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Busqueda de biomarcadores serolégicos proteémicos para el diagnéstico de glaucoma primario de angulo abierto.

1. SINOPSIS

El glaucoma primario de angulo abierto es una neuropatia 6ptica progresiva multifactorial,
y es una de las principales causas de ceguera irreversible en el mundo. El diagnostico

oportuno es fundamental para reducir la progresion a ceguera.

La busqueda de biomarcadores moleculares para diagnéstico de glaucoma es un area de
investigacion emergente. El estudio y comparacién del proteoma en diferentes
situaciones fisioldgicas y patoldgicas permite tener una imagen dinamica de las proteinas
expresadas en un momento dado y de esta manera identificar aquellas cuya presencia se
correlaciona con determinados estadios patolégicos. De esta manera es posible identificar
proteinas para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, asi como la identificacion
de potenciales biomarcadores para diagnosticar la enfermedad o pronosticar la evolucion

de la misma.

Aun con los conocimientos actuales sobre la fisiopatologia involucrada en el desarrollo de
glaucoma, no se han determinado y validado las moléculas capaces de funcionar como un

biomarcador.
El presente es un estudio prospectivo, transversal, descriptivo y analitico.

Este trabajo es un estudio piloto, que dara pie a multiples estudios posteriores, el objetivo
es realizar un analisis protedmico del suero en pacientes con glaucoma y compararlo con
controles sanos sin glaucoma, para identificar proteinas que puedan ser utilizadas como

biomarcadores para diagnéstico temprano.

Se realiz6 a los pacientes seleccionados exploracion oftalmoldgica completa, campimetria
estatica y tomografia de coherencia optica de fibras nerviosas. Los pacientes fueron
clasificados en sanos, sospechosos de glaucoma y con diagndstico confirmado de
glaucoma. Se realizé toma de muestras, las cuales han iniciado su procesamiento, se
cuantificaron proteinas. Posteriormente se realizara el analisis protedmico, usando las
técnicas de electroforesis en geles de dos dimensiones y espectrometria de masas. Los
perfiles protedmicos obtenidos se analizaran con el fin de detectar un patrén de expresion

diferencial en los pacientes con diagndstico de glaucoma.

La concentracion de proteinas séricas no tiene correlacién con el diagnéstico, estamos en
espera de resultados del andlisis protedmico para conocer el perfil de expresion protéico

de cada paciente.
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2. MARCO TEORICO

El glaucoma primario de angulo abierto es una neuropatia éptica progresiva que se
caracteriza por la muerte de las células ganglionares de la retina y sus axones que forman
el nervio optico. La consecuencia funcional es el deterioro progresivo del campo visual,
que generalmente empieza en la periferia media superior y puede progresar a una vision
tubular y ceguera en casos avanzados. Es una enfermedad poligénica y compleja desde
el punto de vista genético, en cuyo origen intervienen multiples factores y cambios
epigenéticos. '

El aumento de la presién intraocular (PIO) es el principal factor de riesgo y uno de
los mecanismos fisiopatogénicos mas estudiados;>* resulta del incremento de la
resistencia al flujo de salida del humor acuoso a través del trabéculo, por cambios
ultraestructurales en la matriz extracelular de la red trabecular.*® Otros factores de riesgo
también descritos son la edad avanzada, la raza, el antecedente familiar de glaucoma, la

miopia, grosor corneal central disminuido y la disminucién de la presién de perfusion.’

La fisiopatologia de la muerte de las células ganglionares aun no se conoce por
completo. De manera clasica existen dos teorias: la mecanica, en la cual se menciona
que el aumento de la presién intraocular ocasiona un dafio mecanico sobre la cabeza del
nervio 6ptico causando interrupcion del flujo axoplasmico a nivel de la lamina cribosa; el
bloqueo del transporte axonal disminuye el aporte de factores neurotroficos necesarios
para la vitalidad de las célula neuronal, como por ejemplo, el factor de crecimiento
derivado del cerebro. Esta deprivacion de neurotrofinas dispara una cascada de eventos
celulares que culminan en la apoptosis. "° La teoria vascular se basa en que existe una
disfuncién vascular a nivel de la microcirculacion de la cabeza del nervio 6ptico, lo que
ocasiona un dafio por hipoperfusion.'® El ambiente de hipoxia promueve la liberacion de
radicales libres, 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno que generan un ambiente de
estrés oxidativo que promueve la muerte celular."’ La degeneracion inicial de algunas
células ganglionares provoca un ambiente de toxicidad por la liberacion de glutamato
excitotdxico lo cual genera dafio celular secundario.’?

