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GLOSARIO

AL: América Latina.

CDA14: Cluster de Diferenciacion.

CGR: Células Ganglionares de la Retina.

DM: Diabetes Mellitus.

DNA: Acido desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés).
EUR: Euros.

GH: Gendmica Humana.

GPAA: Glaucoma Primario de Angulo.

GPAC: Glaucoma Primario de Angulo Cerrado.

GPTN: Glaucoma Primario de Tensién Normal,

HTA: Hipertension Arterial.

IC: Intervalo de Confianza.

LALES: The Los Angeles Latino EyeStudy (por sus siglas en ingiés).
LBP: Proteina de union ai Lipopolisacarido (por sus siglas en inglées).
LOXL: Lisil Oxidasa.

LP: Lipopolisacarido.

LPS: lipopolisacaridos.

MD-2: Proteina de diferenciacion Mieloide 2.

MYOC: Miocilina.

NO: Nervio Optico.

OMS: Organizacién Mundial de I3 Salud.

OPTN: Optineurina.



OR: Odds Ratio.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés).
PGH: Proyecto Genoma Humano.

PI1O: Presién Intraocular.

PRR: Receptores de Reconocimiento de Patrones Moleculares (por sus siglas en

inglés).
SNPs: Polimorfismos de un Solo Nucleétido (por sus siglas en ingles).

TLR: Receptores Tipo Toll (por sus siglas en inglés). TLR4: Receptor tipo Toll 4 (por
sus siglas en inglés). WDR36: WD repeat-containing protein.



1. RESUMEN

El glaucoma primaric de angulo abierto (GPAA) es una neuropatia optica
caracterizada por el dafo irreversible en el nervio dptico (NQ), considerada una de
las principales causas de ceguera en el mundo. La elevacién de la presion
intraocular es el factor de riesgo mas conocido y el unico modificable para su
tratamiento. La mejor alternativa para su abordaje, es la identificacién de los factores
de riesgo para lograr una deteccion y tratamiento tempranos. El glaucoma es la
segunda causa de ceguera en el mundo, solo superado por la catarata. La
Organizacion Mundial de la Salud estima que existen en el mundo 100 millones de
personas con sospecha de glaucoma, 70 millones padecen la enfermedad: de las
cuales cerca de 3 millones estan ciegas bilateralmente. La medicina genomica
brinda a la salud publica la oportunidad de desarrollar conocimientos que ayuden a
prevenir o retrasar el inicio de muchas enfermedades comunes de manera mas
individualizada. La posibilidad de una relacion genética en el glaucoma fue descrita
por primera vez en 1842 por Benedict, debido al hallazgo de dos hermanas
afectadas por la enfermedad. La importancia del componente genético es
evidenciada por un creciente nimero de estudios. Al menos 14 loci se han
identificado  asociados al glaucoma. Recientemenie se han relacionado
polimorfismos del gen del receptor tipo Toll 4 (TLR4) con el GPAA en poblacion
japonesa. Resulta de interés el estudio del gen TLR4 y su asociacién con glaucoma,
debido a que diversa evidencia ha demostrado que su sefalizacion y expresion se
ve incrementada en la retina de los pacientes que lo padecen, asi como en la retina

de animales a los cuales se les induce dafio glaucomatoso del NO.

El objetivo de la presente investigacién consistio en determinar la asociacion de seis
polimorfismos de un solo nuclestido (SNPs) del gen del receptor tipo Toll 4 (TLR4)
(rs12377632, rs4986790, rs4986791, rs1927911, rs11536889 y rs2149365) con
GPAA en poblacion mexicana. Para ello, se realizdé un estudio genético de casos
(pacientes con diagnostico de GPAA) y controles (pacientes sin evidencia clinica de



glaucoma). El acido desoxirribonucleico (DNA) gendmico de los pacientes incluidos
en el estudio se obtuvo de una muestra de sangre total congelada, para
posteriormente ser utilizado en ensayos de genotipificacion mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Una vez realizada la determinacion de alelos y
genotipos en casos y controles se procedié a comparar su frecuencia. El riesgo para
el desarrollo de GPAA asociado a los alelos, genotipos y haplotipos de estudio se
expresd como Odds Ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95%. Se
analizaron un total de 187 casos y 109 controles, observandose en el grupo control
una mayor frecuencia del alelo mayor en 5 de los 6 SNPs. Ademds se relaciono la
presencia del alelo menor con riesgo de presentar GPAA en 4 de los 6 SNPs,

destacando por su grado de asociacion el rs4986790 (OR: 4.4792 IC 95%= 1.4635-
13.7089).

Respecto al genoctipo, se observod asociacion de riesgo en 5 de los 6 polimorfismos
analizados (modelo dominante), siendo el SNP rs4986790 A/G el correlacionado
con mayor riesgo (OR= 4.4699; |C 95%= 1.4286-13.9854). Por altimo, se identifico
al haplotipo ACGGCG (rs4986790, rs4986791 rs1927911, rs2149356, rs12377632,
rs11536889) como factor protector para ¢l GPAA (OR=0.56; IC 95% (.35 - 0.89,
P=0.015). En conclusion, se observé asociacion significativa entre alelos, genotipos
y haplotipo del gen TLR4 con el GPAA en poblacién del occidente de México, por lo

que constituye un gen candidato para la determinacién de individuos en riesgo.



2. MARCO TEORICO

El término glaucoma incluye una neuropatia optica en donde la degeneracion
apoptotica de las celulas ganglionares de ia refina lleva a la excavacion
caracteristica de la cabeza del nervio éptico (secundario a pérdida de los axones).
Este dafio ocasiona la reduccion del campo visual y la consiguiente ceguera,
afectando usuaimente ambos o0jos. Los criterios de diagnéstico varian, pero se ha
establecido la definicién siguiente: aumento de la presién intraocular (PIO) mayor
de 22mmHg, “encopamiento” del nervio dptico (relacion copa/disco >0.7), anomatias
del campo visual (documentadas por perimetria estatica automatizada), todos juntos
o como hallazgo anico. 12

El glaucoma constituye la segunda causa de ceguera alrededor del mundo, afecta
a mas de 70 millones de personas de las cuales aproximadamente el 10% padecen
ceguera de ambos ojos.® El glaucoma ha sido considerade como el padecimiento
ocular que causa mas ceguera irreversible en paises desarrollados. 45 y se ha
estimado que aproximadamente 11.1 millones de personas seran bilateralmente
ciegas a causa de glaucoma primario para el afio 2020.3 Informacion proveniente
de estudios institucionales sugiere que en México el glaucoma es una de las causas
mas relevantes de disfuncion visual y los mexicanos parecen ser especialmente
susceptibles a esta enfermedad. ® Ademas, el impacto socioeconémico gue causa
el glaucoma por costos directos e indirectos, asi como por la pérdida en la
productividad personal, familiar y comunitaria es significativo, aunque no facilmente
cuantificable, 78

A pesar de su etiologia compleja, y |a dificuitad de diagnéstico, se han identificado
grupos con mayor prevalencia de glaucoma. Para poblacion caucasica, el rango va
entre 0.28% a 2% (16) y en poblacién de origen africano, es hasta del 8% (16 a
20).5 Recientemente se ha incluido a la poblacién mexicana como poblacién de alto

riesgo para GPAA, debido a la alta prevalencia de este padecimiento en este grupo
étnico.*



Clasificacion del glaucoma
El glaucoma clinicamente suele ser clasificado como a) congeénito (del desarrofio),
o b) adquindo. A su vez es subclasificado como de angulo abierto o cerrado en

funcion de que exista o no cierre del angulo iridocomeal. Cada subgrupo ha sido

arbitrariamente dividido en primario, cuando la camara anterior y el 0jo son normales

y no hay una causa aparente para el glaucoma; y secundario, si el glaucoma es
causado por condiciones oculares o sistémicas subyacentes.’

Ef glaucoma primario de angulo abierto (GPAA), se ha dividido a su vez en
glaucoma croénico de angulo abierto, refiriéndose 3 aquél que se presenta en
personas mayores de 40 afios y glaucoma de angulo abierto juvenil cuya edad de
aparicién esta entre los tres afios y la tercera década de la vida.2 Se estima que

aproximadamente |la mitad de los 70 millones de personas afectadas con glaucoma

en el mundo, tienen glaucoma de angulo abierto.*® Una caracteristica primordial del

GPAA es el de ser asintomatico y progresivo, hasta que ocasiona la pérdida

irreversible de la vision, sin embargo, en una fase inicial ésta puede ser controlada,
segln sea el caso, por gotas tdpicas o cirugia.’

Glaucoma Primario de Angulo Abierto

El GPAA es una de las principales causas de ceguera en el mundo. La elevacion de
la presion intraocular (PIO) es el factor de riesgo mas conocido y el anico modificable
para esta entidad. La prevalencia y severidad se reduce tratando individuos con
hipertension ocular antes de desarrollarlo. La mejor alternativa para el abordaje del
glaucoma radica en la estratificacién de los factores de riesgo para detectar a
quienes puedan ser beneficiados con observacion o tratamiento temprano. El

objetivo principal del tratamiento del glaucoma es prevenir ia perdida visual y la
ceguera.’

El glaucoma, es una enfermedad ocular conocida por siglos, que permanece en los
programas de salud publica debido a las dificultades para el diagndstico precoz y

su necesidad de tratamiento a lo largo de la vida. El glaucoma primario de angulo
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abierto (GPAA), también conocido como glaucoma crénico de angulo abierto, o
glaucoma cronico simple puede definirse como una neuropatia optica caracterizada

por cambios de la papila y deterioro del campo visual acompanada o no de
hipertension ocular. "

La base biologica del glaucoma es poco conocida y los factores que contribuyen a
su progresidn no se han caracterizado completaments. 12

Los medicos de atencién primaria pueden jugar un papel importante en el
diagnostico de glaucoma y remitir a los pacientes con antecedentes familiares o con

hallazgos sospechosos en la cabeza del nervio 6ptico para un examen oftalmologico
completo, logrando asi el inicio oportuno del tratamiento.13

Manifestaciones clinicas del Glaucoma Primario de Angulo Abierto

El GPAA es bilateral, en el que la presion intraocular se incrementa al disminuir el
drenaje del humor acuoso a través de la malla trabecular. La prevalencia es mayor
en familiares de primer grado de individuos afectados y en diabéticos. En personas
de raza negra es mas frecuente, ocurre a edades mas tempranas y ocasiona un
dafio mas grave del nervio 6ptico. Al inicio no suele haber sintomas, de tal modo
que el glaucoma cronico se detecta a menudo en un examen ocular sistematico.
Para establecer el diagnéstico es necesario que haya anomalias consistentes y

reproducibles en al menos dos de tres parametros: papila dptica, campo visual y
presién intraocular. '

La depresion papilar se identifica por incremento absoluto, o asimetria entre ambos
ojos, de la proporcién entre la depresién optica y el didmetro total de la papila éptica.
Las anomalias del campo visual aparecen al principio en la region paracentral,
seguidas de contraccidn del campo visual periférico (vision en tunel). La vision
central sigue siendo satisfactoria hasta etapas ulteriores de la enfermedad. Los
limites normales de la presién intraocular son 10 a 21 mmHg. En muchas personas
el incremento de la presion intraocular no se acompaiia de anomalias de la papila
optica ni del campo visual. Una proporcion significativa de ojos con glaucoma

primario de angulo abierto tiene presion intraocular normal cuando se realiza la



medicion por primera vez y solo con mediciones repetidas se identifica la presién
anormalmente alta. El diagnéstico de glaucoma no siempre es sencillo lo que
obstaculiza la eficacia de programas de deteccion. 14

El glaucoma puede permanecer asintomatico hasta que es grave, lo que resulta en

una alta probabilidad de que el nimero de personas afectadas es mucho mayor que
el nimero que sabe que lo padecen.’s

Debido a gue no existe un estandar de referencia ideal y Unica para establecer el
diagndstico de glaucoma, el diagnédstico precoz puede ser un reto. Aunque el
examen de la cabeza del nervio Optico puede revelar signos de pérdida neuronal,
una amplia variabilidad de su aparicion en la poblacion sana hace que la
identificacion temprana de dafios sea desafiante. La presencia de defectos del
campo visual caracteristicos puede confirmar el diagnéstico, pero hasta el 30% y el

50% de las células ganglionares de la retina pueden ser perdidos antes de los
defectos se pueden detectar mediante pruebas estandar de campo visual.'®

Patogenia del GPAA

Se considera que el GPAA es una patologia en la que el nervio 6ptico se encuentra
sumamente sensible a los efectos deletéreos mecanicos de Ia PIO, el dano
estructural tanto de la malla trabecular como del trabéculo yuxtacanalicular y
posiblemente un factor isquémico del nervio optico. Los procesos ciliares producen
el humor acuoso, que pasa desde la camara posterior a través de la pupila hacia la
camara anterior transportado a través de la malla trabecular, posteriormente entra
al canal de Schiemm y sale del ojo a través del sistema venoso por el plexo de
canales colectores. El coeficiente de salida normal es de 0.28 + 0.5 mL/min,
volumen que disminuye con la edad y en el paciente que padece glaucoma. El
trabéculo yuxtacanalicular ofrece resistencia al flujo de humor acuoso determinando
asi la presion intraocular. Se cree que una de las causas del glaucoma crénico de

angulo abierto es una incapacidad del trabéculo yuxtacanalicular para permitir el
paso de sustancias'’



Se han propuesto dos teorias para tratar de comprender el dafo al nervio éptico, la
teoria mecanica sostiene gue la lamina cribosa del nervio 6ptico sufre una deflexion
mecanica en forma de estrangutamiento, por otra parte la teoria vascular sostiene
que la lamina cribosa se abomba al aumentar la P10, comprimiendo asi los finos
capilares que nutren la capa superficial del NQ. 17

El GPAA es un padecimiento comunmente asintomatico hasta que los incrementos
considerables de la PIO se expresan con la disminucion de la vision, dolor o
incomodidad ocular, percepcion de halos de colores alrededor de las fuentes de luz;
fenomeno relacionado con el edema corneal secundario a la elevacion de la PI1O,
alteracion en la adaptacion a la oscuridad y restriccion subjetiva de los campos
visuales.'®

La neuropatia optica glaucomatosa puede ocurrir en individuos con presiones
intraoculares normales, en tales pacientes, puede haber una presion del liquido
cefalorraquideo anormalmente baja en ef espacio subaracnoideo del nervio 6ptico
que resulta en un gran gradiente de presién a través de la lamina. La

microcirculacion alterada, la inmunidad alterada, excitotoxicidad, y el estrés
oxidativo pueden también estar asociados con glaucoma.19:20

Algunos  procesos  patologicos neuronales primarios pueden causar
neurodegeneracion secundaria de otras neuronas de la retina y las células en ia via

visual central mediante la alteracion de su medio ambiente y el aumento de la
susceptibilidad a los dafios.?!

