrada en este
protocolo.

9. ¢ COMO SE USARAN MIS DATOS PERSONALES?

Toda la informacién sera recabada, procesada, almacenada y analizada por los investigadores y
personal del estudio. Toda la informacién sera tratada de manera confidencial, y de efectuarse
alguna publicacion de los hallazgos del estudio, los datos de caracter personal no seran
identificables.

La informacion, asi como cualquier registro de imagen (fotografias) sélo estaran disponible para los
investigadores y personal del estudio. En caso de solicitarlo, las autoridades de la Asociacidn para
Evitar la Ceguera, IAP podran tener acceso a la informacién relacionada con este estudio.

10. ¢éA QUIEN DEBO CONTACTAR SI NECESITO MAS INFORMACION O AYUDA?

En caso de dudas acerca del estudio, por favor pdéngase en contacto con los investigadores
principales:

Nombre de los investigadores: Dra. Marisol Romero Marquez , Nimero de contacto 24 horas:
5529699281
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Dr. Luis F. Hernandez Zimbréon, Numero de contacto 24 horas;
5525646078

Direccién: Unidad de Investigacidn, Asociacidn para Evitar la Ceguera en México, IAP, Vicente Garcia
Torres 46-S, San Lucas, 04030 Ciudad de México

Numero de teléfono del Departamento de Investigacion: 56 59 65 72

Para aclarar sus dudas sobre sus derechos por participar en un estudio clinico, puede contactar al
Comité de Etica en Investigacion con el Dr. Everardo Hernandez, Presidente y Secretario

Comité de Etica en Investigacién de Asociacién para Evitar la Ceguera en México, IAP
Dr. Everardo Herndndez, Presidente del Comité de Etica en Investigacion.

Direccion: Vicente Garcia Torres 46-S, San Lucas, 04030 Ciudad de México Teléfono: 1084-1400,
extensién 1303.

11. DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DEL SUJETO

He recibido informacién verbal sobre el estudio y he leido la nformacién adjunta por escrito. Me
han dado la oportunidad de discutir el estudio y hacer preguntas. Yo voluntariamente doy mi
consentimiento para participar en el estudio. Acepto voluntariamente permitir que el personal del
estudio recoja, utilice y comparta mi informacién de salud como se especifica en este formato.
Entiendo que puedo negarme a participar o retirarme del estudio en cualquier momento sin que
ello repercuta en mis cuidados y atencion médica. Acepto libremente participar en el estudio.
Recibiré una copia firmada de esta carta de consentimiento informado.

Nombre del participante Firma Fecha

Nombre de quien obtuvo el consentimiento Firma Fecha

Nombre del testigo 1 y parentesco Firma Fecha
Direccién

Nombre del testigo 2 y parentesco Firma Fecha
Direccién
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