Los astrocitos son la principal célula glial de la cabeza del nervio O6ptico,
proporcionan el suporte tisular de los axones, estimulan la liberacion de factores
neurotroficos y antioxidantes y promueven la degradacién de los depdsitos extracelulares
anormales de proteinas. De manera normal los astrocitos permanecen es un estado
estable, pero pueden volverse reactivos en respuesta a una lesion o enfermedad vy
pueden exacerbar y propagar el dafo al tejido neural. Se ha propuesto que el aumento
de la presion intraocular puede promover la reactivacion anormal de la glia a nivel de la
lamina cribosa del nervio éptico. El papel que juegan los astrocitos en la degeneracion del
tejido circundante se cree ocurre mediante la liberacion de especies reactivas de oxigeno,
proteasas, citoquinas y acido nitrico.” La disfuncién del sistema inmunolégico también se
ha propuesto como uno de los mecanismos generadores del daino neurodegenerativo
secundario a la reactivacion glial. Una interaccién compleja de acontecimientos celulares
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incluyendo activacion/disfuncion glial, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo, y
disfuncién de la respuesta inmunoldgica, puede amplificar el proceso de dafio primario y
contribuir a la progresion de la neurodegeneracion. '

A pesar de todo el avance en el conocimiento de la fisiopatologia del dafio en
glaucoma, aun no se conoce por completo la serie de mecanismos moleculares, celulares
e intercelulares que van ocurriendo en cascada y terminan en la apoptosis de las células
ganglionares de la retina.

Pruebas Diagndsticas

El diagnéstico de glaucoma se establece con la evidencia del dafio estructural del nervio
Optico y la evaluacién de la funcién visual con el campo visual. Actualmente existen dos
modalidades de pruebas diagndsticas, las funcionales y las estructurales.' Las pruebas
funcionales consisten en el examen del campo visual, evaluan la integridad y la funcion de
la via visual desde la capa de células ganglionares en la retina hasta la corteza visual; la
perimetria automatica estandarizada es la prueba funcional aceptada en consenso para el
diagndstico y estadificacion del glaucoma.'” Las pruebas estructurales son estudios de
imagen que evalian de manera objetiva el disco 6ptico, la capa de fibras nerviosas y capa
de células ganglionares; realizan mediciones cuantitativas de estas estructuras. La
tomografia 6ptica coherente de dominio espectral es hoy en dia el estudio estructural mas
aceptado para el diagnéstico de glaucoma (SD-OCT). La evidencia del dafo estructural
midiendo la pérdida de la capa de fibras nerviosas peripapilar y la capa de células
ganglionares con SD-OCT actualmente se ha convertido en el estdndar de referencia para
el diagnéstico temprano de glaucoma.'®"

Biomarcadores moleculares en glaucoma

Un biomarcador molecular es un parametro que puede ser medido objetivamente y
evaluado como indicador de un proceso fisioldégico o patolégico y cuyos requisitos
fundamentales son una elevada especificidad y sensibilidad.®® Se han propuesto
diferentes tipos de biomarcadores moleculares de acuerdo a los mecanismos
fisiopatoldgicos del glaucoma:

