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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

DEFINICION

Las enfermedades neurodegenerativas afectan el sistema nervioso central y
provocan una disfuncion progresiva. Estas condiciones debilitantes e incurables se
caracterizan por la pérdida de la funcion celular neuronal y se asocian a menudo
con atrofia de las estructuras del sistema nervioso afectadas. Un subconjunto
importante de las enfermedades neurodegenerativas se refiere a las demencias
asociadas con el envejecimiento, siendo la enfermedad de Alzheimer la mas

importante. 12

Los recientes avances en nuestra comprension de los mecanismos en la cascada
de eventos que resultan en la muerte de células retinianas en patologias oculares
como el glaucoma, la retinopatia diabética y la degeneraciéon macular relacionada
con la edad conducen al término descriptivo comun de las enfermedades
neurodegenerativas de la retina. La via fisiopatolégica final comin de estas
enfermedades incluye una forma particular de estrés metabdlico, lo que resulta en
un suministro insuficiente de nutrientes a las respectivas estructuras diana (cabeza
del nervio Optico y retina) y la formacién de oligdbmeros téxicos y de las placas B-
amiloideas, resultado del desequilibrio entre la produccién y la eliminacién

extracelular de los péptidos B-amiloide.®*



Recientes evidencias han mostrado que la generaciéon de estos péptidos, ademas
del cerebro, también estan presentes en la retina, debido a su origen prosencefalico,
y que su acumulacion de manera toxica puede contribuir a la patogénesis del
glaucoma y la degeneracion macular relacionada a la edad. Estas oftalmopatias
cursan con caracteristicas etiolégicas comunes con la enfermedad de Alzheimer,
como son: excitotoxicidad, estrés oxidativo, neuroinflamacion, gliosis cronica,
cambios degenerativos trans-sinapticos y factores de riesgo genético. Actualmente
ya se estudian las manifestaciones oculares, especialmente en la retina, de
pacientes con alguna enfermedad neurodegenerativa, como la enfermedad de
Alzheimer, se reportan alteraciones vasculares como el aumento en la tortuosidad
de los vasos de la retina y adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas de la retina

lo que sugiere manifestaciones en la circulacién previa a la muerte celular.®

TIPOS DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno irreversible y progresivo del sistema
nervioso, una neuropatia que destruye lentamente la memoria y las habilidades de
pensamiento y finalmente la capacidad de llevar a cabo las tareas mas simples. Es
un creciente problema de salud mundial con enormes implicaciones individuales y

en la sociedad. &7

Es la causa mas comun de demencia en adultos mayores. Mientras que la demencia

es mas comun a medida que la gente envejece, no es una parte normal del



envejecimiento. Se calcula que entre 2010 y 2050, el niUmero total de personas
dependientes en todo el mundo casi se duplicara, con un aumento de 349 a 613
millones, y mas de un tercio de estas personas (con un aumento de 101 a 277
millones) seran personas mayores. El aumento del numero de ancianos
dependientes es desproporcionadamente mayor en los paises emergentes y en

desarrollo.8®

Las caracteristicas patognomonicas son placas amiloides compuestas de
fragmentos proteoliticos de la proteina precursora amiloide (APP) y neurofibrillas

compuestas de proteina tau hiperfosforilada.?

En México 7% de la poblacién mexicana presenta deterioro cognitivo leve y un 3,3%
deterioro cognitivo importante, con dependencia funcional. La prevalencia es mayor
entre las mujeres y en la edad avanzada. Los factores mas claramente asociados
son: analfabetismo, diabetes, enfermedad cerebrovascular, enfermedad cardiaca y

depresion.11.12

La prevalencia de demencia en México para las areas urbanas es 7,4% y en las
regiones rurales en el 7,3%. Se calcula que existen en el pais 800.000 personas
afectadas. La proyeccién del numero de mexicanos afectados por demencia para el
afo 2050 alcanzara la alarmante cifra de 3,5 millones y el impacto de la enfermedad

en los sistemas econémicos, sociales y de salud sera ain mas grave.*?