La etiologia genética del GPAA es apoyada por un creciente numero de estudios.
Al menos 14 loci se han identificado asociados al glaucoma.?223.2425 Entre estos
loci, seis genes (MYOC, OPTN, WDR36, NTF4, TBK1 y ASB10) pueden causar
formas mendelianas de glaucoma. Las mutaciones en el gen MYOC son la causa
conocida mas frecuente de los casos de glaucoma en todo el mundo (~ 1 de cada
25 casos) y se asocian con GPAA 26.27



Tratamiento del Glaucoma

La reduccion de la presion intraocular es el (nico método probado para tratar el
glaucoma.?® Se han realizado esfuerzos considerables para desarrollar tratamientos
para prevenir el dano del nervio éptico, desafortunadamente no existe evidencia de
que los tratamientos encontrados pueden prevenir de forma segura la progresion de
la enfermedad en pacientes con glaucoma. En parte, la neuroproteccion no ha
tenido éxito debido a la comprension incompleta de los mecanismos fisiopatoldgicos
asociados con el daio del nervio optico asi como la identificacion limitada de

medicamentos y la falta de una via de reglamentacion para la aprobacion de
farmacos.?®

Cuando el tratamiento médico no logra la reduccion de la presion intraocular de
forma esperada, se indica la terapia con laser o cirugia incisional. El namero anual

de cirugias de glaucoma realizadas por millén de personas en los Estados Unidos
se ha estimado en 274.%°

La trabeculectomia es el procedimiento quirdrgico de incisiéon reafizada con mayor
frecuencia para disminuir la presién intraocular. Se compone de la escisién de una
pequena porcion de la malla trabecular y el tejido o corneoscleral adyacente para
proporcionar una ruta de drenaje para el humor acuoso desde dentro del ojo hasta
debajo de la conjuntiva, donde se absorbe. Agentes anticorrosivos se aplican con
frecuencia a la zona quirdrgica para reducir la respuesta fibroproliferativa y
aumentar las tasas de éxito de la cirugia, pero puede aumentar la tasa de
complicaciones como la infeccion y el dafo de muy baja presion intraocular. Los
dispositivos que drenan el humor acuoso a un deposito externo son una alternativa

a la trabeculectomia que son igualmente eficaces en la reduccion de la presién
intraocutar.>!

Se han propuesto varias alternativas a estos procedimientos y estan siendo

investigados, estos son llamados cirugias de glaucoma minimamente invasivas que



potencialmente incurren en menos riesgo de complicaciones que amenazan la

vista.3?

Hasta |a fecha, estos procedimientos no han tenido la misma eficacia para disminuir
la presion intraocular como la trabeculectomia; sin embargo, pueden estar indicados
para casos seleccionados en que las consideraciones de riesgo-beneficio son mas
favorables que los que tienen la trabeculectomia. En un reciente metanalisis se
compararon la trabeculectomia con cirugias no penetrantes (esclerectomia
profunda y canaloplastia) y concluyd que, si bien la trabeculectomia fue mas eficaz

en la reduccion de la presion, lleva a un mayor riesgo de complicaciones.3

Los medicamentos de primera linea son los andlogos de prostaglandinas y beta
blogueadores no selectivos que estan contraindicados en casos de cardiopatia,
neumopatia y dislipidemia. Se sugiere iniciar con analogos de prostaglandinas en
caso de contraindicacion se recomienda el uso de beta bloqueador y cuando no se
logre obtener la PIO meta, adicionar inhibidores de anhidrasa carbénica topica, alfa
agonistas o pilocarpina. Si una droga falla en reducir la PIO, debe ser sustituido
hasta encontrar el agente efectivo. El oftalmélogo deberia programar una visita de

seguimiento 2 a 8 semanas después del cambio de medicamentos para evaluar la
respuesta de los nuevos medicamentos. 't

Epidemiologia del glaucoma

En el mundo, las principales causas de discapacidad visual son errores de
refraccion (43%) y las causas de ceguera cronica como cataratas (33%) y el
glaucoma (2%). La ceguera relacionada con la edad y la diabetes no controlada esta
aumentando en todo el mundo, mientras que la ceguera de causa infecciosa esta
disminuyendo gracias a las medidas de salud publica. Tres cuartas partes de los

casos de ceguera son prevenibles o tratables.3

Existen a nivel mundial aproximadamente 285 millones de personas con
discapacidad visual, de las cuales 39 millones son ciegas y 246 millones presentan
baja vision. Aproximadamente un 90% de la carga mundial de discapacidad visual

se concentra en los paises de ingresos bajos. El 82% de las personas que padecen
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ceguera tienen 50 afios 0 mas. En términos mundiales, los errores de refraccion no
corregidos constituyen la causa mas importante de discapacidad visual, pero en los
paises de ingresos medios y bajos las cataratas siguen siendo la principal causa de
ceguera seguida por padecimientos como el glaucoma. El 80% del total mundial de
casos de discapacidad visual se pueden evitar o curar. Alrededor de un 65% de las
personas con discapacidad visual son mayores de 50 afios, si bien este grupo de
edad apenas representa un 20% de la poblacién mundial, con una poblacién
anciana en aumento en muchos paises, mas personas estaran en riesgo de sufrir
discapacidad visual por enfermedades oculares crénicas y envejecimiento.?®

En los dltimos 25 afios, la proporcion global de ciegos se ha elevado de 28 a casi
50 millones; pero cada afo se incrementa en alrededor de 2 millones y
probablemente se duplique dentro de un par de décadas. 3%

El glaucoma es la segunda causa de ceguera en el mundo, solo superado por la
catarata. La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que existen en el
mundo 100 millones de personas con sospecha de glaucoma, 70 millones padecen
la enfermedad de las cuales cerca de 3 millones estan ciegas bilateralmente. Se
calcula una prevaiencia de 1.5 a 2 % en personas mayores de 40 afos de edad que

va en aumento hasta 4 % en mayores de 70 afios, estas cifras varian segun la region
geografica.?”

A finales del siglo pasado, mas de 60 millones de personas fueron afectadas por

glaucoma en todo el mundo y cerca de 10 % quedaron como ciegas
bilateralmente. 38

En la actualidad se considera que el 50 % de los seres humanos con glaucoma se
encuentran sin diagnosticar; por ende, la deteccién precoz de su cuadro clinico y el

tratamiento eficaz se han convertido en dos de los grandes retos de la sanidad para
disminuir el coste social de la ceguera.39:40

Entre los factores de riesgo no oculares los datos son consistentes en apoyar la
edad como un factor de riesgo importante. Su incidencia es de 1.5 % en la poblacion

total y del 3 al 4 % en los grupos de mas de 40 afios y que alrededor de un 25 % de
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estos casos no se detectan. Aunque algunos autores niegan la importancia que
juegan los antecedentes patologicos personales se ha demostrado la relacion que
existe entre el GPAA y antecedentes personales de diabetes mellitus (DM),
hipertension arterial (HTA), enfermedades cardiovasculares, tabaquismo y consumo
de alcohol. Mientras que la prevalencia del glaucoma es de 1.5 % a 2.0 % en la
poblacion general, del 10 % al 15 % de los familiares de individuos con GPAA estan
propensos a desamollar la enfermedad. El GPAA es particularmente comun en
personas de color de piel negra, las cuales tienen un riesgo cuatro veces mayor de
desarrollarla y en quienes tienen de 45 a 65 afos, la frecuencia es 15 veces mayor
que en las personas blancas en el mismo grupo de edad. 4142

Una revision sistematica y meta analisis realizado en el afio 2014 que incluyd siete
de estudios de casos y controles y seis cohortes, concluyo que los individuos con

DM tienen un mayor riesgo de desarrollar glaucoma de angulo abierto.3

Receptores Tipo Toll

Los Receptores Tipo Toll (TLR) son glicoproteinas transmembranales que
reconocen estructuras que comparten un amplio grupo de microorganismos por lo
que se les considera la principal defensa de la respuesta inmune innata contra
patogenos. Dichos receptores son expresados en una gran variedad de tipos
celulares, tanto inmunitarios (monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos
B y linfocitos T gamma/della), como no inmunitarios (fibroblastos, miocitos
cardiacos, células del endotelio vascular y células epiteliales). 444546 Al momento se
han descrito 10 TLR en humanos, los cuales se dividen en dos grupos de acuerdo
a su localizacién celular y al patrén molecular que reconoce. Mas especificamente
un grupo esta formado por el TLR3, 5, 7, 8 y 9 los cuales se expresan
exclusivamente en vesiculas intracelulares (reticulo endoplasmico, endolisosomas
y lisosomas) y reconocen acidos nucleicos exdgenos. El TLR1, TLR2, TLR4, TLR6
y TLR10 conforman el segundo grupo, se expresan en la membrana plasmatica y
reconocen componentes de la membrana microbiana como lipidos, lipoproteinas y
péptidos.4’
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La totalidad de los receptores tipo toll comparten un elemento estructural comin en
su region extracelular, segmentos repetitivos de 24 a 29 aminoacidos que contienen
la secuencia xLxxLxLxx (donde x es cualquier aminoacido y L es leucina). Estos
motivos estructurales se denominan repeticiones ricas en leucina (LRR, del inglés
“leucine-rich repeats”). Todos los TLR contienen varias LRR, y un subconjunto de
tas LRR constituye la region extracelular de unién a ligando del TLR. El dominio
intracelular de los TLR se denomina dominio TIR (de Toll/ IL-1 receptor, receptor
Toll/iL-1), por alusién a la similitud entre los dominios citoplasmicos de los TLR y la
region comparable de un receptor para IL-1. Los dominios TIR tienen tres regiones
altamente conservadas llamadas cajas (secuencias) 1, 2 y 3, las cuales sirven como
sitios de union para proteinas intracelulares que participan en las vias de
senalizacion mediadas por TLR.4®

Varios receptores tipo Toll, los TLR 1, 2, 4 y 6, funcionan como dimeros (en algunos
casos, en el complejo formado se incorporan proteinas adicionales). El TLR4, se

parea consigo mismo (formando un homodimero), y los otros forman complejos
mixtos (heterodimeros).4é

Receptor TLR4

El receptor TLR4 fue el primer miembro de la familia de los TLR identificado y el
mejor caracterizado hasta la fecha. Su principal funcion es el reconocimiento de
lipopolisacaridos bacterianos (LPS). Ademas reconoce ligandos endégenos como

son las proteinas de choque térmico 60, 79 y 96.49

La estimulacion del TLR4 trae como consecuencia la activacion de la via del NFkB,
con la consecuente produccidon de citocinas pro-inflamatorias y la expresion de

interferén tipo §.50:51.52

Se sugiere que la participacion de TLR4 en el reconocimiento y respuesta frente a
las infecciones sistémicas bacterianas, principalmente las originadas por bacterias

Gram negativas es crucial para el desenlace de la enfermedad. %3
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A diferencia de otros TLR, el TLR4 es incapaz de reconocer por si solo a su ligando,
requiriendo la formacion de un complejo de reconocimiento para poder llevar a cabo
su funcion. Este complejo incluye dos proteinas accesorias: CD14 (cluster de
diferenciacion 14) y LBP (proteina de union al lipopolisacarido), ademas de la
proteina de senalizacion MD-2 (proteina de diferenciacion mieloide 2. €D14.yLBP
se encuentran ancladas a la membrana celular pero carecen de dominio
citoplasmatico, por lo que son incapaces de transducir sefial alguna al interior celular
tras el reconocimiento del ligando. La funcién de estas moléculas consiste en
presentar el LPS bacteriano a MD-2, que a su vez se une a TLRA4. Los mecanismos
moleculares bajo los cuales el LPS es transferido desde CD14 a MD=2 no han sido
completamente esclarecidos, habiéndose sugerido incluso que la participacion de
CD14 no es necesariamente requerida para que tenga lugar la interaccion de MD—
2 con el LPS y la posterior sefializacion de TLRA4. Lo contrario sucederia con MD—
2, una moléecula necesaria en la respuesta frente al LPS bacteriano ya que su

ausencia dentro del complejo tiene como consecuencia el no reconocimiento de
este ligando por parte de TLR4 5!