1. Biomarcadores de estrés oxidativo: se han encontrado en tejidos oculares y en
sangre de pacientes con glaucoma, disminucién de las defensas antioxidantes (Acido
ascorbico, vitamina D, Vitamina A) e incremento de moléculas pro-oxidantes (superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa, oxido nitrico, 8-hidroxi-2deoxiguanosina,
malondialdeido). '
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2. Biomarcadores de inflamacién y mediadores inmunoldgicos. Se han reportado
diferentes alteraciones en los mediadores de la respuesta inflamatoria e inmunolégica en
sangre, humor acuoso y tejidos oculares de pacientes con glaucoma, lo que sugiere una
actividad anormal del sistema inmunolégico. Se han encontrado autoanticuerpos contra
antigenos de retina y nervio 6ptico en suero de pacientes con GPAA, asi como niveles
aumentados de factor de necrosis tumoral alfa, factor trasformador de crecimiento beta,
molécula de adhesion endotelial-1, interleucinas 1-alfa y 8 en humor acuoso de pacientes
con glaucoma. El analisis protedmico de retina en ojos de pacientes con glaucoma, ha
revelado expresién y regulacion diferencial de componentes del complemento. '

3. Biomarcadores de moléculas pro-apotéticas. La apoptosis es la via final comun
de muerte de las células ganglionares de la retina. Se han encontrado niveles elevados de
mediadores de la apoptosis como las Caspasas 2, 8, 9, 10, 14, Bax (proteina de
membrana mitocondrial reguladora de apoptosis), calcio, homocisteina, diadenosina vy
tetrafosfato en sangre de pacientes con glaucoma. '

Protedmica

El desarrollo de las ciencias gendémicas y las diferentes tecnologias con aplicacion
biolégica hacen posible el estudio de la informacion genética contenida en un organismo
en distintos niveles: el estructural, que describe la secuencia de los nucledtidos que
conforman un genoma; y el funcional, que analiza la expresion de los productos
funcionales del gen, el ARN mensajero (transcriptoma) y las proteinas (protedémica). La
protedmica es una rama de la gendmica que estudia los proteomas, es decir todas las
proteinas que se expresan a partir del genoma de un organismo. Es el estudio a gran
escala de las proteinas, de su estructura, su localizacion, su funcion, y la cuantificacion de
su expresién. % La descripcion del proteoma permite tener una imagen dinamica de todas
las proteinas expresadas en un momento dado y bajo determinadas condiciones
concretas de tiempo y ambiente; de esta forma, se pueden encontrar proteinas cuya
presencia o alteracién se correlaciona con determinados estadios patoldgicos, ampliar el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la enfermedad, asi como la
identificacion de potenciales biomarcadores con fines diagndsticos y/o prondsticos.??

Proteémica y glaucoma

Estudios recientes de glaucoma usando técnicas de analisis protedmico han dado como
resultado una lista de proteinas expresadas de forma diferencial en muestras de
pacientes con glaucoma y en modelos animales de glaucoma experimental. El analisis
global de la expresiéon de proteinas en glaucoma ha sido seguido por un analisis del
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proteoma de células especificas como células del trabéculo, células ganglionares de la
retina y astrocitos.*

Duan y colaboradores estudiaron el proteoma diferencial en muestras de humor
acuoso de 5 pacientes con GPAA que fueron sometidos a cirugia filtrante y lo compararon
con 5 controles pareados sin glaucoma que se operaron de catarata. Utilizaron el método
de Bradford para determinar la concentraciéon total de proteinas en humor acuoso y
analizaron el perfil de separacion por electroforesis en gel de dos dimensiones. Usaron
tincién de plata para evaluar las densidades de los spots y finalmente los péptidos fueron
aislados e identificados por espectrometria de masas. Las proteinas en las que se
observo incremento significativo en pacientes con glaucoma fueron Prostaglandina H2D-
isomerasa, precursor de caspasa 14, transferina, Cysteina C y Transtiretina. Los autores
concluyen que estas proteinas podrian ser potenciales biomarcadores para diagndstico de
GPAA. %

El objetivo de un biomarcador para diagndstico es ser obtenido mediante una
técnica no invasiva, por esto la muestra de humor acuso no es la ideal, pues implica una
intervencion quirdrgica con el riesgo potencial de complicaciones. La muestra de sangre
es facil de obtener y con riesgo minimo, por lo tanto es la ideal. Con las técnicas actuales
para depletar albumina e inmunoglobulinas que son las proteinas mas abundantes, el
hallazgo de proteinas en concentraciones proporcionalmente bajas es posible.