GLAUCOMA

Pese a las modificaciones realizadas y a la dificultad de consenso para definir
puntualmente al Glaucoma, la Academia Americana de Oftalmologia lo define como:
“ Una neuropatia optica progresiva con cambios estructurales caracteristicos del
nervio optico, acompafiada con frecuencia por cambios correspondientes en el
campo visual.” Existen una variedad de factores entre los que se incluye la presion
intraocular (PIO), que aumenta el riesgo de desarrollar Glaucoma. La neuropatia
Optica glaucomatosa puede ser definida como la via final comin de un grupo de
condiciones que comparten propiedades biolégicas y caracteristicas clinicas
semejantes. Ambos sexos son susceptibles de padecer glaucoma, sin embargo,

parece haber un ligero predominio en las mujeres. 415

Glaucoma es la principal causa de ceguera irreversible en el mundo. Se estima que
afecta a 60 millones de personas en el mundo. Se define como un grupo de
neuropatias opticas con cambios caracteristicos en la cabeza del nervio 6ptico y en

el campo visual. 16

En México existen pocos estudios confiables de la prevalencia de glaucoma, sin
embargo, segun el estudio de financiamiento de la atencion a la salud de la
poblacién de la tercera edad, se refiere que el glaucoma en México esta entre las
primeras 10 causas de consulta y de morbilidad en los pacientes mayores de 60
afos de edad. Desgraciadamente en el caso de México no se cuenta con una cifra
estimada de pacientes con Glaucoma, los estudios realizados han sido limitados a

pocos centros y no han determinado una prevalencia de la enfermedad, sin



embargo, tampoco se ha reportado una evolucion de la enfermedad diferentes
respecto a la de otras razas como a asiatica y la negra por lo que se estima que la
prevalencia no difiere en gran medida de la reportada por los organismos maximos

de salud en el mundo. 7

CLASIFICACION

Es necesario al hablar de Glaucoma definir el grupo de enfermedades que

se integran en este diagndstico:

1. Hipertension ocular: Presion intraocular por arriba de los 21 mmHg,
sin presencia de dafio glaucomatoso en la cabeza del nervio éptico,
con presencia de &ngulo camerular abierto corroborado por
gonioscopia y ausencia de cualquier padecimiento ocular que pueda
incrementar la presién intraocular

2. Glaucoma de tensién normal: Presion intraocular por debajo de
21mmHg que presente dafio glaucomatoso del disco optico, ya sea
una excavacion anormal mayor del 0.5 o una asimetria entre los
discos Opticos de ambos ojos mayor de 0.2, en ausencia de otra
patologia ocular.

3. Glaucoma de angulo abierto: Presion intraocular por arriba de
21mmHg con dafio glaucomatoso al nervio 6ptico y apariencia del
angulo camerular abierto corroborado por gonioscopia.

4, Glaucoma de angulo cerrado: Presion intraocular por arriba de
21mmHg con dafio glaucomatoso a la cabeza del nervio éptico, con
angulo camerular parcial o totalmente cerrado, o evidencias de
goniosinequias, evidencia objetiva de episodios de cierre de angular

(atrofia del iris, pupila irregular, midriasis no reactiva) y sin signos de

10



cierre secundario del angulo (uveitis, cristalino intumescente o
dislocado, microesferofaquia, etc.)

5. Glaucoma Neovascular: Presion intraocular por arriba de 21mmHg,
la cual se debe al cierre del angulo camerular por sinéquias mediante
la contraccién de tejido fibrovascular, el cual se puede deber a
diferentes causas como obstruccion de la vena central de la retina,
pacientes diabéticos de larga evolucion, tumores intraoculares, etc.

6. Glaucoma secundario afaquico/pseudofaquico: aquellos pacientes
que presenten presion intraocular por arriba de 21mmHg, que no
tengan diagnostico de glaucoma previo a su cirugia de catarata y/o

gue tengan dafio glaucomatoso a la cabeza del nervio éptico.

DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD (DMAE)

Es la causa méas comun de discapacidad visual irreversible en mayores de 60 afos
en los paises industrializados. En el afio 2000, se estim6 que mas de nueve millones
de personas tenian DMAE en los Estados Unidos. Se predice que su prevalencia

se duplicara para 2020. 181°

Se clasifica en dos formas principales: No neovascular (también conocida como
"seca" 0 "no-oxidativa") y neovascular (también conocida como "humeda" o

"exudativa"). 2°

La caracteristica clinica de la DMAE no neovascular es la drusa, que es un depadsito
amarillento a nivel del epitelio pigmentario de la retina (EPR), que se encuentra justo
debajo de la retina neurosensorial. También se puede ver hiperpigmentacion y

atrofia del EPR focal. La "atrofia geografica" es el estadio avanzado de la DMAE no

11



neovascular, donde las areas de atrofia se vuelven confluentes y causan pérdida
visual. La DMAE neovascular es también una manifestacién avanzada de la DMAE,
caracterizada por neovascularizacion coroidea (NVC): vasos sanguineos anormales
gue generalmente surgen en la coriocapilar y que a menudo invaden el espacio

subretiniano.?!