Polimorfismos del receptor TLR4 y su asociacién a glaucoma

El gen de TLR4 se localiza en el cromosoma 9 y tiene una extension de 28.5 Kb. Se
han descrito diversos SNPs (polimorfimos de un solo nucleétido) en el gen de TLR4
los cuales se han asociado a hipo-respuestas a endotoxinas e infecciones por
Gram-negativos,®*>%® asi como también se han involucrado en diversos
padecimientos multifactoriales tales como aterogénesis, enfermedad de Crohn,
cancer de prostata, entre otros.>”5859 por gjemplo; los SNPs localizados en el
dominio rico en leucina (LRR) del TLR4 tienen influencia en la capacidad del
receptor para reconocer patégenos.60 Los SNPs presentes en el dominio
transmembranal, puede alterar la expresion en la membrana celular del receptor. 52
Estos hallazgos sugieren que las variantes del gen TLR4 con funcién anormal,

pueden contribuir con el desarrollo de diversas patologias incluidas el glaucoma.

13



Recientemente se han relacionado SNPs en regiones no codificantes (intrones y
regiones no traducidas) del gen TLR4 con el GPAA 6162 Hoy en dia, no es clara la
relacion entre la expresién activacidon y sefalizacion de TLR4 con el glaucoma, sin
embargo diferentes hallazgos apoyan su relacion con esta patologia. Por ejemplo,
se encontro una expresion incrementada de los receptores tipo toll TLR2, TLR3 y
TLR4 en la microgiia y astrocitos en la retina de 0jos humanos con glaucoma
(donantes de o¢rganos).®® Ademas, la administracion subcutanea de
lipopolisacaridos bacterianos para simular la inflamacién periférica subclinica
cronica en un modelo animal de glaucoma condujo a una neurodegeneracion

mediada por la regulacion positiva de TLR4 en la retina de los animales
glaucomatosos.

3. ANTECEDENTES

Estudios de asociacion del genoma

Los estudios de asociacion del genoma representan un procedimiento eficiente para
el mapeo de genes en cohortes usando marcadores de alta densidad similares a los

polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en plataformas de microarreglos. 55

Con este procedimiento se han identificado varios loci asociado con diferentes
enfermedades complejas como la diabetes mellitus y artritis reumatoide. En
glaucoma, el primer estudio realizado con este procedimiento fue el de Thorleifsson
y colaboradores, en 2007, identificando dos SNP (rs1048661 y rs3825942) en el
gen de la proteina1 similar a lisil oxidasa (LOXL1) localizada en el cromosoma
16922, el cual fue asociado sdlo en pacientes con glaucoma pseudoexfoliativo
(GPS).5¢

Posteriormente, en el 2009, Nakano y su grupo realizaron otro estudio en una
poblacion japonesa, en el que demostraron una asociacion significativa de seis SNP
localizados en tres diferentes loci, cromosoma 1 (ZP4; gen de la glicoproteina 4 de
la zona pelucida), cromosoma 10 (PLXDC2; gen de la proteina relacionada al
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marcador 7 tumor endotelial) y cromosoma 12 (DKFZp762A217; gen de la proteina
que contiene repetidos transmembranales y tetratricopéptidos). 67

Por otro tado, en el aito 2010, Fan y su equipo describieron una asociaciéon de los

genes del factor de necrosis tumoral y de la proteina p53 tumoral en pacientes
chinos con GPAA en el adulio.®8

En 2011, Wiggs y sus compafieros confirmaron que los genes de las caveolinas
CAV1/CAV2 estan relacionados con GPAA en una poblacién caucasica de EUA. De
la misma manera, en el afio 2012, en una poblacion japonesa, Osman vy
colaboradores determinaron que los loci 9p21 y 14923 son de susceptibilidad para
glaucoma. 69 Recientemente, en 2013 y 2014, se realizaron estudios donde se

encontro que el loci GLCCH/ICA1 y el gen FAM125B estan relacionados con la P1O,
un factor de riesgo para glaucoma.?071

Por lo tanto, el estudio a gran escala a través de los estudios de asociacion es
importante para la identificaciéon de nuevos actores moleculares.

Estudios epidemiolégicos previos sobre glaucoma

Estudios realizados advierten que la cantidad de personas en todo el mundo con
glaucoma alcanzara casi 80 millones de afectados en el afio 2020. Segun distintos

autores, en poblaciones sin antecedentes hereditarios es de 0,4 a 0,8 % y asciende
cuando hay antecedentes a entre 3,5y 19 9, 42

La OMS considero que 12.3% de la personas ciegas en el mundo (en el afio 2002)
tuvieron como causa el glaucoma. Por ofro lado, a través de una estimacion
proveniente de la informacion publicada de prevalencia, se proyecté que para el afio
2020 podria haber 79.6 millones de personas afectadas por glaucoma (74% con
glaucoma de angulo abierto), con ceguera bilateral en 5.9 millones de personas con

glaucoma de angulo abierto y 5.3 millones con glaucoma de angulo cerrado. 72

En una investigacion realizada en el 2006 en Cuba en donde el GPAA constituye un
importante problema de salud, donde estd concentrada la mayor densidad
poblacional de la provincia, se encuentra una incidencia de GPAA de 3,7 % en el
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grupo de los mayores de 40 afios de edad que ascendid a 6,6 % en el grupo de 60

anos en adelante.”3.74

Los estudios en la poblacion mexicana son escasos; el estudio retrospectivo de
Lopez y Gastélum del aiio 2006, realizado en el Hospital Civil de Culiacan, reporto
una prevalenciade 1.7 a 2%. Sin embargo, la poblacién estudiada incluyé pacientes

mayores de 18 afos que acudieron por primera vez a la consulta. 24

Otro estudio, The Los Angeles Latino EyeStudy (LALES) realizado en el 2004 a una
poblacion de 6,357 latinos con edades de 40 afios o mas, reportd una prevalencia
de 4.74% para el GPAA. 75

En el Proyecto VER, Quigley y co-investigadores reportan los resultados de
examinar a 4,774 mexicanos o mexicano-americanos en el estado de Arizona,
Estados Unidos, encontrandose una prevalencia de 1.97% (IC 95%, 1.58%-2.36%)
de glaucoma de angulo abierto, incrementandose de 0.50% en los del rango de
edad de 41 a 49 afios hasta 12.63% en los mayores de 80 afios; la prevalencia de
glaucoma de angulo cerrado fue de 0.10%. Es importante mencionar que dicho
estudio epidemioldgico fue disefiado primordialmente para identificar el impacto de
la retinopatia diabetica. En contraste, el estudio LALES se disefi¢ de manera 6ptima
para estimar vaiores mas precisos de glaucoma. En dicho estudio se demostré que
la prevalencia de glaucoma de angulo abierto en latinos fue de 4.74% (IC 95%, 4.22~
5.30%) y tambien tenia un crecimiento exponencial relacionado a la edad que
rebasaba 20% en los mayores de 80 afios de edad. De manera interesante, 75% de

los identificados con glaucoma no se sabia portadores del padecimiento. 24 7677

La prevalencia de glaucoma se relaciond exponencialmente al nivel de presioén
intraccular y cuando se estratifico la prevalencia de acuerdo al espesor corneal
central medido por paquimetria ultrasénica, las personas con cormeas mas delgadas
tenian con mas frecuencia gilaucoma, en comparacion con quienes tenian corneas

normales o gruesas.?4.76.77

Finalmente, en este apartado, Sakata y colaboradores demostraron que de un total

de 1636 sujetos examinados en un estudio de poblacién en Piraquara, Brasil, la
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prevalencia de todos tipos de glaucoma fue de 3.4% (IC 95%, 2.5-4.3%), siendo
mas prevalente el glaucoma primario de angulo abierto (2.4%) y solamente 12% de
los sujetos con este tipo de glaucoma conocian de su diagndstico. La mayoria de
las evidencias cientificas relacionada a la frecuencia del glaucoma en poblaciones
latinoamericanas provienen de estudios, en los que la frecuencia de Ia enfermedad
es una variable colateral a otros objetivos de estudio, 0 que deriva de poblaciones

no abiertas.”’

En el estado nororiental de Nuevo Leodn, Meéxico, Velasco-Gallegos y Noriega-
Ramirez, en un estudio hospitalario de 277 pacientes de al menos 30 arios de edad,
se identifico la presencia de una elevada frecuencia de glaucoma o sospecha de
glaucoma, en parte debido a un fenémeno de sesgo por consanguinidad de

glaucoma.’®

Estudios epidemiologicos actuales sobre glaucoma

Se dispone de escasa informacion epidemiolégica de sustento robusto en
poblaciones latinoamericanas. Los proyectos VER y LALES, conducidos en
poblaciones latinas (mayoritariamente mexicanas o mexicano-americanas) han
generado datos iniciales relevantes con respecto a las principales causas que
afectan la vision en ese grupo étnico minoritario de los Estados Unidos.
Recientemente, se ha documentado informacién derivada poblacion en paises
propiamente latinoamericanos, empleando estrategias epidemiologicas mas
rapidas, dirigidas especialmente a perfilar ta magnitud de afeccion visual inducido

por la catarata.’”>.79.80

Por otra parte, también en México, Gilbert-Lucido y colegas condujeron un estudio
de tipificacion en el que se compilo la informacién de tres hospitales de referencia
oftalmologica de la ciudad de México, en el que se encuestaron de manera
especifica a 1,191 personas que acudieron por vez primera a los servicios de
glaucoma de estos centros, se report6 que el glaucoma primario de angulo abierto

era el tipo mas comun (40.6%), seguido del glaucoma primario de angulo cerrado
(8.2%).8

17



En otro orden de cosas, se identificaron algunos estudios que reportan las
consecuencias funcionales del glaucoma. Céspedes-Oporto, en Bolivia, informé que

en una campana de prevencion de ceguera, el glaucoma representaba la tercera

causa de discapacidad visual.®'

En Mexico, Santos y Paczka, asi como Aguilera y colaboradores, documentaron al
glaucoma como la segunda causa de ceguera bilateral, en un estudio hospitalario y

otro de campanas de deteccién, respectivamente 8283

Estudios epidemioldgicos en México y Latinoamérica

En el afo 2013, la Asamblea Mundial de la Salud aprobé el plan de accion para la
prevencion de la ceguera y la discapacidad visual 2014-2019, a modo de hoja de
ruta para los estados miembros, la secretaria de la OMS y los asociados
internacionales, con el objetivo de lograr una reduccién mensurable de la
discapacidad visual evitable de un 25% en el afio 2019. La labor de la OMS en este
ambito se centra en reforzar los esfuerzos desplegados a nivel nacional y de paises
para la eliminacion de la ceguera evitable, ayudar a los dispensadores nacionales
de atencion sanitaria a tratar las enfermedades oculares, ampliar el acceso a los
servicios oftalmoldgicos y expandir las intervenciones de rehabilitacion para
personas con discapacidad visual residual. Se otorga especial importancia a la
creacion y el fortalecimiento de los sistemas de salud. E} decenio estara centrado
en la creacion de sistemas de salud accesible e integral 3

En Mexico son escasos los estudios de prevalencia en las diferentes regiones del
pais; uno de ellos reporta una prevalencia de 1%.% Mientras que investigaciones
internacionales en poblaciones con ascendencia mexicana establecen una
prevalencia de 4%. Pese a ser éste un estudio intrahospitalario, refleja la frecuencia

y distribucion de los subtipos de glaucoma mas importantes en nuestro pais.%

En un estudio clinico epidemiologico realizado en tres hospitales de México, se
observé que la variedad mas comun de glaucoma fue el GPAA en un 40.6%,
seguido por sospecha de glaucoma en 17% y GCAC (n=98) 8.2%. La proporcion de

hombres y mujeres en cada variedad de glaucoma, fue mayor para el sexo
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femenino. La mayoria de los diagndsticos se manifiesta en pacientes mayores de
50 afios de edad, observandose que no hubo asociacién estadisticamente
significativa entre diabetes mellitus, hipertension arterial, antecedente de
enfermedad vascular y defecto refractivo en el GPAA S

En otro estudio, que en su mayoria incluia pacientes de la Ciudad de México fueron
diagnosticados clinicamente con GPAA un 26.2% superando a los pacientes con
sospecha de glaucoma que se observo en un 6.5%, con glaucoma primario de
anguio cerrado (GPAC) con un 3.93.6%. En dicho estudio se concluyd que los
resultados permiten visualizar por un lado Iag necesidad de realizar estudios
multicéntricos sobre el GPAA para establecer con certeza I prevalencia nacional,
ademas de llevar a cabo estrategias preventivas para un diagnéstico temprano y

aumentar la cobertura de atencion médica ante este problema de salud. 8

En Cuba se han realizado varios estudios que estiman el costo de la enfermedad
en el contexto del Sistema de Salud cubano, en general, el proposito de estos ha
sido aportar informacién para tomar decisiones y elevar la eficiencia de los servicios.
Sin embargo, no aparecen referencias en la busqueda bibliografica realizada en el
marco de este trabajo, de investigaciones que determinen el costo de la enfermedad
en oftalmologia.?’