Tezel y colaboradores analizaron muestras serolégicas de pacientes con glaucoma
primario de angulo abierto, glaucoma de tension normal y glaucoma secundario a
pseudoexfoliacion, en busca de biomarcadores serolégicos. Mediante un analisis
mediante 2D-LC-MS/MS, identificaron 325 proteinas, de las cuales s6lo 22 estuvieron
presentes en las muestras de pacientes con glaucoma. Las proteinas identificadas
incluyeron mediadores inmunoldégicos y componentes de la sefalizacion de muerte
celular, los autores las proponen como potenciales biomarcadores. Debido a la evidencia
del involucro del sistema inmunolégico en el desarrollo del dafio glaucomatoso, también
realizaron un analisis inmunoprotedmico seroldégico de pacientes con glaucoma con el
objetivo de buscar anticuerpos contra antigenos especificos e identificaron una lista de
proteinas antigénicas como biomarcadores candidatos. De estos candidatos se
encuentran titulos elevados de forma significativa de 3 proteinas, AlF, CREB-bindidng
protein y ephrina. %

Gonzalez Iglesias y colaboradores realizaron un analisis proteémico serologico en
pacientes con glaucoma primario de &angulo abierto, glaucoma secundario a
pseudoexfoliacion y controles sanos, e identificaron 35 proteinas serolégicas con
expresion diferencial en los pacientes con glaucoma. Los autores proponen a 17 de ellas
como biomarcadores candidatos dentro de las que cabe sefialar la apolipoproteina A-I, el
complemento C3, y la serotransferrina.?’

Sin embargo estos estudios han sido realizados en pacientes bajo tratamiento
farmacoldgico glaucomatoso, y es conocido que esto puedo modificar el patrén de
expresion proteica diferencial.
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3. JUSTIFICACION

El glaucoma primario de angulo abierto es una de las principales causas de ceguera
irreversible en el mundo y tiene una prevalencia del 2 al 4 % en mayores de 40 afios.®*°
El hecho de que la pérdida visual producida por esta enfermedad es irreversible hace
necesaria la busqueda de métodos de deteccién precoz, asi como el desarrollo
biotecnoldgico de nuevas alternativas de tratamiento. En los ultimos afos se han volcado
los esfuerzos para desarrollar estudios y tecnologia que apunten a este proposito.

La busqueda de biomarcadores para el diagndstico de glaucoma es un area emergente
de oportunidad en investigacion. Con el avance hoy en dia de las técnicas de protedmica
como la espectrometria de masas y el desarrollo de la bioinformatica y descripcion del
proteoma humano, se estan identificando candidatos biomarcadores, sin embargo se
requiere de estudios adicionales, en diferentes grupos poblacionales, que incluyan
pacientes sin tratamiento, en diferentes estadios de la enfermedad, primordialmente en
etapas tempranas, para identificar biomarcadores y validarlos en una muestra
poblacional grande.?

La identificacion de las proteinas que intervienen en las diversas etapas de la enfermedad
en diferentes grupos poblacionales ayudara a comprender las bases moleculares y la
naturaleza de la patologia; de igual modo, estas proteinas identificadas pueden utilizarse
como biomarcadores de diagndstico o pronéstico de la enfermedad, y por otro lado hace
posible la identificacion de nuevos blancos terapéuticos para un mejor disefio de
farmacos.?

No existen estudios del proteoma serolégico en pacientes mexicanos con glaucoma, es
necesario el estudio del proteoma en diferentes grupos poblacionales, pues sabemos que
existen importantes diferencias raciales en la enfermedad.

4. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios experimentales recientes han logrado muchos avances en la compresion de
la neurodegeneracion glaucomatosa, sin embargo aun se desconocen los mecanismos
moleculares claves que inician y propagan la lesién neuronal en las células ganglionares
de la retina, asi como la interaccion entre las diferentes vias moleculares, y la contribucién
de cada una a la pérdida estructural y funcional.?*

Los métodos diagndsticos actuales en glaucoma tienen pobre sensibilidad y especificidad
en etapas tempranas vy estan disefados para detectar enfermedad cuando ya esta
presente un dafo anatémico o funcional que es irreversible. Los estudios de imagen
estructurales tienen la limitante de ser dependientes de operador, de requerir medios
transparentes y no son confiables en variantes anatémicas normales de la disposicién y
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tamafo del disco Optico como ocurre en pacientes con miopia 0 creciente escleral.
Ademas, la disponibilidad de los equipos es limitada por su alto costo y no estan
accesibles en todos los centros médicos de salud en la poblacion. Por otro lado, el
campo visual tiene la limitante de depender del desempefio y la cooperacion del paciente,
es un estudio que requiere una curva de aprendizaje y para ciertos grupos etarios puede
ser dificil de realizar."

El uso de biomarcadores obtenidos con un método no invasivo podria ser una alternativa
util para el diagnéstico temprano de glaucoma, sin embargo aun con los conocimientos
actuales sobre la fisiopatologia involucrada en el desarrollo de glaucoma, no se han
determinado y validado las moléculas capaces de funcionar como biomarcador.?*%'

5.- HIPOTESIS

El perfil de expresion proteica seroldgico en pacientes mexicanos con GPAA es diferente
que el de pacientes sanos y puede ser utilizado para la identificacién de biomarcadores

diagnésticos.

6.- OBJETIVO GENERAL

e Realizar un analisis protedmico del suero de pacientes mexicanos con GPAA
temprano y compararlo con controles sanos sin glaucoma.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar el perfil de expresién proteico serolégico de pacientes mexicanos con
GPAA

e Identificar posibles biomarcadores serolégicos protedmicos en pacientes con
diagnéstico de GPAA para el desarrollo de una prueba diagndstica

7.- METODOLOGIA

7.1.- Disefio del estudio: Prospectivo, transversal, descriptivo y analitico
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7.2.- Descripcion del universo de trabajo: Pacientes mexicanos mayores de 40
afos, con diagndstico de glaucoma primario de angulo abierto, asi como controles
sanos sin glaucoma

7.3.- Criterios de inclusion:

Casos:

oakwh

7.

Pacientes mexicanos con por lo menos dos generaciones de familiares nacidos
en México.

Mayores de 40 afios.

De sexo masculino o femenino.

Con capacidad visual igual o mejor de 20/40.

Con un error refractivo de +5.00 a -5.00 de equivalente esférico

Con diagnéstico de glaucoma primario de angulo abierto definido por:
i. Dafio estructural glaucomatoso caracteristico del nervio dptico.
ii. Con disminucion de la capa de fibras nerviosas y capa de
células ganglionares medida con tomografia de coherencia
Optica de dominio espectral.
iii. Con dafio campimetrico caracteristico de glaucoma.
Sin otra patologia ocular.

Controles:

ok wbd

~N

Pacientes mexicanos con al menos dos generaciones de familiares nacidos en
México.

Mayores de 40 afos.

De sexo masculino o femenino.

Con capacidad visual igual o0 mejor a 20/40 en ambos 0jos.

Con un error refractivo de +5.00 a -5.00 de equivalente esférico

Con la presion intraocular normal en al menos dos tomas con diferencia de 24
horas.

Con el disco 6ptico a la exploracion oftalmoldgica de caracteristicas normales.
Con capa de fibras nerviosas normal en todos los sectores medidas por
tomografia de coherencia 6ptica.

Con campos visuales sin alteraciones con la perimetria automatica
estandarizada.

10. Sin patologia ocular, a excepcion de catarata incipiente.
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7.4 .- Criterios de eliminacién

BN

Pacientes que no asistan a los estudios del abordaje diagndstico.

2. Pacientes que no deseen participar en el estudio.

3. Pacientes que no firmen el consentimiento informado para la toma de muestra
de sangre.

7.5.-Criterios de exclusion:

Tratamiento médico farmacoldgico con hipotensores oculares.

Tratamiento médico oftalmoldgico o sistémico.

Antecedente personal de Diabetes Mellitus.