Solo alrededor del 10% de los pacientes con DMAE tienen la forma neovascular, sin
embargo, causa el 90% de la ceguera relacionada con la DMAE. El reciente
desarrollo de agentes anti factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ha
revolucionado la terapia para esta afeccion y ahora se puede evitar la pérdida de la
visibn en mas del 90% de los pacientes con DMRE neovascular, con
aproximadamente un tercio de los pacientes experimentando mejoras significativas

en la agudeza visual. %

MICRORNAS
Los microRNAs (miRNAs) son una nueva clase de pequeiios RNAs (18-25
nucleotidos) de una sola cadena no codificante, implicados en la post-transcripcion
reguladora de la expresion génica. Estan involucrados en casi todos los procesos
biolégicos como proliferacion, desarrollo, apoptosis, inflamacion y su expresién es
altamente regulada por enzimas 0 mecanismo epigénicos. Tienen una distribucion
especifica en los tejidos y se ha encontrado su proliferacion en enfermedades
cronicas. Se encuentran en todos los fluidos biolégicos humanos como el plasma 'y
la sangre periférica. Pueden ser medidos por diferentes métodos, los mas utilizados

son Chip de ADN y PCR cuantitativa.?®

12



Recientemente se comienzan a estudiar biomarcadores tipo microRNA en el estudio
de patologias cronicas, cancer, infecciones y degenerativas. En el caso de la
enfermedad de Alzheimer se han establecido puntualmente el rol de marcadores
como MiR-9, MiR-155 y el MiR-34 como involucrados en la fisiopatologia de la

neurodegeneracion. Estos marcadores pueden ser medidos en sangre periférica.

CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢Los microRNAs relacionados a enfermedad de Alzheimer muestran un perfil de

expresion en sangre periférica en pacientes con degeneracion macular y glaucoma?

CAPITULO 3
JUSTIFICACION

La importancia del estudio de los microRNAs ya conocidos e involucrados en
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer es que pueden servir como
biomarcadores para otras enfermedades neurodegenerativas oftalmolégicas como
la DMAE y el Glaucoma. Su estudio cobra importancia desde el punto de vista
diagndstico y terapéutico. Si se puede identificar un perfil de expresion en sangre
periférica sera posible establecer diagnosticos tempranos sin necesidad de estudios
invasivos como resonancia magneética, tomografia o punciones lumbares. Desde el
punto de vista terapéutico, en otras areas como la oncologia se han dirigido
actualmente farmacos capaces de modular la expresion de microRNAs modificando

el curso natural de la enfermedad, por lo que es factible en los casos de
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oftalmopatias degenerativas considerar la modificaciébn genética como alternativa

terapéutica.

HIPOTESIS

Los microRNAS relacionados a Alzheimer muestran un perfil de expresion en

sangre periférica de pacientes con Glaucoma y degeneracion macular.

CAPITULO 4
OBJETIVO GENERAL
Determinar el perfil de expresién de microRNAs en sangre periférica en pacientes

con DMAE y Glaucoma

CAPITULO 5
OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Medir en sangre periférica los niveles de microRNAs relacionados con Alzheimer
en pacientes con DMAE y Glaucoma
-Comparar los niveles de expresion de microRNAs en sangre periférica entre

pacientes con DMAE, Glaucoma y Sanos.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 DISENO Y TAXONOMIA DEL ESTUDIO
DISENO: Estudio Observacional

TAXONOMIA: Estudio longitudinal, comparativo.

6.2 UNIVERSO DEL ESTUDIO
Se incluiran pacientes con diagnostico de Alzheimer, DMAE, Glaucoma y sanos.
6.3 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL
LUGAR DE REALIZACION: Hospital Civil de Culiacan
PERIODO: Marzo de 2017 al Marzo de 2019.
6.4 CRITERIOS DE INCLUSION
Se incluyeron pacientes con diagndstico de DMAE, Glaucoma y sanos sin
enfermedades metabdlicas. Mayores de 18 afios. Sin importar género.
6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION
Enfermedad metabdlica como Diabetes Mellitus, Hipercolesterolemia, etc.
6.6 CRITERIOS DE ELIMINACION
Pacientes que resultaron con enfermedad metabodlica en el analisis de sangre
periférica.
6.7 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos categoricos se describieron con frecuencias y porcentajes, los numericos

con medias y desviacion estandar. Para analizar las diferencias entre los grupos

15



con variables categoricas se utilizé la prueba Chi-cuadrada y ANOVA de una via
para comparar las medias de las diferencias entre grupos. Los datos se analizaron

en SPSS v21. Un valor de p menor a .05 se considero estadisticamente significativo.