También en Cuba, se realizd un estudio retrospectivo, en el campo de la Evaluacion
Economica en Salud; un estudio parcial del tipo de descripcion de costos, que aplico
el enfoque metodologico del costo de la enfermedad y empled la Guia Metodoldgica
para las Evaluaciones Econdmicas en Salud en Cuba. Se tuvieron en cuenta los
costos ocurridos en la atencion y el tratamiento de los pacientes durante el 2010.
Se utilizaron los costos clasificados como costos directos sanitarios y no sanitarios,
costos fijos, costos variables, costos totales, y costos promedio, expresados en
pesos cubanos del 2010. Este estudio se realiz6 a partir de las perspectivas de la
institucion y la del paciente. De tal manera, se registraron aquellos costos que se
relacionaban con los servicios de salud prestados por el sistema en cuestion y los
que se correspondian con los gastos de bolsillo del paciente. Se baso en el enfoque
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de la prevalencia de la enfermedad y se combinaron técnicas cuantitativas y
cualitativas .88

El estudio incluy6 110 pacientes, 71% fueron del sexo femenino y 29% fueron del
sexo masculino. La edad promedio fue de 60,3 arfios de edad, con mayor frecuencia
de pacientes entre 60 y 69 afos de edad. El tiempo promedio de diagnosticado el
GPAA fue de 10.3 ahos. De los pacientes estudiados, 50.0 % tenian mas de 10
afos de diagnosticada la enfermedad 30.91 % de los pacientes tenian un tiempo
entre 10y 5 afos y el 19.09 % de los pacientes tenian menos de 5 afios. El numero
de consultas promedio en los pacientes del estudio fue de 3.79 en el afio. El costo
promedio anual de la atencion a un paciente con GPAA en la instituciéon fue de
230.99 pesos cubanos, que oscild en el rango de 152.79 hasta 448.89 pesos
cubanos (IC 95 %: 174.02-287.96), y un costo total anual de 25 408.50 pesos
cubanos en el aino 2010 para la atencion de jos 110 pacientes estudiados. Del total
de pacientes, solo 8 (7.27 %) habian necesitado tratamiento quirdrgico para el
control de la enfermedad, pero antes del periodo de estudio. De los pacientes
estudiados, 106 (96.36 %) estaban utilizando tratamiento farmacologico. El costo
promedio anual del GPAA para el paciente en el periodo analizado fue de 290.10

pesos cubanos, y se encontré en un rango amplio de 59.00 hasta 5 099.00 pesos
cubanos.%®

Se observo que el costo total anual de la atencion institucional a los 110 pacientes
con GPAA incluidos en el estudio fue de 25 408.50 pesos cubanos, que representé
el 0.09 % del presupuesto anual del hospital "Dr. Salvador Allende” del 2010 que
fue de 26 millones de pesos cubanos. La mitad de los costos institucionales estan
dados por los estudios diagnésticos que permiten establecer el nivel de progresion
de la enfermedad. El costo institucional se incrementé fundamentalmente por el

numero de consultas de seguimiento que requiere el paciente en funcion de la
evolucion de la enfermedad. 36

El costo para el paciente se incrementd a partir de la utilizacion de transporte de
alquiler para acudir a consulta y, en menor medida, por adquirir medicamentos en

las farmacias internacionales del pais cuando existen contraindicaciones para el uso
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de los farmacos disponibles en las farmacias comunitarias. El costo de los

medicamentos resulté accesible a todos los pacientes.

En fa literatura internacional existen referencias sobre el costo directo del glaucoma
primario de angulo abierto. Asi, en el trabajo sobre costos institucionales del
glaucoma y la hipertension ocular realizado por Kolevay otros,el nimero promedio
de consultas anuales en los pacientes con glaucoma fue de 3,68. Los autores
refieren un costo promedio por consulta de oftalmologia de 206.4 EUR y un costo
promedio por pruebas diagnosticas de 99.6 EUR, a los que se adicionan los costos
por medicamentos, cirugia y hospitalizacién para un costo promedio anual de
atencion al paciente de 734.3 EUR 89

Un estudio sobre el costo del glaucoma para el sistema de salud en Estados Unidos,
estim6 un total de 2.5 mil millones anuales; de los cuales 1.9 mil millones

constituyeron costos directos y $0.6 mil millones costos indirectos.%°

Las investigaciones sobre las implicaciones sociales y econémicas del glaucoma,
refieren que los costos de la atencion al paciente con esta enfermedad aumentan a
medida que empeora la enfermedad y que la efectividad en el manejo del paciente
y el retraso en |a progresion de la enfermedad pueden reducir significativamente su
carga economica. Ademas, resaltan la necesidad de realizar estudios enfocados en

la perspectiva social para respaldar sus conclusiones,39.91.92

En un estudio del 2008, realizado en Estados Unidos sobre la carga economica total
anual de los trastornos visuales mas importantes en los adultos, se planted que el
costo economico ascendid a US 354 mil millones: 16.2 mil millones en costos
meédicos directos, 11.1 mil millones en otros costos directos y 8 mil millones en
pérdidas de productividad. En particular, los gastos médicos directos para cada una
de las afecciones estudiadas fueron: 6.8 mil millones para la catarata, 5,5 mil
millones para los trastornos refractivos, 2.9 mil millones para el glaucoma, 575
millones para la degeneracion macular asociada a la edad y $493 millones para la

retinopatia diabética.®
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Estos datos permiten reflexionar sobre la necesidad de realizar estudios de costo
de la enfermedad en el contexto de México, no solo del GPAA, sino también de otros

trastornos visuales,

Determinantes Sociales en el GPAA

Un abordaje integrado para investigar la enfermedad y Ssu prevencion
necesariamente requiere comprender: niveles de causalidad, trayectorias de curso
de vida, tipos de causas, y tipos de enfermedades. Esta perspectiva, llamada eco-
epidemiologia, se incluye en el universo mayor de la epidemiologia social. Berkman
y Kawachi definen a la Epidemiologia Social como la rama de la epidemiologia que
estudia la distribucion social y los determinantes sociales de los estados de salud.
Esto surge del hecho que los determinantes de las diferencias en las caracieristicas
individuales dentro de una poblacion pueden ser distintas de los determinantes de
las diferencias entre poblaciones. Esto tiene implicaciones, tanto para la
comprension de las causas, como para las estrategias de prevencién en la salud
publica. La "epidemiologia social”, se distingue por su emperfio en investigar
explicitamente los determinantes sociales de las distribuciones de la salud, la
enfermedad y el bienestar en las poblaciones, en vez de tratar dichos determinantes
como un simple trasfondo de los fenémenos biomédicos. La epidemiologia social
tiende a los desarrollos tedricos (reflexion e investigacion sobre los determinantes
sociales) alejados de la accion, debido a los limitantes para cambiar las politicas
publicas. Otras diferencias se sittan en el nivel de intervencién
(micro/macroespacios), el objeto de intervencion (control del brote frente a control
de las desigualdades) y en la forma de articular la comunicaciéon con la
sociedad 949495

El reconocimiento que los factores sociales Yy medioambientales influyen
decididamente sobre {a salud de las personas es antiguo. Las raices directas de los
esfuerzos contemporaneos para identificar y atacar las desigualdades de salud
sociaimente-determinadas se encuentran en el informe Lalonde (1974). El Informe
Lalonde fue uno de los primeros estudios que propuso un marco comprehensivo

para los determinantes de salud, incluyendo los estilos de vida, el ambiente social y
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fisico, la bioclogia humana y los servicios de salud. Actualmente estos determinantes
son 12: 1. Elingreso y el estatus social 2. Las redes de apoyo social 3. La educacion
4. El empleo/las condiciones de trabajo 5. Los ambientes sociales 6. Los ambientes
fisicos 7. La practica de salud personal y las habilidades para cubrirse 8. El
desarrollo infantil saludable 9. La biologia y la dotacion genética 10. Los servicios
de salud 11. E! género 12. La cultura. En el afo 2003, la OMS Regional para Europa
publicé la segunda edicion de “Los Determinantes Sociales de la Salud. Los hechos

contundentes”. %

Dentro de los determinantes sociales propuestos por la OMS y por el ministerio de
Salud de Canada se encuentran la “Biologia y el patrén genético”, este determinate
propuesto unicamente por el Ministerio de Salud de Canada no se incluye en los
determinante propuestos por la OMS. Sin embargo consideramos inminente su
importancia debido a que es el principal aspecto de nuestra investigacion. A pesar
de lo anterior, el desarrollo del GPAA, obedece no Ginicamente al aspecto genético,
desde el punto de vista de la Salud Publica, determinantes como Educacion,
Gradiente Social (Ingreso y estatus social), Servicios de salud y cultura, son
determinantes sociales de peso importante que intervienen en la aparicion,
deteccion, tratamiento e incluso en la evolucion del glaucoma. El factor genético
forman parte de la susceptibilidad individual, mientras que las causas de
enfermedad que afectan las poblaciones son ambientales y cambian mas

rapidamente que los genes, reflejando la forma de vida del conjunto.97-98

La Educacion como determinante social influye en la progresion del glaucoma, se
basa principalmente en que las personas con mayor nivel educativo, también tienen
mayor probabilidad de obtener un empleo mejor remunerado, lo que les permite
tener un mejor y mas amplio acceso a servicios médicos, de igual manera este
determinante también se relaciona con la rapidez con la que el paciente acude al
servicio de salud, ya que se ha observado que las personas con bajo nivel educativo
puede tener ideas preconcebidas como el hecho de que la pérdida o disfuncién de
la vision es un fenébmeno "normal” asociado con el envejecimiento. Es decir el nivel

educativo es un factor que influye directamente en la obtencién de informacion por
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parte del individuo y de esta informacion dependera en gran medida la atencion
oportuna a su padecimiento.97-98

El gradiente social o estatus social, estd intimamente relacionado con el nivel
educativo. Como ya se menciond anteriormente también se observa que a menor
gradiente social la esperanza de vida es menor y se observa ademas un aumento
en la probabilidad de padecer enfermedades asi como en mayor dificultad para
obtener un tratamiento oportuno. En relacién a los Servicios de Salud,
especialmente aquellos disefados para promover y mantener la salud, para

prevenir la enfermedad, y restaurar la salud y la funcién, contribuyen a la salud de
la poblacion. 798

El continuo de servicios de atencién de la salud incluye la prevencién secundaria y
terciaria, pero en nuestro medio no se cuanta con un programa de salud dirigido a
la deteccion de casos tempranos de glaucoma, aun con el conocimiento de que la
unica opcion terapéutica con la que se cuenta en la actualidad es deteccion
oportuna y tecnicas para el freno temporal de la enfermedad. Se suma a lo anterior
la importancia del estilo de vida del individuo, se ha relacionado el Glaucoma
Primario de Angulo abierto en pacientes que cursan con Diabetes Mellitus e
Hipertension Arterial, si bien no esta clara aun la relacién entre estas, estudios
recientes han demostrado que los pacientes que cursan con enfermedades crénicas
metabolicas en buen control, responden mejor al tratamiento del glaucoma.®7-%8

Estudios genéticos sobre glaucoma

La posibilidad de una relacion genética en el glaucoma fue descrita por primera vez

en 1842 por Benedict, debido al hallazgo de dos hermanas afectadas por la
enfermedad.?-%?

La investigacion de la genética molecular del GPAA ha progresado
considerablemente desde que se encontro la primera regién cromosomica ligada a
la enfermedad en el brazo largo del cromosoma 1 (GLC1A), donde se logré la
identificacion del gen de la miocilina (MYOC) en 1g23-g25.100.101
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Este gen se ha encontrado asociado a una forma de presentacion de la enfermedad
muy agresiva, con una edad de comienzo variable, con presiones intraoculares muy
altas y de dificil manejo. Posteriormente, se realizaron estudios en diversas familias
encontrandose ofras regiones cromosomicas con genes implicados en la

enfermedad, como el de optineurina (OPTN) en 10p15-14 y WDR36 en 5g21.3-
5q22.1.102.103

La importancia del componente genético de GPAA, radica en que familiares de
pacientes tienen una alta probabilidad de presentar la enfermedad. Asi por ejemplo,
si un individuo esta afectado, existe una probabilidad de hasta 16% de que algun

familiar suyo también tenga la enfermedad, comparado con el 1-2% de estar
afectado en la poblacién general. %4

En el glaucoma crénico de angulo abierto se han descrito diferentes genes
asociados, por ejemplto; el GLC1B, localizado en el cromosoma 2 (2cen, q13) y el

GLC1C localizado en el cromosoma 3 (3q21- g24). El GLC1B se encuentra asociado
a glaucoma cronico de angulo abierto de presion normal y el GLC1C se asocia a
glaucoma crénico de presion alta. 104

Un estudio reciente con el objetivo de localizar un loci de susceptibilidad para
glaucoma, determing que el CAV1/CAV2 (HGNC: 1527 / HGNC: 1528) en el locus
7934 puede estar asociada con el glaucoma primarioc de angulo abierto en

poblaciones derivadas-Europea. Este hallazgo ha sido replicado por estudios
independientes.'?