Alguna otra patologia ocular que pudiera afectar el perfil proteémico o la
capacidad de realizar los estudios.

howb=

7.6.- Tamano de muestra:

20 Casos incidentes de GPAA con dano leve y 20 Controles sanos sin patologia
ocular ni sistémica.

Se aceptaran, por tratarse de estudio piloto, a pacientes con diagndstico final de
“sospecha de glaucoma”, con el fin de estudiar sus caracteristicas protedmicas.

7.7.- Metodologia y descripcién de procedimientos

Se cumpliran los lineamientos de la Declaracién de Helsinki, obteniendo consentimiento informado
de todos los casos y controles, tras explicar apropiadamente las posibles complicaciones de la

toma de muestra.

Fases del estudio
A) Seleccion y estudio de los pacientes para realizar el analisis proteémico

20 casos incidentes de GPAA y 20 controles sanos pareados por edad y género

Se seleccionaran 20 pacientes del servicio de glaucoma del Instituto Nacional de Rehabilitacién, a

los que se les integre el diagnostico de glaucoma primario de angulo abierto y cumplan con los
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criterios de inclusién, se les invitara a participar en el estudio, se recolectaran sus muestras

serolégicas previo consentimiento informado y se les indicara tratamiento hipotensor

farmacoldgico.

Los casos de glaucoma seran pareados en género y edad con pacientes sanos sin glaucoma.

Procedimientos

1. Reclutamiento de pacientes: Se realizara una campafa de deteccién oportuna de glaucoma,
invitando a la poblacion asintomatica a realizarse una revision oftalmoldgica y se realizara una
convocatoria en centros de salud para acudir a la campafia de deteccion oportuna.

2. Revision oftalmolégica: A los participantes reclutados se les realizara una historia clinica y

revision oftalmoldgica completa
HISTORIA CLINICA. Se realizara una historia clinica detallada

a.

i)

i)

ii)

iv)

vi)

vii)

Ficha de identificacion: Se tomaran los datos de identificacion: Nombre, edad,
geénero, lugar de nacimiento y lugar de residencia

Anamnesis: Se realizara un interrogatorio dirigido y especifico para identificar los
factores de riesgo para glaucoma, asi como la presencia de otras patologias.
Antecedentes heredo-familiares: Se identificara en el paciente la presencia de
antecedentes familiares con glaucoma directos o indirectos de primera y segunda
generacion

Antecedentes personales patoldgicos: Se preguntara sobre los antecedentes
patolégicos personales y especificamente sobre enfermedades crénico-
degenerativas: diabetes, hipertension arterial sistémica, migrafia.

Antecedentes oftalmoldgicos: Se preguntara sobre los antecedentes generales de
patologia oftalmoldgica y especificamente cirugias intraoculares previas, uso de
colirios, esteroides tépicos o sistémicos y trauma ocular.

Uso de medicacion tépica o sistémica: Se preguntara sobre el uso de medicacion
tépica ocular y/o sistémica en curso.

Padecimiento actual: Se preguntara el motivo de consulta y la sintomatologia del
paciente; especificamente se interrogara sobre sintomas como disminucion de la
visién, cuadros de dolor ocular, cefalea, percepcion de colores alrededor de las

fuentes de luz y restriccion subjetiva del campo visual.

EXPLORACION OFTALMOLOGICA

i)

i)

Agudeza visual/ Capacidad visual: Se efectuara la medicién de la agudeza visual
de ambos ojos con la cartilla de Snellen y se realizara refraccion utilizando el
autorrefracto-queratémetro.

Biomicroscopia. Exploracién del segmento anterior con ldmpara de hendidura con

el fin de identificar cualquier signo de glaucoma secundario u otra patologia ocular.
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ii)

iv)

v)

vi)

Especificamente se buscaran datos de: pseudoexfoliacion, pigmento, catarata,
sinequias, inflamacién aguda o crénica, recesion angular

Paquimietria corneal. Se medira el grosor corneal con paquimetro ultrasénico
Tonometria. Se tomara la presién intraocular con el tondmetro de aplanacién de
Goldmann.