6.8 CALCULO DE MUESTRA
Se incluyeron todos los pacientes que cumplieron los criterios los criterios de

inclusion durante el periodo de Marzo de 2017 a Marzo de 2019.

6.9 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Captacién de Pacientes: Todos los pacientes que acudieron al Departamento

de Glaucoma y Retina del Servicio de Oftalmologia del Hospital Civil de Culiacan
para consulta de seguimiento.

Se les realizdé una exploracion oftalmolégica completa que incluyé Agudeza
visual mediante los optotipos de la cartilla de Snellen, exploracion
biomicroscopica, toma de presion intraocular con tonémetro de aplanaciéon de
Goldmann.

Recoleccién de datos: Se obtuvieron del expediente clinico los datos

demograficos: Género y edad; asi como los datos clinicos pertinentes:
comorbilidades, antecedentes oftalmolégicos, signos y sintomas visuales y
registro de hallazgos en la exploracion oftalmologica. Se llené cuestionario de
enfermedades metabdlicas o sistémicas.

Datos de gabinete: Se realizé Quimica sanguinea y Biometria hematica.

Primera Fase: Se determing si el paciente cumplia con los criterios de inclusion

y si contaba con diagnostico establecido de Glaucoma o DMAE.

16



Segunda Fase: Se realizdé toma de muestra de sangre periférica.

Analisis de los datos:

Una vez recolectados los datos demograficos, clinicos y de gabinete se procedio
al vaciamiento de los mismos en una base de datos del programa SPSS V21

para su organizacion, codificacion y analisis estadistico propuesto.

Reporte y redacciéon de los resultados:

Una vez concluido el analisis estadistico de los datos, se procedi6 a la
interpretacion critica de los resultados y posteriormente a la redaccion de la tesis

con los resultados obtenidos.

Diagrama:

Historia clinica y
Paciente de 1ra. Vez |——> exploracion —>
biomicroscépica

Diagnéstico de
Glaucoma, DMRE

v

Interpretacion de
resultados

Analisis descriptivo de
las variables

Cuantificacién de
microRNA
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6.10 DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

VARIABLE INDICADORES CLASIFICACION | ESCALA DE | OPERALIZACION DE LAS
MEDICION VARIABLES
Sexo Caracteres Categodrica Nominal Femenino
sexuales primarios (Dicotémica) Masculino
Edad Afos de vida | Cuantitativa Continua 0 a 100 afios
cumplidos
microRNA ARN monocatenario | Cuantitativa Continua Copias/microlitro (L)
en sangre periférica
DMAE Degeneracion y | Categorica Dicotomica Humeda
Seca
atrofia  de retina
central
Glaucoma Dafio al nervio | Categorica Dicotomica Angulo cerrado
Angulo abierto
optico

6.11 ESTANDARIZACION DE INSTRUMENTOS DE MEDICION

Biomicroscopia: Lampara de hendidura marca Haag Streit o Topcon.

Toma de PIO: Tonémetro de Aplanacion de Goldmann

Equipo: Se uso para cuantificacion de microRNAs el termicoclador RT-PCR.

StepOnePlus. Applied Biosystems™

18




6.12 DESCRIPCION GENERAL DE LOS PROCEDIMIENTOS
Se realiz6 identificacion de pacientes con diagnéstico de Degeneraciébn macular
asociada a la edad o Glaucoma en los departamentos de retina, posterior a
evaluacion oftalmolégica completa se procedié a la toma de 1 ml de sangre
periférica, previo llenado y explicacion del consentimiento informado, se realizé
almacenamiento en cadena de frio y transporte de muestras al laboratorio de
Genética y Biologia molecular de enfermedades neurodegenerativas de la
Universidad Autdnoma de Sinaloa para el analisis para cuantificacion de niveles de
microRNAs mediante técnica de RT PCR (Reverse Transcription Polymerase chain
reaction, por sus siglas en ingles). Se mantuvo en todo momento la red de frio para
transportacion de las muestras. Se credé base de datos para la organizacion,

codificacion y andlisis estadistico propuesto.
ESQUEMA DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Purificacion de miRNAs totales. La purificacion de miRNAs se realizé utilizando
el kit de Qiagen miRNeasy-serum/plasma (catalogo217184), cuyo principio combina
la lisis de las muestras mediante fenol/guanidina (extraccion organica) y la
purificacion del miRNA total mediante una membrana de silica. La extraccién de
mMiRNAs totales se realiz6 a partir de 100-200 uL de plasma de cada individuo. Se
procedio segun las instrucciones del fabricante.