Estos genes codifican las proteinas (caveolinas) que participan en la generacion y
funcion de caveola, que son invaginaciones de la membrana celular que participan
en la sefializacion celular y endocitosis. E! CDKN2BAS (HGNC: 34341). Locus en

9p21 ha demostrado estar relacionada con el riesgo de glaucoma en multiples
cohortes.'%®

El mecanismo por el cual estos genes podrian contribuir a glaucoma primario de
angulo abierto no esta clara, pero puede interactuar con factor de crecimiento

transformante B, una molécula de la regulacion del crecimiento celular y la
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supervivencia en todo el cuerpo. A pesar de los resultados prometedores, los genes
de susceptibilidad que se han identificado hasta la fecha para el glaucoma primario
de angulo abierto sdlo tienen un tamafio modesto efecto en la explicacion de riesgo
de glaucoma.106

Salud publica y gendmica

La medicina gendmica se define como el uso sistematico de las variaciones
gendmicas para determinar factores de proteccion o de riesgo genético a
enfermedades comunes. Este nuevo paradigma brinda a la salud publica la
oportunidad de desarrollar conocimientos que ayuden a prevenir o retrasar el inicio

de muchas enfermedades comunes de manera mas individualizada. %’

En este sentido, la lista de nuevos retos ético-sociales que enfrenta la gendmica
humana es larga e incluye las pruebas genéticas, la privacidad de la informacion, la
modificacion de células humanas (linea germinal y somatica) para el tratamiento de
enfermedades, la clonacién reproductiva y con fines terapéuticos, la extraccion y
uso de células madre embrionarias, la prolongacion de la vida, la eugenesia, los
biobancos, la redefinicion del concepto "raza", las patentes genéticas y su

comercializacion, y la aplicacion en la medicina forense y en las armas biologicas. 107

Dentro de esta nueva realidad, es claro que todos los paises han debido esforzarse
por actualizar sus marcos normativos para que garanticen que la aplicacion de los
bienes y servicios derivados de la gendmica respete los derechos humanos. Sin
embargo, en gran parte del mundo en desarrollo, al no contarse con marcos legales
y normativos adecuados para regular la investigacion genética, los paises han
encontrado serias dificultades para llevar adelante la actualizaciéon de leyes y

politicas relacionadas con genémica humana. %

La investigacion en gendmica humana (GH) es un campo multidisciplinario que
concierne a la traduccion responsable y efectiva del conocimiento y las tecnologias
basadas en el riesgo genomico. Busca utilizar los datos de la variacion gendmica (a

nivel clinico y poblacional) y las interacciones gen-ambiente, para desarrollar,
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implementar y evaluar herramientas basadas en evidencia cientifica, dirigidas al

mejoramiento de la salud, la atencion médica y la prevencion de enfermedades. 198

El impiementar la investigacién en GH aplicada en el area de la salud es una
herramienta con potencial para mejorar la salud global. 4 La equidad en los servicios
y el acceso a los beneficios de la medicina gendmica son un reto ético y legal, una
vez obtenidos resultados tangibles de la investigacion, y se generen servicios, la
poblacion o algunos sectores podran tener acceso a estos. Los cambios politicos
estructurales deben dirigir los recursos econdmicos de atencion de la salud a
sectores vulnerables. La primera necesidad es establecer marcos juridicos ideales
para el desarrolio de una agenda de investigacion que contemple las necesidades
del pais, abordando la problematica de la salud desde el area biomédica, clinica,
epidemiologica y psicosocial. Esto es indicativo de que la mayoria de los resultados
de la investigacion en genémica deben estar encaminados al tratamiento de
enfermedades cronicas prevalentes, con el fin de medir la susceptibilidad genémica

antes del establecimiento de las mismas en la poblacién mexicana. 192

En un pais con una desigualdad econdmica tan marcada como México, el principio
ético de equidad en el acceso a los beneficios de la medicina gendmica debe ser
tratado como un tema prioritario. La integracion de todos los sectores que componen
el Sistema Nacional de Salud sera clave en lograr disminuir esa brecha y evitar que
esta continue avanzando. En la actual politica mexicana, la equidad, y no solo en el
acceso a los servicios de salud, se constituye un tema obligado, tanto para la accion
del gobierno, pero no como algo lirico o enunciativo en los planes y programas que
se propongan, sino que debe tenerse presente en toda accion de politica econémica
y de politica social.’®®

En los paises en desarrolio, especificamente en América Latina (AL), los efectos de
ja globalizacion en la salud pueden ser benéficos en términos del mejoramiento de
sus propios sistemas de salud, por medio del disefio de politicas que abarquen la
transferencia de conocimiento y tecnologia en las areas de investigacion social y

biomedica. Asi se generaran productos que se traduzcan en el perfeccionamiento
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de sus servicios médicos con énfasis en la prevencion de enfermedades y atencion

clinica.'?%’

En un estudio con el objetivo de realizar una descripcion comparativa del marco
normativo de genética humana en AL, los resultados indican que los paises de AL
no tienen una perspectiva a futuro sobre Genoma Humano (GH), ya que no regulan
las tecnologias y la investigacion en ciencias gendmicas; hay pocas leyes y politicas
en espafol. Asimismo, solo se busca firmar tratados internacionales pero no se
adaptan a las realidades regionales. La comunidad académica tiene la
responsabilidad de promover y difundir los conocimientos relacionados con la ética
y los instrumentos normativos a través de la educacion, la investigacion y la
difusion.

Las nuevas areas de investigacion y aplicacién médica de la investigacion en GH
ponen a prueba la naturaleza de la tarea legislativa de los paises de AL en la
materia, ya que esta es una disciplina cuyo desarrollo exige un alto nivel técnico en
la elaboracion normativa y un desempefio ético impecable. Por lo tanto, es
indispensable actuar con sentido de responsabilidad, manteniendo las libertades

individuales y, al mismo tiempo, velando por el bienestar colectivo.°

Una nueva seguridad juridica en materia de genoma humano y sus aplicaciones a
la salud para generar controles democraticos que permitiran cohesionar los avances
de la investigacion cientifica, las libertades individuales y publicas, la equidad social
y los valores efticos. Para ello se debe adoptar un sistema permanente de
transferencia de informacion sobre regulacién en materia de GH, e impulsar un

programa de informacion para legisladores y tomadores de decision politica. *1°

Medicina personalizada

El término "medicina personalizada”, aparece cada vez mas frecuentemente citado
para representar la configuracién de un modelo de atencion sanitaria ajustado al

individuo y mediado por la introduccion de los avances tecnolégicos. 't

Aunque pueda parecer o pretenderse lo contrario, no hay contradiccion entre la
medicina social, enfocada hacia la atencion de las comunidades en el nivel primario,
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y los principios y resultados de la medicina personalizada. Por un lado, Ia definicion
de la "individualidad" no es necesariamente tan estricta y la presencia o ausencia
de un marcador o determinada cualidad puede determinar un subconjunto dentro
de una poblacion; de ahi que puede implementarse por tal razén un programa de
pesquisa para la deteccion de fales sujetos, o resultar que la terapéutica que es
efectiva para uno pueda serlo igualmente para varios. La era de la medicina
molecular ha generado, en primer término, una extension casi ad infinitum de las
enfermedades conocidas en nuevos tipos, subtipos y divisiones sucesivas que

demandan, en cada caso, medidas terapéuticas diferenciadas.112

Los aportes al conocimiento de las bases estructurales y funcionales de |a vida se
entrelazan con derivaciones hacia el diagnéstico, el tratamiento, aspectos éticos y
bioéticos, consideraciones econdémicas, consecuencias en Ilos oOrdenes
antropologico y socioldgico, asi como el debate sobre el inicio, el fin, la prolongacion
y la manipulacion de la vida humana, la comercializacién de los resultados

cientificos y sus aplicaciones médicas, el sinsentido de las razas. 12

Catalogado entre los grandes avances del siglo XX, si bien se extiende hasta y se
consolidara en la presente centuria, el Proyecto Genoma Humano (PGH) ha

revolucionado ya la manera de ver y hacer la biologia y la medicina. '3

El diagndstico gendmico ha permitido discernir mejor las diferencias o variaciones
individuales en nuestra especie, las cuales no siempre son causa de enfermedad,

si bien otras pueden condicionar algun riesgo para la salud. 14

La comparacion de todo el genoma o parte de él entre grandes series de sujetos
enfermos y otros aparentemente sanos ha revelado la existencia de sutiles
diferencias, de apenas unas pocas bases, cuyo efecto en la fisiologia del organismo

puede ser mas o menos significativo.114

El proposito de este estudio fue determinar la asociacion de SNPs del gen TLR4
con GPAA en poblacién mexicana, con el fin de generar un indicador util en la

identificacidon de casos tempranos de glaucoma.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente, se han asociado de manera significativa SNPs del gen TLR4 con el
GPAA, glaucoma primario de tension normal (GPTN) y glaucoma pseudoexfoliativo
en poblacion japonesa.?? El gen TLR4 es un gen candidato para el glaucoma, dado
que diversa evidencia ha demostrado que su senalizaciéon y expresion se ve
incrementada en la retina de los pacientes que lo padecen, asi como en la retina de

animales a los cuales se les induce fafio glaucomatoso del nervio éptico.

Debido a que en México la principal forma de glaucoma lo constituye el GPAA y los
estudios que identifican marcadores genéticos para esta patologia son escasos en
nuestra poblacion, resulta pertinente revisar la asociacion de riesgo de los SNPs del

gen TLR4 con glaucoma en poblacion del occidente de México.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Los polimorfismos del gen del receptor tipo Toll4: rs11536889, rs1237763,
rs2149356, rs1927911, rs4986791 y rs4986790 constituyen un factor de riesgo
genetico (OR mayor a 2) para el GPAA en poblacién del occidente de México?

6. JUSTIFICACION

lLa identificacion de marcadores genéticos asociados a enfermedad permite la
identificacion de poblaciones e individuos en riesgo. Al identificar sujetos en riesgo
de enfermedad, es posible implementar en éstos programas de prevencion y
deteccidn temprana, asi como también brindar terapias oportunas que
eficientemente limiten el dafio.

En México, son escasos los estudios epidemiologicos que identifican marcadores
geneticos asociados a GPAA, por lo que es oportuno realizar la busqueda de estos
con el fin de que el medico-clinico cuente con una herramienta diagnostica y
preventiva que le permita modificar el curso o historia natural de la enfermedad, en
particular que le permitan prevenir la ceguera relacionada al glaucoma. Conscientes

de la importancia de poseen los marcadores genéticos como instrumentos
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diagnodsticos, en el presente estudio buscamos identificar polimorfismos genéticos
(SNPS) en el gen de TLR4 asociados al riesgo de GPAA en poblacion del occidente

de México.

7. OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar el riesgo genético (OR) que representan los polimorfismos de un solo
nucledtido del TLR4 para el GPAA en poblacion del occidente de México.

Objetivos especificos
1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs rs4986790,
rs4986791, rs1927911, rs2149356, rs11536889 y rs12377632 del TLR4.

2. Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos de TLR4,
entre un grupo de individuos mexicanos no emparentados de poblacién general
(controles) y un grupo de pacientes mexicanos con diagnéstico de GPAA (casos).

3. Calcular el riesgo (OR) asociado al glaucoma que confieren los alelos y genotipos
de los SNPs de TLR4 estudiados en poblacion del occidente de México.

4. Determinar la frecuencia de haplotipos presentes en los sujetos de estudio y
estimar el riesgo (OR) asociado al glaucoma que confieren dichos haplotipos

identificados en poblacidon del occidente de México.

8. HIPOTESIS

Ho: Los polimorfismos de TLR4 no se asocian con riesgo (OR mayor a 2) para el
GPAA en poblacion del occidente de México.

Hi: Los polimorfismos de nucledtido tunico de TLR4 se asocian con riesgo (OR mayor

a 2) para el GPAA en poblacion del occidente de México.
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9. METODOLOGIA

Tipo de estudio y disefo general

Se realizé un estudio clinico genético de casos y controles, en el que las
distribuciones alélicas y genotipicas de los SNPs de TLR4 fueron comparadas entre

individuos mexicanos libres de glaucoma (controles) y con diagndstico de GPAA
(casos).

Universo de estudio
Pacientes del Hospital General de Zona 1, delegacion Nayarit del Instituto Mexicano
del Seguro Social.

Seleccidon y tamano de muestra

Se determiné la unidad de observacién (muestra) recurriendo a las formulas
habituales para determinar el tamafo muestral minimo necesario para la
comparacién de dos proporciones, 109

Considerando una frecuencia de exposicion en los controles de 0.3 y una frecuencia
de exposicion de 0.5 para los casos, un OR esperado de 2, un nivel de seguridad
del 95% y un poder estadistico del 80% se concluye: Se requieren incluir ai menos

93 casos y 93 controles para detectar como significativo un valor del odds ratio de
2.

Unidad de analisis

187 casos (pacientes con GPAA) y 109 controles.

Unidad de Observacién

Las condiciones clinicas oftalmoldgicas de casos y controles asi como la presencia
0 no del SNP.
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Criterios de inclusion, no inclusion y exclusion
Criterios de Inclusion

Casos
1. Pacientes de sexo masculino y/o femenino.

2. Mayores de 40 afios (con el fin de evitar las formas juveniles de GPAA).

3. Diagnostico de GPAA atendiendo los siguientes criterios:

a. Presion intraocular >22 mm Hg determinada por el método de aplanacion.

b. Relacion copa/disco 6ptico »0.7

c. Defectos de campo visual documentado por perimétrica estatica automatizada de
Humphrey consistente con el aspecto del disco 6ptico.

d. Angulo de camara anterior abierto a la gonioscopia con lente de Goldman.

Controles
1. Pacientes de sexo masculino y/o femenino.

2. Edad superior a 60 afios (con el fin de limitar la posibilidad de estudiar individuos
con glaucoma presintomatico).

3. Presion intraocular <22 mm Hg determinada por el método de aplanacion.
4. Relacion copa/disco optico <0.7
5. Ausencia de historia familiar de glaucoma.

Criterios de No Inclusion

Individuos con opacidad de medios dpticos que impidan la adecuada valoracion de

la papila 6ptica tales como portadores de leucomas corneales o catarata densa.

33



Criterios de Exclusion

Pacientes emparentados con otros individuos que rednan las condiciones de caso

o control.

Procedimiento de seleccion de casos y controles

A través de campafa de deteccion de Sindrome de Ojo Seco, se identificaron a los
potenciales controles y se les informo de los objetivos y alcances del estudio, asi
como de los riesgos y beneficios, obteniéndose asi su consentimiento informado
(Anexo 1). Se aplicé un cuestionario con el que se recabé la historia médica (Anexo
2). Se cito a valoracion oftalmologica en el consultorio de Segmento Anterior del
servicio de Oftalmologia, determinandose la PIO y evaluandose las caracteristicas
del disco optico. Cabe mencionar que la evaluaciéon clinica de los controles no
requirid de asistencia especial o acompafante. Los métodos utilizados fueron los
empleados de manera rutinaria y no disminuyeron la calidad o capacidad visual de
los sujetos. Los casos fueron obtenidos a partir de la consulta externa de del
Servicio de Oftalmologia del Hospital General de Zona 1, delegacion Nayarit del
Instituto Mexicano del Seguro Social.