Gonioscopia. Se realizara la evaluacion del angulo camerular para identificar todas
las estructuras del sistema trabecular y determinar si se encuentra abierto o
cerrado. Se clasificara con el método de Shaffer.

Oftalmoscopia posterior. Se realizara la evaluacion del polo posterior bajo
dilatacion farmacoldgica con un lente aéreo de 78 D y se identificaran las
caracteristicas de la retina, de la macula y de la papila o cabeza del nervio 6ptico.
Se identificara las siguientes caracteristicas especificas de la papila: Tamafio del
disco, excavacion: relacion copa-disco, asimetria de la excavacién del disco, anillo
neurorretiniano, pérdida de la relacion normal de las porciones de la papila,
atrofia peripapilar, capa de fibras nerviosas, trayecto de los vasos, hemorragias en

astillas, muescas en el anillo neurorretiniano.

3. Pruebas diagnésticas: A los participantes que cumplan con los criterios de inclusion y sean

sospechosos de glaucoma por las caracteristicas clinicas se les dara cita para las pruebas

diagndsticas:
Se les realizara a los pacientes PERIMETRIA AUTOMATICA ESTANDARIZADA (SAP)
con el campimetro HUMPHREY: estrategia 24-2 SITA.

Se les realizara una Tomografia de coherencia optica de fibras nerviosas de dominio

a.

espectral: Se medira el grosor en micras de la capa de fibras nerviosas peripapilar, con

el Spectralis- OCT (Tomografia 6ptica coherente) de Heidelberg Engineering

Se les solicitara a los pacientes un perfil pre-quirdrgico y una valoracién por medicina

interna con examenes de laboratorio y gabinete.

4. Integracion diagnéstica y toma de muestras: A los participantes se les dara una cita con el

meédico especialista en glaucoma con el resultado de las pruebas diagndsticas y a los

pacientes con el diagndéstico de glaucoma primario de angulo abierto que cumplan con los

criterios de inclusion se les invitara a participar en el estudio, previo consentimiento informado

se les tomara la muestra de sangre y se les indicara tratamiento farmacoldgico de ser

necesario.

B) Anadlisis proteémico serolégico
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I. Pacientes y Muestras Bioldgicas

Se usaran 40 muestras (20 controles y 20 casos) de sangre de pacientes seleccionados, se
realizaran triplicados de cada muestra bioldgica, ,que seran reclutados en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion, cumplan con los criterios de inclusion y que acepten donar una muestra de sangre

mediante consentimiento informado.
Il. Toma de Muestra

Se tomaran 10 ml de sangre en tubos vacutainer con K2-EDTA 10.8mg BD y con inhibidores de
proteasas, se dejara a temperatura ambiente durante 1h. Posteriormente se centrifugaran a 1000
RPM por 10 min a 4°C. Se recupera el sobrenadante en alicuotas de 500 pl, y se almacenan a -

80°C, hasta su uso.
lll. Deplecion de Albumina e IgG

Se eliminara la albumina e inmunoglobulina (IgG) de la muestra de plasma, se utilizara una
columna comercial Albumin/lgG Depletion Cartridge de la marca QIAGEN. Este método consiste en
la eliminacion del 90 % de proteinas de gran abundancia en plasma como albumina e IgG a través
de una columna de alta afinidad (anticuerpos monoclonales) con el empleo de un sistema de
cromatografia liquida (HPLC Alliance Waters). Las muestras de plasma se diluiran en una
proporcién 1:4, se realizaran inyecciones de 25ul de plasma diluido con PBS (Buffer de fosfatos,
pH 7.2, mca. INVITROGEN), en un flujo de 0.5 ml/min, fluird a través de la columna. Las proteinas
abundantes se uniran a los anticuerpos inmovilizados de la resina, y permitira el paso de plasma
depletado, se recolectaran las fracciones y almacenaran a -20°C para su posterior andlisis.
Posteriormente se eliminaran sustancias interferentes como detergentes, sales, lipidos, acidos
nucleicos, acidos fendlicos, etc..., de la muestra que contiene las proteinas con el kit comercial 2 D
Clean Up (GE).