Retro-transcripcion (RT), Sintesis de cDNA. Los miRNAs totales purificados
fueron convertidos a cDNA mediante el kit miScript de Qiagen (catalogo218161).
Debido a que los miRNAs maduros no estan poli-adenilados y a que el tamafio

molecular es de 21-25 nt, el sistema miScript en el mismo proceso realiza una
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reaccion de poli-adenilacion previo a la reaccion de RT (Figura 2). Es entonces
cuando en la RT se utiliza un oligonucle6tido poli-dT unido a un Tag universal, como
iniciador de la reaccion. En la reaccion de PCR este oligonucledétido fue el primer
Universal. La reaccion de RT se realizé en un volumen final de 20 L, el cual
contenia: 500-1000 ng miRNA total, Buffer miScript HiSpec 1X, miScript Nucleics
mix 1X y miScript Reverse Transcriptase Mix 1X (contiene el oligo-dT-Tag). La
reaccion fue incubada a 37 °C por 60 minutos. La retro-transcriptasa fue inactivada

incubando la reaccion a 95 °C por 5 minutos.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)-tiempo real. Los miRNAs
especificos fueron cuantificados mediante PCR tiempo real, utilizando el kit
comercial Qiagen miScript SYBR Green PCR (catalogo218073). La reaccion se
realizé en un volumen final de 20 L, con los siguientes componentes: 50 pg-3 ng
de cDNA, SYBR Green PCR Master Mix 1X (contiene HotStarTag DNA polimerasa
y el buffer correspondiente), miScript Primer Universal 0.5X (primer anti-sentido) y
miScript primer assay 0.5X (primer sentido, especifico para cada miRNA). Como
controles constitutivos se evaluaron los RNAs pequefios nucleolares 61 y 68
(Hs_SNORD61 11y Hs SNORD68_11). En paralelo a las reacciones de PCR con
el cDNA de las muestras de pacientes, se realiz6 una curva estandar con cDNA

obtenido a partir de miRNA sintético para cada molécula en estudio.

La reaccion fue corrida en el termociclador tiempo real StepOne de Applied
Biosystems, en las siguientes condiciones: 1 ciclo inicial a 95°C por 15 min; 40 ciclos
de: 94 °C por 15 s, 55 °C por 30 sy 70 °C por 30 s. Cada reaccion fue montada por

triplicado.

20



CAPITULO 7
ASPECTOS ETICOS

Numero de registro de investigacion: 0312

El protocolo se sometidé a evaluacién por parte del Comité de Investigacion del
CIDOCS y el Comit¢é de Etica de la Facultad de Medicina de la UAS
(CONBIOETICA-25-CEI-003-20181012), con nimero de registro CEI-FM-PI-2018-
003. se recabaron en todos los casos la firma de consentimiento informado. La
investigaciéon corresponde a una investigacion con riesgo minimo para el
paciente, segun el articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud de nuestro pais (CAPITULO I/ TITULO SEGUNDO: De

los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos).

CAPITULO 8

RECURSOS Y FINANCIAMIENTO

Recursos Humanos:
« Meédicos Adscritos.
« Residentes del servicio de Oftalmologia.

« Quimicos de laboratorio

Recursos materiales:

. Pago de consulta primera vez: $150 pesos

21



. Pago de consulta de Retina y Glaucoma: $150 pesos (Ya eran
subsecuentes)
. Estudio de QS y BH Sin Costo para el paciente
. RT-PCR: Sin costo para el paciente
. Para anotacion consumibles de papeleria, computadora, impresora,
paquete estadistico.
Infraestructura:
Instalaciones del servicio de Oftalmologia de HCC-CIDOCS
. Lampara de hendidura marca Haag Streit o Topcon.
. Lupas de 90D y de 78D Volk

« Equipo Termociclador para RT PCR. StepOnePlus. Applied Biosystems™

22



CAPITULO 9

RESULTADOS
Se incluyeron para este estudio piloto 55 pacientes distribuidos en cuatro grupos:
10 (18.18%) pacientes con la enfermedad de Alzheimer, 20 (36.36%) pacientes con
Glaucoma, 5 (9.09%) pacientes con Degeneracién macular relacionada a la edad y
20 (36.36%) individuos control sanos .

En cuanto al género 30 (54.54%)mujeres y 25 (45.45%) hombres.