Procedimiento de obtencion de DNA genémico y genotipificacion

A los sujetos incluidos en el estudio se les tomo previa asepsia y antisepsia, una
muestra de 5 ml. de sangre periférica por puncion venosa en tubo vacutainer con
EDTA como anticoagulante. Se centrifugaron las muestras sanguineas y se obtuvo
la fraccion no celular. Se realizo la obtencion de leucocitos para la extraccion de
ADN acorde al método de extraccion de Qiagen QlAmp DNA Blood Kit, protocolo
de extraccion de DNA gendmico (Anexo 3) Se determiné la cantidad y calidad del
DNA por espectrofotometria (lectura a 260 y 280 nm) y electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% (Anexo 4). La genotipificacion y determinacion de alelos se realizo
mediante la amplificacion de los SNPs estudiados de! gen de TLR4 mediante
reaccion en cadena de l|a polimerasa (PCR) utilizando el sistema de sondas
‘“Tagman SNP Genotyping Assay” (Applied-Biosystem, Foster City, CA, USA),
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protocolo de genotipificacion por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (Anexo 5).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresan en el caso de variables cuantitativas como medias
+ desviacion estandar y en el caso de variables cualitativas como frecuencias,
proporciones y porcentajes. El equilibrio de Hardy-Weinberg se realizé6 comparando
las frecuencias observadas y esperadas mediante la prueba X2 con correccion de
Yates. La comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los diferentes
polimorfismos entre los casos y controles se realizo mediante la prueba no
parameétrica X? o prueba exacta de Fisher, considerandose un valor de P <0.05
como significativo. Los haplotipos inferidos, asi como el calculo del desequilibrio de
ligamiento expresado como D', fueron estimados mediante e! programa estadistico
SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).'® El riesgo para el desarrollo de
GPAA asociado a los alelos, genotipos y haplotipos de estudio se expresé como
Odds Ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95% (se utilizo para este
propodsito el mismo paquete estadistico).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION
Pacientes

Se analizaron un total de 187 casos (pacientes con GPAA) y 109 controles. La edad
promedio de los casos fue de 63.28 * 7.93 y la de los controles de 66.49 + 11.71
(p=0.081). Existio diferencia significativa en la frecuencia de Diabetes Mellitus y en
la proporcion de sexo entre los casos y controles. No se observé diferencia en la

frecuencia de Hipertension Arterial Sistémica entre los grupos (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el analisis de

polimorfismos de nucleodtido unico del gen del receptor tipo Toll 4.

. CONTROL (n=109) GLAUCOMA(Nn=187) P
Variable
Edad (anos) 63.28 +7.93 66.49 + 11.71 0.081™
Género (n)
Femenino 69 (63.30%) 93 (49.73%) 0.024%+
Masculino 40 (36.69%) 94 (50.26%)
DM (n)
Si 51 (46.78%) 61 (32.62%) 0.015¢%
No 58 (53.21%) 126 (67.37%)
HAS (n)
Si 53 (48.62%) 78 (41.71%) 0.248%
No 56 (561.37%) 109 (58.28%)

DM, Diabetes Mellitus; HAS, Hipertensidn arterial sitemica; *, t de student; ¥, ji cuadrada.

Alelos y genotipos

La totalidad de los SNPs estudiados se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg

en los casos y controles (P>0.05). Las frecuencias de los alelos y genotipos de los
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seis SNPs en los casos de glaucoma y los sujetos de control se muestran enla tabla

2 y 3. La frecuencia del alelo ancestral fue menor en el grupo de GPAA (a excepcién

de lo observado en rs11536889). Como se observa en la tabla 2, la exposicion al

alelo menor se asocié al riesgo de desarrollo de GPAA en 4 de los 6 SNPs,
alcanzando valores de OR de hasta 4.4792 (IC 95%=1.4635-13.7089) para el

rs4986790.

Tabla 2. Frecuencia de alelos de polimorfismo de un solo nulcedtido del gen del

receptor tipo Toll 4 en poblacion del occidente de México.

SNP GPAA Control OR* IC 95%
n=374 (%) n=218 (%)
rs11536889 G/C 332 (88.77)  190(87.15)  0.8584 0.5153-1.4300
rs12377632 C/T 143 (38.23) 105 (48.16) 1.501 1.0712-2.1032
rs2149356 G/T 222 (59.35) 158 (72.47) 1.803 1.2578-2.5845
rs1927911 G/A 253 (67.64) 162 (74.31)  1.3835 0.9530-2.0085
rs4986791 C/T 351(93.85)  214(98.16)  3.5057 1.2719-9.6623
rs4986790 A/G 352 (94.11)  215(98.62)  4.4792  1.4635-13.7089

Se presenta la frecuencia del alelo ancestral .OR calculado para la exposicion al

alelo menor. GPAA= gllaucoma primario de angulo abierto; IC= intervalo de

confianza; OR; Odds Ratio, SNP=_polimorfismo de un solo nulcedtido.
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Tabla 3. Frecuencia de genotipos de polimorfismos de unsoélo nulcedtido del gen

del receptor tipo Toll 4 en poblacion del occidente de México.

GPAA Control Control P*
n= 187 n= 109

rs11536889 G/C
GG 146 (78.07 %) 84 (77.06 %) 0.29
CC 1(0.53 %) 3(2.75 %)
CG 40 (21.39 %) 22 (20.18 %)
rs12377632 CIT
CcC 27 (14.43 %) 27 (24.77 %) 0.056
TT 71 (37.96 %) 31 (28.44 %)
CT 89 (47.59 %) 51 (46.78 %)
rs2149356 G/T
GG 61 (32.62 %) 61 (55.96 %) 0.0004
TT 26 (13.9 %) 12 (11 %)
GT 100 (53.47 %) 36 (33.02 %)
rs1927911 G/A
GG 83 (44.38 %) 64 (58.71 %) 0.03
AA 17 (9.09 %) 11 (10.09 %)
GA 87 (46.52 %) 34 (31.19 %)
rs4986791 C/T
CC 165 (88.23 %) 105 (96.33 %) 0.035
TT 1(0.53 %) 0 (0 %)
CT 21 (11.22 %) 4 (3.66 %)
rs4986790 A/G
AA 166 (88.77 %) 106 (97.24 %) 0.0018

GG
AG

1(0.53 %)
20 (10.69 %)

0 (0 %)
3(2.75 %)

*OR calculada para el modelo dominante. GPAA= glaucoma primario de angulo

abierto; IC= intervalo de confianza; OR; Odds Ratio; SNP= Polimorfismo de un solo

nulceotido.
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En lo inherente a los genctipos (tabla 3), se observé que hubo diferencia significativa
en la frecuencia de estos entre casos y controles en 5 de los SNPs analizados. La
excepcion fue el SNP rs11536889. Considerando el modelo de analisis dominante
para los SNPs con variacion significativa, se observd asociacion de riesgo para
GPAA en los genotipos de que incluyeron al alelo menor, siendo el rs4986790 A/G
el de riego mas elevado (OR= 4.4699; IC 95%= 1.4286-13.9854). Los detalles
pueden observarse en la tabla 4.

Tabla 4. Riesgo asociado a los genotipos de polimorfimos de un solo nulceétido
determinado por el modelo dominante.

SNP GPAA Control OR* IC 95% (P) P
n= 187 n= 109
rs11536889 G/C
GG 146 (78.07 %) 84 (77.06 %) 1
CC+CG 41(21.9%) 25(22.9%) 0.9436 0.5357-1.6619 0.84
rs12377632 C/T
cC 27 (1443 %) 27(24.77 %)
TJT+CT 160 (85.6 %) 82(75.2%) 1.9512 1.0804-3.5240 0.028
rs2149356 G/T
GG 61(32.62 %) 61(55.96 %) 1
TT +GT 126 (67.4 %) 48 (44 %) 2625 1.6219-4.2485 0.0001
rs1927911 G/A
GG 83(44.38 %) 64(58.71 %) 1
AA +GA 104 (556 %) 45(41.3%) 1.7821 1.1061-2.8711 0.017
rs4986791 C/T
CcC 165 (88.23 %) 105 (96.33 %) 1
TT+CT 22 (11.8 %) 4 (3.7 %) 3.5 1.2415-9.8668 0.012
rs4986790 A/G
AA 166 (88.77 %) 106 (97.24 %) 1
1.4286-
GG + AG 21 (11.2 %) 3(28%) 4.4699 13.9854 0.0054

*OR calculada para el modelo dominante. GPAA= glaucoma primario de angulo
abierto; IC= intervalo de confianza; OR; Odds Ratio; SNP=. polimorfismo de un solo

nulcedtido.
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Analisis de haplotipos

Todos los SNPs se localizaron en el mismo bloque haplotipico con una D' superior

a 0.90 con excepcion de la asociacion que involucre al rs12377632 en el cual se

estimo un valor D° de 0.3447. Del analisis de la frecuencia de haplotipos en casos

y controles, se identificd al haplotipo rs4986790,rs4986791 rs1927911, rs2149356
rs12377632, rs11536889 (ACGGCG) como factor protector significativo para el
GPAA (OR=0.56; IC 95% 0.35 - 0.89, P= 0.015). Los detalles del analisis de riesgo

de los haplotipos pueden observarse en la tabla 5.

Tabla 5. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos de un solo nulcedtido del

gen del receptor tipo Toll 4 estudiados en poblacion del occidente de México.

SNPs
rs4986790,rs4986
791,rs1927911, GPAA Control OR (IC 95%) P

rs2149356,rs1237

7632, rs11536889
ACATTG 0.285381 0.241934 1
ACGGCG 0.232242 0.352041 0.56 (0.35 - 0.89) 0.015
ACGGTG 0.233832 0.239687 0.82 (0.50 - 1.33) 0.42
ACGGCC 0.101631 0.12844 0.68 (0.37 - 1.27) 0.23
GTGTTG 0.048952 0.013761 2.82 (0.27 - 29.85) 0.39
ACGTTG 0.02462 0.004602 3.64 (0.48 - 27.53) 0.21

Se presenta la proporcién encontrada de haplotipos por grupo. GPAA= gllaucoma

primario de angulo abierto;

IC= intervalo de confianza; OR; Odds Ratio;

SNPs=_polimorfismos de un s0lo nulcedtido.
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Discusion

Los TLRs estan involucrados en la defensa de la inmunidad innata contra los
microorganismos y se les considera como un vinculo entre la inmunidad innata y
adaptativa.”*® El receptor tipo Toll 4 (TLR4) es un receptor de lipopolisacaridos asi
como de otros ligandos exdgenos o enddégenos. Este receptor celular inicia la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias como interleucinas 1, 6 y 8 (iL-1, 6 Y 8)
y factor de necrosis tumoral - a (TNF- a ), "7 Este fendmeno de sintesis de proteinas
pro-imflamatorias es mediado por €l factor de necrosis kappa B (NF -kB ). El gen
del TLR4 se localiza en el cromosoma 9q32-33 y se compone de tres exones. '8 Su
secuencia de pre- ARNm es 11467 pares de bases (pb)''® Dos mRNAS de TLR4 de

~ 5,5 kb y 4,4 kb de tamafio, se puede detectar en todos los tejidos y son creadas
por corte y empalme alternativo,19.120

El gen TLR4 en el humano muestra varios polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP), que presumiblemente influyen en la su actividad y funcién. 2! Por ejemplo ,
la variacion de codificacion en rs4986790 del gen TLR4 conduce a variantes
geneticas en el polipéptido del TLR4 , que se asocia con una respuesta menor del
receptor.®® Ademas, se ha informado de otra variante genética del polimorfismo de
un solo nucledtido de TLR4 que se asocia con una amplia variedad de
enfermedades infecciosas y no infecciosas , incluyendo la artritis reumatoide 122123
asma bronquiat’®*, periodontitis cronica'?, la susceptibilidad a la aspergilosis
pulmonar y tuberculosis'?'%, cancer de pulmon'? y el riesgo de Ulcera péptica.'?
En Asia, se encontrd que las variantes genéticas no codificantes del TLR4 se han
implicado positivamente con el desarrollo de GPAA, glaucoma de tension normal y
pseudoexfoliacion glaucoma.®1$2 Curiosamente, hasta la fecha no se han realizado
ensayos funcionales con el fin de evaluar implicacion de estos SNPs no codificantes
en la actividad o la expresion de TLR4. En nuestro estudio se analizaron los
polimorfismos no codificantes rs1927911 G / A, rs12377632 T/ C, y rs2149356 G /
T localizados dentro de los intrones y el rs11536889 G / C ubicado dentro de la

region no traducida 3' (3'UTR). Las posiciones de estos polimorfismos son 8595,
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11271, 12740 y 16672, respectivamente (GRCh38.p2, RefSeqGene; NG_011475.1,
Gene ID; TLR4 7099). Tras realizar el analisis de alelos y genotipos, hemos
demostrado con éxito una asociacion significativa entre los SNPs, lo que coincide
con lo reportado previamente en poblacion japonesa.’? A diferencia del estudio
Japones, en el presente estudio se realizaron estimaciones de riesgo, obteniendo
OR significativas para alelos y genotipos de los polimorfismos rs1927911,
rs12377632 y rs2149356. En particular, se logré demostrar que rs1927911 y
rs2149356 se asocian a un mayor riesgo para GPAA. Es importante destacar que
como previamente se comentd ambos polimorfismos son localizados en los intrones
del gen TLR4. En contraste con este hallazgo positivo, no se encontré asociacion
entre el glaucoma de angulo abierto y el SNP rs11536889, localizado en la region
3'UTR, sin embargo, otros han logrado identificar SNPs asociado a glaucoma en
esta region. Concretamente, el rs7037117 se asocidé con éxito péra GPAA en las
poblaciones japonesas y chinas.®2.130 Adicionalmente, como hemos demostrado, los
polimorfismos codificantes de TLR4; rs4986790 y rs4986791 se encuentran
significativamente asociados al GPAA. Se observé que el alelo menor de ambos
SNPs confiere un mayor riesgo de glaucoma de angulo abierto, con valores de OR
mayores a 3. Los polimorfismos rs4986790 y rs4986791 se localizan en el
ectodominio de la proteina. Estos son polimorfismos que afectan la secuencia de
aminoacidos, siendo el rs4986790 A / G el que codifica la sustitucion Asp299Gl y el
rs4986791 el que codifica la sustitucion Thr399lle (C / T). Ambos SNPs del gen
TLR4 se encuentran en el tercer exén y afectan el dominio extracelular de la
proteina, que se asocia con una respuesta menor del receptor.'?? Ya se han
explicado los mecanismos de hipo respuesta que confieren estos polimorfismos.
Estructuralmente, estas mutaciones se encuentran fuera del dominio de unioén al
ligando del TLR4 y se ha demostrado que estas mutaciones no tienen efecto sobre
la union de LPS al receptor. En su lugar, causan cambios conformacionales locales
en todo el area de la mutacion que puede afectar a la eficiencia de plegamiento, la
expresion en la superficie celular, la estabilidad de la proteina, asi como la
interaccion con proteinas mensajeras.'?® Por ejemplo la mutacion Asp299Gly
(rs4986790 A / G) produce un reclutamiento deficiente de MYD88 y TRIF que