Alzheime
Controles Glaucoma r

(n) 20 20 0 | 5 |
EDAD (Afios) 57+11 65 +13 68 +£10 67+11
Género (M/F) (9/11) (8/12) (3/9) 2/3
Tabla 1. Datos demogréaficos

De los microRNAs estudiados y analizados se encontrd sobreexpresado el miR155

3 veces mas en el grupo Glaucoma. Es decir, una regulacién a la alta.

miR155
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Gréfica 1. miR155. Regulacién positiva.
Sobreexpresado 3 veces mas en pacientes con Glaucoma,
similar en pacientes con Alzheimer comparado con controles.
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El miR483 se encontré sobreexpresado 2 veces mas en el grupo Glaucoma, similar

en pacientes con Alzheimer comparado con controles.
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Gréfica 2. miR483. Regulacion positiva.
Sobreexpresado 2 veces mas en Glaucoma, similar en pacientes con Alzheimer comparado
con controles
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Grafica 3. miR9. Se encontr6 regulacion negativa.
El grupo de DMRE con una expresion 50% menor que el grupo control
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CAPITULO 10
DISCUSION
Actualmente se esta estudiando el papel particular de distintos microRNAs. Chen 'y
cols encontraron biomarcadores retinianos en pacientes con degeneracion macular
asociada a la edad que incluyen drusas, pseudodrusas, atrofia macular y depdsitos
subepitelio pigmentado de la retina que se correlacionan con la agudeza visual y
sugieren la necesidad de buscar en estos pacientes indicadores genéticos que
tengan relacionan con neurodegeneracion.?* Esto es respaldado por la teoria de
que la retina y el nervio 6ptico son extensiones directas del sistema nervioso central,
por lo que indicadores genéticos que han sido encontrados en el cerebro de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer podrian también

encontrarse a nivel ocular y en sangre periférica.

Alexandrov estudi6 un grupo de 6 microRNAs asociados con neurodegeneracién en
plasma de pacientes con enfermedad degenerativa y encontré desregulaciones en
miR502, miR103, miR301, miR142, miR200, ninguno de ellos similar a los
estudiados en el presente trabajo?®. Abriendo un area de interés importante ya que
demostré que en sangre periférica también hay niveles suficientes y que pueden ser
medidos con técnicas especiales como PCR, esta busqueda dirigida en muestras
de sangre y no en biopsias del sistema nervioso central se postulan para comenzar
a investigar pruebas serolégicas como marcadores genéticos preestablecidos que
permitan diagndsticos tempranos y menos invasivos, asi como la disminucion del

coste de estudios como resonancia magnética nuclear para la evaluacion de un
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dafio ya establecido en la sustancia blanca y gris de pacientes con

neurodegeneracion.

Sin embargo, acorde a los resultados obtenidos con el panel de microRNAs
incluidos en nuestro trabajo Romano y cols en 2017 describieron la desregulacion
a la alta del miR9, sin embargo en modelo animal, también reportan otros
microRNAs como miR23, miR27, miR34, miR126 y miR146 que en el presente
trabajo no se incluyeron. Romano encontré6 de manera similar que en el presente
trabajo varias desregulaciones puntuales, sin embargo, fueron en modelos animales
y experimentales?®, por lo que es necesario estudiar microRNAs similares en
pacientes con oftalmopatias relacionadas a neurodegeneracién como glaucoma y
degeneracion macular asociada a la edad, asi como comparar estos resultados con
pacientes que se consideran sanos y observar las discrepancias de los niveles
encontrados en sangre periférica. Sin embargo es necesaria la generacion de
conocimiento basico que en el futura se podra ampliar y servirh como camino para

nuevas series y trabajos.

Al momento no se conocen exactamente las vias involucradas o la actividad
especifica que produce una regulacion a la alta o a la baja de alguno de la mayoria
de los microRNASs, la teoria apunta a que juegan un papel fundamental en factores
de apoptosis, factores neurotréficos y de sefalizacion celular, sin embargo debido
a que en las funciones neurales se involucran muchas vias al mismo tiempo es dificil
atribuir alguna desregulacién especifica a una actividad patoldgica en particular. Se

necesitan mas trabajos en el futuro para responder preguntas que surgen del
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estudio de estos fragmentos de DNA que sin duda estan involucrados en la

neurodegeneracion.

Las distintas series estudiadas, como las de Anderson y Berber indican que existen
muchos microRNAs involucrados en procesos de neurodegeneracion?’?829 para
términos de muestras de laboratorio resulta costosa la busqueda generalizada de
microRNAs, por lo que la busqueda intencionada de alteraciones ya conocidas en
Alzheimer es una excelente linea de investigacion para buscar estas mismas
alteraciones en particular en sangre periférica de pacientes con glaucoma y DMAE,
es decir, la enfermedad modelo de neurodegeneracion que es Alzheimer nos sirve
como guia o direccion de referencia para una busqueda dirigida de microRNAs en

pacientes con neurodegeneracion a nivel ocular.

Si bien existen distintas enfermedades neurodegenerativas se prefirio utilizar a la
enfermedad de Alzheimer por ser la enfermedad neurodegenerativa mas estudiada
y prevalente, Zhuang y Yan publicaron varios trabajos3%3! involucrando a los
microRNAs como elementos genéticos que deben estar involucrados desde el inicio
de la enfermedad y se postulan para una nueva terapia temprana, para fines de este
trabajo sirvi6 como piedra angular para estudiar esos mismos microRNAs ya
relacionados a neurodegeneracion cognitiva pero ahora en pacientes con
enfermedad retiniana degenerativa como degeneracién macular asociada a la edad

y procesos degenerativos del nervio 6ptico como el Glaucoma.
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Se seguira estudiando a los pacientes que presentaron alteraciones en el perfil de
expresion genético a nivel de los microRNAs, sobre todo a aquellos con alteraciones
puntuales, se les realizara estudio genético con distintos paneles de microRNAS,
asi como pruebas de campo visual, tomografia de coherencia éptica y evaluaciones
cognoscitivas para correlacionar cambios tempranos en las respuestas visual y
cognoscitivas con las alteraciones encontradas en sangre periférica, sin embargo

esos resultados no se incluyen para fines de este trabajo.

También con este trabajo se demuestra que los niveles seroldgicos de microRNAs
en pacientes con Glaucoma y Degeneracion macular si manifiestan un perfil de
expresion, similar en algunos casos al patron descrito para Alzheimer; y que esto
los hace candidatos potenciales para ser utilizados como biomarcadores de
diagndstico temprano de neurodegeneracion retiniana. La regulacién a la baja en
particular del mir9 comparados con los controles debe ser estudiada a profundidad,

ya que podria ser una deficiencia, lo que abre paso a una linea de tratamiento.

Se encontraron alteraciones también en pacientes sanos, en el caso del mir483, por
lo que a estos pacientes seran seguidos para buscar en el futuro la presentacién de
algun dato de enfermedad neurodegenerativa en sistema nervioso central o en
tejido retiniano o nervio Optico que por el momento no es evidente clinicamente o
perceptible en estudios diagndsticos especializados como la tomografia de

coherencia optica o los campos visuales.
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CAPITULO 11

CONCLUSION
Los resultados preliminares observados en este estudio, pueden sugerir que los
microRNAs miR9, miR155 y miR483 muestran niveles en sangre periféricas que
pueden ser medidos de manera repetible y confiable, esto abre paso a una nueva
ruta de diagndéstico temprano y posible tratamiento; y asi las biopsias postmortem
de sistema nervioso central, los estudios costosos como la resonancia magnética
dejan de ser la Unica forma de estudiar y abordar a la neurodegeneracion dentro y

fuera del sistema nervioso central.

La sangre venosa periférica fue una ruta confiable de investigacion de microRNAs,
ya que es minimamente invasiva comparada con otras rutas clasicas de diagndstico
como la puncion lumbar. Se pueden obtener muestras seroldgicas que con una red
de frio convencional son facilmente transportables y que, con el equipo adecuado,
en este caso RT-PCR, se pueden evaluar de forma segura y repetible con

volimenes muy pequefios.

Nuestros resultados indicaron que la cuantificacion de microRNAs con PCR-tiempo
real es posible y es capaz de determinar los niveles plasméaticos para establecer
perfiles de expresién. El impacto de estos perfiles debe ser estudiada para

determinar su papel especifico en la cadena de neurodegeneracion.
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No se presentd ningun efecto adverso en la toma de sangre venosa periférica a
pesar de ser pacientes afiosos o con dificil interaccion, por lo que se considera una
toma de muestra segura, ni dificultad alguna en el almacenamiento de las muestras

en laboratorio ya que no se presentaron pérdidas de muestras obtenidas.

Los microRNAs incluidos en el analisis de este trabajo, miR9, miR483 y miR155,
son potenciales biomarcadores de desregulacion genética y abren el camino para
la busqueda de opciones terapéuticas que impacten en la evolucién de la

neurodegeneracion.