42



funcionan como proteinas de sefializacién intreelular del receptor.'?¢ Hoy en dia, no
esta completamente claro como lo polimorfismos codificantes y no codificantes del
gen TLR4 estan asociados a GPAA, pero la evidencia experimental apoya el papel
del gen TLLR4 en la fisiopatologia glaucoma.?3131 Por gjemplo; los lipopolisacaridos
bacterianos administrados periféricamente por via subcutanea para simular
inflamacion periferica subclinica crénica en un modelo animal de glaucoma, dieron
lugar a la neurodegeneracion mediada a través de |a regulacion positiva de TLR4.
Ademas la activacion TLR4 ha sido implicada en la patogénesis de la muerte CGR
inducida por PIO elevada.1??

En lo relativo a los haplotipos, es relevante la observacién de un haplotipo protector
para GPAA, el ACGGCG (rs4986790, rs4986791 rs1927911, rs2149356,
rs12377632, rs11536889) (OR=0.56; IC 95% 0.35 - 0.89, P=0.015). Este haplotipo
pudiera estar asociado al pronostico del glaucoma y por ende poseer un alto valor
clinico, sin embargo nuestros resultados solo permiten teorizar este concepto por lo
que son necesarios otros estudios para confirmarlo. Finalmente, es importante
enfatizar que el presente estudio genético de casos y controles no fue pareado y si
bien hubo diferencia significativa en la frecuencia de DM e HAS entre los grupos, no
es probable que este hallazgo afecte el analisis debido a que dichas enfermedades
crénicas no se relacionan con la etiologia y prevalencia del glaucoma. Por otra parte;
si bien se logro determinar la asociacion significativa de alelos y genotipos del gen
TLR4 con el GPAA, los OR calculados se acompafiaron de amplios intervalos de
confianza, por lo que es recomendable reproducir el estudio con muestras de mayor
numero, con el fin de determinar con mayor exactitud el riesgo para GPAA asociado
a los SNPs del gen TLR4.

11. CONCLUSIONES

Se encontrd una asociacion entre los polimorfismos del gen de TLR4 con el GPAA
en poblacion del occidente de México, por lo que constituye un gen candidato para
la determinacién de poblaciones en riesgo. Es necesario realizar estudios

posteriores donde ademas de ratificar la asociacién entre genotipo y enfermedad,
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se determine la relacién del receptor TLR4 en la patogenia del glaucoma con €l fin
de determinar un posible blanco terapéutico.

PERSPECTIVAS EN SALUD PUBLICA

Parte de los esfuerzos actuales de la salud pablica encaminados a la prevencion,

diagnodstico y tratamiento de enfermedades cronicas deben estar orientados hacia
la deteccion precoz del glaucoma.

El impacto de glaucoma, en especial el GPAA, se enfatiza por sus particulares
caracteristicas, la dificultad para su diagnostico en etapas temprana, su avance
créonico hacia la pérdida total e irreversible de la vision afectando aproximadamente
a un 2% de la poblacion mayor de 40 afios, prevalencia que va aumentando con la
edad. De igual forma un impacto aun mas dificil de calcular y establecer es la

pérdida de la calidad de vida de aquellos pacientes que desarrollan este
padecimiento.

La posibilidad de que se realizar tamizajes genémicos, desarrollar estrategias para
el tratamiento traen una implicacién para las politicas publicas. Es necesario
ademas reflexionar sobre cémo adecuar los servicios de salud a las nuevas
promesas de la medicina genémica

Establecer una nueva politica sanitaria en la actualidad no se puede conjeturar
ontologica y deontolégicamente si no se basa en evidencia cientifica. México, desde
que entro en la era gendmica, a corto y largo plazo, tendra que disefiar politicas que
tomen el conocimiento generado por estas ciencias y utilizarlo para una mejor
proteccién de la salud. Sin embargo, esto no sera posible si no existe una politica
que facilite la inversion y el desarrolio cientifico y biotecnolégico, por medio de
financiamiento para el desarrollo cientifico, acorde con sus objetivos y el tiempo
necesario para su implementacion.

Sesgos y limitaciones

El presente estudio cuenta con variados sesgos y limitaciones que deben ser

tomados en cuenta para futuras realizaciones de investigaciones similares. En
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cuanto a los casos y controles, existié carencia en la severidad para elegir a los
participantes de ambos grupos debido a la variabilidad de asociaciones entre el
GPAA y variables como sexo, edad, enfermedades cronicas degenerativas. Mas
alla de eso, errores metodoldgicos como el calculo maestral son determinantes para
poder sustentar de manera mas eficiente la significancia estadistica, por lo que se
recomienda una revision mas detaliada sobre los elementos que conforman un

estudio de casos y controles con el fin de evitar sesgos tanto de selecciéon como
errores metodoldgico.
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ANEXQS
Anexo 1
Consideraciones éticas

En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado. El estudio, clasificado
como de riesgo minimo por la Ley General de Salud de los Estados Unidos
Mexicanos, obedece lo relativo a la declaracion de Helsinki revisada en la 52va
Asamblea Médica Mundial en Edimburgo, Escocia en Octubre del 2000 y sus notas
aclaratorias de Washington 2002, Tokio 2004 y Seul 2008, asi como también a la
Reglamentacion en materia de Investigacion para la Salud vigente en México, y a
los Codigos y Normas Internacionales vigentes para las Buenas Practicas en la
Investigacion Clinica.

En consideracion con los lineamientos anteriores se solicitara participacion
mediante carta de consentimiento informado por escrito a fin de que los sujeios
participantes puedan tomar su decisién libre e informada sobre la participacion en
el estudio. La carta se obtendra en el momento en que se identifique que el paciente
cumple con los criterios de inclusion del estudio y posterior a haber explicado de
manera clara el objetivo, los alcances y el riesgo/beneficio del estudio. La carta sera
obtenida por el investigador principal, Beatriz Alvarado Castillo. EI documento se
firmara en duplicado por el participante y por el investigador principal del centro con
dos testigos ajenos al equipo de investigacién y de forma preferente familiares o
amigos del participante.

Conforme a las guias de buena practica médica, toda informacién que se obtenga
de este proyecto preservara la confidencialidad de los participantes, identificandolos
Unicamente mediante codigo compuesto por las iniciales y nimeros consecutivos
en la base de datos, ademas sus nombres seran omitidos de toda publicacion o
presentacion que se realizara. Los expedientes y resultados de laboratorio estaran
disponibles solo para los investigadores principales y con las restricciones de ley
para el participante. Todos los procedimientos para el interrogatorio, examen

oftalmolégico e integracion de la historia clinica correspondiente seran realizados
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mediante métodos universalmente aceptados y de conformidad con la Ley General
de Salud, en su Reglamento en Materia de Prestacion de Servicios de Atencion
Meédica. Los procedimientos de seguridad para los pacientes consistiran en la

vigilancia y monitoreo de la presentacidon de cualquier clase de evento adverso.

Se mantendra discrecion en el manejo de la informaciéon y el anonimato de los
pacientes. En los formularios de registro de caso no se consignara nombre ni datos
personales. Si se publican los resultados de este estudio la identidad del paciente
permanecera secreta. Los pacientes seran seleccionados de aquellos que acudan
a la consulta de oftalmologia del Centro Médico de Occidente y que cumplan con

los criterios de seleccidn. El protocolo sera sometido a la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS.
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ANEXOS
Anexo 1: Consentimiento Informado

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION:

Asociacion de los polimorfismos del gen del receptor tipo Toll 4 con Glaucoma Primario de
Angulo Abierto en poblacién del occidente de México,

Lugar y fecha: Tepic, Nayarit a de 20

Numero de registro:

Investigador responsable:
Losé Navarro Partida
Oftalmologia IMSS Nayarit
Introduccion

Por medio de esta forma de consentimiento informado se le esta invitando a participar en un estudio
de investigacion. Este documento puede contener palabras o términos que usted no comprenda. Por
favor pida al médico encargado del estudio y de su entrevista (Dra. Beatriz Alvarado Castillo) que le
explique cualquier palabra, término o situacion que no comprenda o le cree duda. No fime esta forma
de consentimiento informado hasta que todas sus dudas le sean aclaradas de forma satisfactoria y
se encuentre convencido de querer participar en el estudio.

Propdésito y descripcion del estudio

Este es una investigacion de riesgo minimo, que a través de una evaluacion médica oftalmologica y
la toma de una muestra sanguinea, pretende identificar factores hereditarios asociados al riesgo de
presentar Glaucoma.

Procedimiento

Si usted decide colaborar en el proyecto, contestara un cuestionario que revelara datos sobre su
historia medica y se llevara a cabo una revision oftalmologica clinica asi como también toma de
muestra sanguinea para su analisis. La sangre obtenida sera utilizada para extraer componentes de
ella, entre estos el material donde se guarda la informacion hereditaria, los cuales seran utilizados
exciusivamente para el propésito de esta investigacion el cual es identificar factores hereditarios
asociados al riesgo de presentar Glaucoma.
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Si usted decide participar en el proyecto, se realizara una evaluacidn clinica en el Cenitro Médico
Nacional de Occidente en el turno vespertino en el servicio de segmento anterior. Duranie la primera
visita clinica se hara una revision ocular completa, incluyendo revisién en lampara de hendidura,
aplicacion de medicamento anestésico en gotas para tomar la presion intraccular, asi como la
instilacion en gotas de medicamentos que dilataran la pupila con el fin de valorar el nervio optico y la
retina. Posteriormente, en una segunda visita, se realizara toma de muestra sanguinea mediante
puncion venosa, con el fin de obtener gidbulos blancos a partir de los cuales se aislara el matenal
genético para su analisis.

Posibles riesgos y molestias

A pesar de que no se han reportado efectos adversos con la realizacion de las pruebas diagndsticas
oculares que se llevaran a cabo durante la evaluacion se me ha informado que puedo experimentar
molestias pasajeras tales como lagrimeo, enrojecimiento y comezon. Ademas se me ha informado que
existen riesgos minimos asociados a la puncion venosa, como lo son: sangrado, desmayo o sensacion
de mareo, hematoma (acumulacion de sangre debajo de la piel), infeccion (un riesgo leve en cualquier
momento que se presente ruptura de la piel) y ia necesidad en ocasiones de realizar punciones
multiples para localizar las venas.

Tratamiento médico en caso de eventos adversos

Si usted llegara a sufrir alguna lesidn o enfermedad como resultado de alguno de los tratamientos
administrados en este estudio o de alguno de los procedimientos de estudio se le brindara la atencion
medica necesaria en el Hospital de Especialidades del Centro Médico de Occidente.

Beneficios de su participacion en el estudio

No obtendra beneficio personal econémico o de ninguna ofra indole por su participacion en la
investigacion. Los datos obtenidos a partir del estudio contribuiran a incrementar el conocimiento
existente sobre el Glaucoma.

Obtencion de informacion adicional

Se le anima a que usted haga preguntas en cualquier momento durante el desarrollo del estudio. En
caso de que usted tenga molestias o tenga otras preguntas sobre el estudio o de sus derechos como
paciente participante en una investigaciaon, por favor péngase en contacto con la Dra. Beatriz Alvarado
Castillo cuyos datos se encuentra al inicio de este consentimiento.

Bases de la participacion

Su participacion en este estudio es voluntaria. Si decide no ingresar al estudio no se afectara la calidad
de atencidon que recibe. Si usted decide participar, puede salir del estudio en cualquier momento sin
perder el derecho a la atencidon médica oportuna.
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Ei medico encargado del estudio también puede suspender su participacion en el mismo en
cualquier momento, sin su consentimiento, por cualquiera de las razones siguientes: 1) si no sigue
las instrucciones de participacion en el estudio; 2) si se descubre en una fecha posterior algun

elemento que lo haga no cumplir con los requisitos para el estudio y 3) si se cancela el estudio.
Confidencialidad y revisiéon de expedientes

Usted tiene derecho a su privacidad y toda la informacion recopilada durante este estudio es
confidencial en conformidad con los lineamientos de la Ley General de Salud de los Estados
Unidos Mexicanos. ElI Comité de Etica de la institucion patrocinadora, el personal médico encarado
de su atencion y desarrollo del estudio y las autoridades de salud pueden examinar su expediente
medico con relacidn a este estudio. Los formularios de registro de caso y otros registros médicos
del estudio, en los cuales no se consigna su nombre ni datos personales, seran fransmitidos a
otros investigadores para el analisis de los resultados de! estudio. Si se publican los resultados de
este estudio, su identidad permanecera secreta.