Se sugieren nuevos estudios con mayor niumero de pacientes, diferentes técnicas
de medicién y mayor seguimiento, aunque la mayoria de los reportes al momento
incluyen una muestra pequeia debido al a dificultad de excluir otras enfermedades
metabolicas que modifican las mediciones de microRNAs y el coste elevado del

equipo para el estudio genético.
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CAPITULO 13. ANEXOS

#{3%  UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
S FACULTAD DE MEDICINA-CIDOCS
=7

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA:
Uso de informacion personal y clinica, medicion antropométrica y toma de muestra de
sangre

Estimado(a) Sefior/Sefiora: No
registro:

Introduccion/Objetivo:

El laboratorio de neurociencias del Centro de Investigacion Aplicada a la Salud Publica
(CIASaP) de la Facultad de Medicina y el Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias
de la Salud (CIDOCS), ambos pertenecientes a la Universidad Autonoma de Sinaloa, realizan
en colaboracion el proyecto: “Caracterizacion de biomarcadores para Alzheimer en
oftalmopatias mds comunes en México: Glaucoma y DMRE”. E| objetivo del estudio es
caracterizar biomarcadores para Alzheimer (como microRNAS, variantes genéticas
polimorfismos, proteinas y otros metabolitos/analitos), presentes en torrente sanguineo en
pacientes con glaucoma y degeneracion macular relacionada a la edad (DMRE).

Procedimientos:

Si usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:

e Proporcionara informacion personal y clinica, a través de una encuesta. La encuesta
consistira de la siguientes secciones: datos generales, antropometria (resultados de
evaluacion), habitos alimenticios, quimica sanguinea (resultados del analisis de una
muestra de sangre), actividad fisica, consumo de tabaco, consumo de alcohol, nivel
socioecondmico, antecedentes patoldgicos y antecedentes heredo-familiares.

e Se le realizardn mediciones antropométricas con un estadimetro (talla), cinta métrica
(circunferencias) y equipo de impedancia eléctrica (para medir %grasa, masa
muscular, IMC entre otras); procedimientos que no comprometen su estado de salud
y que ayudaran a entender mejor su estado antropométrico con fines de investigacion.

e Proporcionard una muestra de sangre periférica (15 mL aproximadamente),
distribuida en dos tubos (uno para obtener suero y otro tubo para obtener un paquete
celular para obtencion de ADN genomico (y plasma). Dicha muestra formara parte
de un banco de sueros/plasma y ADN gendmico de pacientes; el cual sera utilizado
para determinar niveles de microRNAsS, polimorfismos para
Alzheimer/glaucoma/diabetessDMRE y proteinas biomarcadores de estas
enfermedades. Asi mismo, el banco antes mencionado sera utilizado en este proyecto
de investigacion, realizado en el laboratorio de neurociencias del Centro de
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Investigacion Aplicada a la Salud Publica (CIASaP) de la Facultad de Medicina y el
Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS), ambos
pertenecientes a la Universidad Auténoma de Sinaloa. Esto no representa un riesgo
adicional para su salud. En el futuro, este estudio podria ayudar a identificar posibles
blancos terapéuticos para prevenir o mejorar la calidad de vida de pacientes con
Alzheimer/glaucoma/diabetes/DMRE.

Beneficios: Con su participacion en esta investigacion se le proporcionardn resultados del
analisis antropométrico y de quimica sanguinea. Asi mismo, contribuiré con los
investigadores responsables en la generacion de conocimiento en la bdsqueda de
biomarcadores para el pronostico, diagnostico y posible tratamiento de las patologias antes
mencionadas.

Confidencialidad: Toda la informacion que proporcione para el estudio serd de carécter
estrictamente confidencial, serd utilizada Unicamente por el equipo de investigacion del
proyecto y no estara disponible para ningun otro propdsito. Quedara identificado(a) con un
nimero y no con su nombre. Los resultados de este estudio seran publicados con fines
cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser identificado(a).

Riesqos Potenciales/Compensacién: Los riesgos potenciales que implican su participacion
en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas le hiciera sentir un poco incomodo(a),
tiene el derecho de no responderla. En la toma de muestra de sangre, puede haber un riesgo
minimo como un pequefio moretdn y/o pequefio dolor en el momento de la toma. Se le hace
notificar que el material que se utilizara es nuevo y desechable. Usted no recibird ningun
pago por participar en el estudio, y tampoco implicara algun costo para usted.

Participacion _Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacion
del mismo en cualquier momento. Su decisidn de participar o de no participar no afectara de
ninguna manera la forma en como le tratan al acudir a su atencion medica.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario 0 preocupacion con
respecto al proyecto, por favor comuniquese con el/la investigador/a responsable del
proyecto: Dra. Carla Ernestina Angulo Rojo, al siguiente nimero de teléfono 6671 88 81 . Si
usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que le
pedimos sea tan amable de firmar.
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CONSENTIMIENTO PARA SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre del participante:

No. Registro: Fecha: / / Firma*:

*En caso de incapacidad para firmar, firma del tutor o familiar.

Nombre Completo del Testigo 1:

Direccion

Fecha: / /___Relacion con el participante Firma:

Nombre Completo del Testigo 2:

Direccion

Fecha: / /___Relacion con el participante Firma:

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha: / /___Relacion con el participante Firma:
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