Peclaracidn de consentimiento de participacion

El investigador me ha informado de manera verbal y escrita acerca de las causas, los signos y
sintomas, las complicaciones, asi como las modalidades de diagnéstico y tratamiento del
Glaucoma Primario de Angulo Abierto, Se me ha explicado que este es un estudio de riesgo
minimo, gue pretende encontrar factores de riesgo asociados a la presencia del Glaucoma.
Entiendo gque no recibiré beneficio personal alguno por mi participacion en el estudio.

He comprendido el procedimiento de revision ocular y toma de muestra sanguinea necesarios
para alcanzar los propositos de esta investigacion. Por lo antes mencionado, declaro liboremente
que acepto participar en el estudio “Asociacion de los polimorfismos del gen del receptor tipo Toll
4 con Glaucoma Primario de Angulo Abierto en poblacion del occidente de México”. Es de mi
conocimieto que seré libre de retiramme de la presente investigacion en el momento en que yo
asi lo desee.

También que puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en este estudio. En caso de que decidiera retirarme, la atencién que como paciente
recibo en esta institucion no se vera afectada. Asimismo, los investigadores seran libres de
cualquier responsabilidad sobre mi salud ocasionada por cualquier otra causa ajena a la presente

investigacion.
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PARTICIPANTE

Firma del participante:

Fecha de firma:

Nombre del participante:

TESTIGO 1
Firma:

Nombre:

Fecha:

Domicilio y teléfono:

Relacién con el participante:

TESTIGO 2
Firma:

Nombre:

Fecha:

Domicilio y teléfono:

Relacion con el participante:
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Anexo 2: Historia Clinica

FECHA Epap

SExO:

NomMmBrE z _ =

CLAvVE — -___DOMEIIIC‘

ANTECEDENTES HEREDITARIOS
Diabetes

Hipertension

Cancer

Cardiopatias

GLAUCOMA (especificasr
tipo):

CCOCO

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS
Menarca: . o
Menopausia (FUM):
G: p. A Cc
0 Historia Patron menstrual:

U Historia de Diabetes Gestacional
U Historia de productos macrosomicos

0 Historia de ojo seco durante las gestaciones
Cimgia ginecoldgica

0 Ooferectomia

0 Histerectomia

O Otra_

Reemplazo honmnonal (Fecha de inicio y ultima dosis):

ANTECEDENTES PERSONALES

Ocupacion:

Alergias:

oo

Enfermedades autoinmunitarias:

S. Sjogren
Diabetes
Hipertension
Cancer
Cardiopatias

Cirugias (especifique):

Tabaquismo

Alcoholismo

COC OCOoCCoD

Medicacion sistemica/Terapia de reemplazo

[ Nombre
Genérico

Dosis diaria

Tiempo de uso

Otra enfermedad:

BLANCO-BLANCO (+/- A GLAUCOMA)

oD o

Conjuntiva:

ANTECEDENTES OCULARES
oD ol
Glaucoma o o S
Tratifia e & EXPLORACION OCULAR
; - oD ol
Cirugia Ocular 8] Q
; . A) Agudeza Visual
Pivead Ias?.r o = le}an% (Snellen)
Uso de colirio a =] B) Segmento Ant
Lentes de contacto a 0
C) Presién
Especificar: intraocular
D)Gonioscopia
i oD Ol (Shaffer) B N
Betabloq D) Relacion
Inhib Anhid i B copa/disco
Agon alfa - (heorizontal,vertical)
Analogprost | | C) Segmento anterior
PERIMETRIA ESTATICA AUTOMATIZADA <. ( ) AN Y

Criistalino:

C) Papila éptica

o O
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Anexo3: Protocol #2-30 Minute DNA Extracciéon de muestras de sangre

Introduccion. El Kit Easy- DNA ™ le permite aislar con rapidez y facilidad ADN
gendmico de alto peso molecular de una variedad de tipos de muestras y tamanios.
El siguiente procedimiento le permitira aislar el ADN gendmico de muestras de

sangre en menos de 30 minufos. El ADN aislado estara listo para el PCR o el analisis
de RFLP.

Antes de empezar

* Necesitara tubos de microcentrifuga de 2.0 ml para este protocolo
= Equilibrar el bloque de calor o bano de aguaa65° C

e Cloroformo. (FRIO)

« Etanol al 100% (FRIQ)

e Solucién A

*« Soluciéon B

Aislamiento de ADN

1. Pipetear 350 microlitros de sangre en cada tubo de microcentrifuga. Las muestras
de sangre deben mezclarse para formar una solucién homogénea.

2. Anadir 500 microlitros de solucion A al tubo. Mezclar por inversion varias veces.

3. Incubar a 65 ° C durante 6 minutos.

4. Quitar la muestra del bloque de calor y mezclar por inversion.

5. Afiadir 900 microlitros de cloroformo y agitar vigorosamente en vortex. Asegurese
de que la muestra se mezcle completamente. La mezcla se ha mezclado

completamente cuando la porcién liquida de la muestra fluye libremente y fa

hemoglobina se parezca a pequefias particulas cubiertas con chocolate.

6. Afiadir 200 microlitros de solucion B y agitar brevemente hasta que la muestra

sea uniformemente viscosa (aqui se utiliza et vortex poco).

7. Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga durante 10 minutos a

temperatura ambiente (4°C).

8. Pipetear la fase clara acuosa a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
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La precipitacion de El ADN genémico

1. Anadir 800 microlitros de etanol al 100% a temperatura ambiente. Mezclar por
inversion hasta que se forme precipitado. Un precipitado se ve generalmente dentro
de 30 a 60 segundos. Si el precipitado no se ve, permiten que los tubos se incuben
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Almancenar a 20°C por 48 hrs

2. En caso de que sea necesario agregar 20 micro litros de glicégeno antes del
etanol al 100%.

3. Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga durante 6 minutos a
temperatura ambiente. A menos 4°C.

4. Decantar ei sobrenadante y afadir 1 ml de etano! 70 % A temperatura ambiente.
Centrifugar

5. Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga durante 2 minutos a 4°C.
6. Decantar el sobrenadante. Centrifugar a maxima velocidad en una
microcentrifuga durante 1 minuto a 4 °C.

7. Eliminar el etanol residual con una pipeta e invertir los tubos para secar.

8. Afadir 100 mcl o 40 mcl de Bufer T dependiendo de las caracteristicas de la

muestra y el volumen. Mezclar con pipeta. Centrifugar de forma rapida a menos 4°
C por 1 minuto.

9. Incubar a 65 ° C durante 8 minutos.

10. Ejecutar ADN gendmico en un gel de agarosa para comprobar el tamario y el
rendimiento.

MATERIALES REQUERIDOS

Equipo

e Microcentrifugador 4°¢

* Placa para incubar termoblock a 65°c
e Pipeta 1ml

s Centrifugador a temp. Ambiente

+ Pipeta

 Vortex
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e Consumibles

¢ Tubos para secar
¢ Puntas de 1000 ml
s Puntas de 200 ml

Soluciones

e Etanol 70%
e Etanol 100%

e Agua libre de nucleasa

e Gel de agarosa
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Anexo 4: Cuantificacion del DNA genémico y evaluacién de su calidad

Se determinara la cantidad y calidad del DNA por espectrofotometria (lectura a 260

y 280 nm) y electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.
CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DEL DNA TOTAL

Los acidos nucleidos se pueden cuantificar por medio de espectrofotometria con uz
ultravioleta a 260nm. Una unidad de absorbancia a 260nm se utiliza para el DNA de
doble cadena a 50 pg/ml. Esta medicién se basa en que la concentracion de la
muestra es directamente proporcional a la absorbancia en rangos de 0.15a 1.0
unidades de absorbancia. Debido a que otros compuestos absorbenlfaluz a 280nm,
una relacion de las densidades opticas (DO) 260nm/280nm < 1.8 indica una
contaminacion con proteinas y una DO z a 2 indica pureza (0% de proteinasy 100%
de DNA), tomandose esta relaciéon como un parametro de calidad. La absorbancia
se mide en una celda de cuarzo 1cm cabico en agua destilada. La formula para
estimar la concentracion de DNA es:

DNA pg/mL = (DO) (FD) (50)
1000 DO: Densidad 6ptica.

FD: Factor de dilucion. 50: Constante que expresa el coeficiente de extincion molar
de 50 pug/mL de DNA que es la maxima absorbancia de 1.0 unidad de DO a 260 nm-

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA PARA DETERMINAR LA
INTEGRIDAD DEL DNA

Para determinar dicha integridad, se prepara un gel de agarosa al 0.8%. El

procedimiento es el siguiente:

1. Preparar agarosa al 0.8% en solucién amortiguadora TBE 0.5% (trisma base
0.002M, acido borico 0.09My Na2 EDTA 0.09M a pH 8.0), calentar a ebullicion hasta

observar unas solucidén cristalina.
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2. Dejar enfriar la solucién a 60 grados centigrados y vaciar el contenido en un molde
evitando la formacion de burbujas. El gel debe tener entre 3 y 5 mm de grosor.

Posteriormente colocar el peine para la formacién de ranuras.

3. Dejar reposar 30 a 40 minutos a temperatura ambiente hasta que la agarosa

gelifique completamente.
4. Remover cuidadosamente el peine y colocar el gel en la camara de electroforesis.
5. AgregarsolucionamortiguadoraTBEO.5Xcubriendoalgelensutotalidad.

6. Mezclar 21l de cada una de las muestras de ADN problema con 0.4l de solucion
amortiguadora de carga conocida como jugo azul (azul bromofenol 25%, xilencianol

25% y glicerol 30%), cargar cada una de las soluciones en las ranuras del minigel.

7. Realizar el corrimiento electroforético a 60V/1.5 hrs o hasta que el colorante

bromofenol ha migrado 2 a 4 cm del punto de aplicacién.

8. Tefir el gel con una solucién de bromuro de etidio (0.5mg/ml), por inmersion
durante 5 a 10 minutos. Posteriormente, enjuagar el gel con agua destilada para
eliminar el exceso de bromuro de etidio, teniendo cuidado en esta etapa ya que el

bromuro de etidio es carcindégeno.

9. Fotografiar el gel con un transiluminador de UV de longitud de onda corta para la

evaluacion det estado fisico y pureza del DNA.
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Anexo5: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR)

Este procedimiento permite la amplificacion de un fragmento especifico de DNA a
millones de copias idénticas. El numero de copias sintetizadas es monitoreado por
medio de fluorescencia, la cual es proporcional al producto de PCR generado, dicha
amplificacion ocurre en tiempo real.

Para la realizacion de PCR en tiempo real, son utilizados los mismos elementos de
la PCR convencional, es decir: muestra de DNA, desoxirribonucledtidos (ANTPs),
buffer de reaccion para la enzima Taq polimerasa, oligonucledtidos de cadena
sencilla (primers) que proporcionan un hidroxilo libre en la posicion 3 para el inicio
de la sintesis de la cadena de DNA por medio de la enzima Taq polimerasa.

Los oligonucletdtidos se disefian para flanquear las hebras de DNA, el
oligonucleotido sentido se une a la cadena 5 -> 3’ y el oligonucledtido antisentido
a la cadena complementaria 3° -> 5°. La reaccion de amplificaciéon consta de 30 a
45 ciclos, en el cual ocurren los procesos de desnaturalizacién (de la doble cadena
de DNA a temperaturas de 92 a 98 grados centigrados por 30 a 90 segundos),
alineacién (la tempera de alineacion depende del contenido de guanina/citosina, del
pPH del medio yconcentraciéon de sales), extension (la realiza una DNA polimerasa
incorporando los dNTPs a partir de los primers. Los sistemas de deteccion de
fluorescencia utilizados en la PCR en tiempo real son de dos tipos: Agentes

intercalares (SYBR Green) y sondas: de hibridacion y de hidrélisis (FRET, Tagman).

Las sondas Taq Man contienen 2 tipos de fluorocromos: un fluorocromo donador o
reportero en el extremo 5° que emite fluorescencia cuando una copia de DNA es
generada y un aceptor en el extremo 3'que absorbe la fluorescencia. Cuando la
DNA polimerasa avanza hasta |a sonda, esta la hidroliza con actividad 5 ->
3'exonucleasa, liberando un fluorocromo reportero y emitiendo una sefal de

fluorescencia detectada por el equipo.

La discriminacion alélica en tiempo real mediante el uso de sondas Tagman es una
técnica muy eficaz y precisa. Gracias a la actividadS’exonucleasa de la Tagq

polimerasa y las dos sondas Tagman que son complementarias a cada uno de los
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alelos de SNPs que estan marcadas con diferente fluorocromo, es posible el
interrogatorio del polimorfismo.

Mediante ta deteccion de la fluorescencia emitida por las sondas cuando son

escindidas durante la PCR podemos conocer cual es el genotipo del polimorfismo.

Los fluorocromos reporteros mas utilizados son FAM (6-carboxifluoresceina), TET
(tetracloro-6- carboxifluoresceina), JOE (2,7-dimetoxi-4,5dicloro-6-
carboxifluoresceina). Los fluorocromos aceptores o apagadores son TAMRA
(Tetramil-6- Carboxirhodamina), DABCYL (4- dimetitaminofenilazo) benzoico, VIC.

El equipo que se utilizo en este proyecto es Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science),
sondas Taq Man- MGB del ingles minor groove binder (enlazador del surco menor)
Y el kit Taq Man Universal Master Mix que contiene dNTPs, dUTP, AmpliTag Gold
DNA polimerasa, AmpErase uracil-Nglicosilasa (UNG) y el buffer de PCR.
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