IV. Cuantificacion de Proteinas

Se cuantificara la proteina total con un kit comercial DC de Bio Rad, es un ensayo colorimétrico.
Este ensayo se basa en una reaccién de proteina con la solucion alcalina de tartrato de cobre y el
reactivo Folin. La reaccién entre la proteina y el cobre en medio alcalino, produce una reduccion
del reactivo Folin, por la interaccion proteina-cobre. El desarrollo del color es debe a la interaccion
de los aminoacidos tirosina y triptéfano. Se llevara a cabo segun las instrucciones del kit comercial

2D Quant (GE). Las lecturas se leeran en un lector de microplaca ajustado a una A de 460nm.
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IV. Geles de primera dimension 6 isoelectroenfoque (IEF)

La electroforesis bidimensional es una técnica que permite analizar mezclas complejas de
proteinas procedentes de muestras biolégicas como plasma ¢ suero. El primer paso consiste en
separar las proteinas por su punto isoeléctrico (pl) mediante un isoelectroenfoque en geles de
gradiente de pH inmovilizados en condiciones desnaturalizantes. Para realizar este protocolo se
tomara una alicuota de 300 ug de proteina, se mezcla con el buffer de rehidratacion (Urea 8 M,
CHAPS 2%, buffer IPG 0.5% pH3-10 NL, azul de bromofenol al 0.002%, DTT 0.56 M) para
completar un volumen final de 250 a 300 pl. A cada alicuota se le agregara 1 ul de buffer IPG y
0.00056 g de DTT. Una vez hecha la mezcla esta se depositara en uno de los carriles de la cAmara
de rehidratacion, evitar las burbujas y repartir uniformemente. Se colocara la tira immoblline
DryStrip de 18 cm con gradiente de pH3-10NL (General Electric Healthcare), hacia abajo en
contacto con la solucién de rehidratacion, para que toda la superficie del gel quede hidratada y
asegurar la migracion de las proteinas. Posteriormente se cubrira con 3 ml de aceite mineral Plus
One (Amersham Biosciences), con la finalidad de evitar la evaporacién de la muestra y
cristalizaciéon de la urea. Se dejara rehidratar la tira de 14-18 horas a temperatura ambiente. El
isoelectroenfoque consiste en depositar las tiras de gradiente pl en una camara de porcelana del
sistema Ettan IPGphor Il IEF (General Electric Healthcare), se adicionaran 9 ml de aceite mineral a
cada carril y se colocara la tira en uno de los carriles de la camara de porcelana, con la parte del
gel hacia arriba, enseguida se colocara una almohadilla de papel filtro previamente humedecida
con 130 pl de agua destilada. Los voltajes utilizados para el isoelectroenfoque seran de 500, 1000
y 8000 voltaje/h. Transcurrido el tiempo de isoelectroenfoque, los geles se equilibraran en un buffer
de equilibrio (Tris-HCI pH 8.8 50mM, urea 6M, glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%,
agua miliQ suplementado con DTT (50 mg/5ml) durante 15 minutos y posteriormente con

iodoacetamida (125 mg/5 ml) durante el mismo tiempo.

V. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida SDS-PAGE 6 segunda dimension

Después de equilibrar los geles de primera dimensidn, se realizara la separacion de proteinas en
geles de poliacrilamida SDS-PAGE en geles al 12.5 %, con un gel concentrador al 4%. La
separacion de las proteinas se realizara a un voltaje constante de 150 V, utilizando el buffer de
corrida (Tris-Base 25 mM, SDS 0.1%, Glicina 192 mM, agua destilada), durante 5 a 8 horas.
Después de la electroforesis, las proteinas contenidas en los geles se tifien con azul de Coomassie
G-250 (Bio Safe).

VI. Identificacion y analisis de spots en los geles
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Los geles tefiidos con Coomassie seran escaneados en el Scanner LabScan™ (General Electric
Healthcare), el analisis de los spots se realizara en un software especifico para geles de doble

dimension (ImageMaster 2D Platinum 6.0 Amersham Bioscience).

Los spots diferenciales entre los diferentes grupos de geles se seleccionaran y se cortaran y se
hara la digestién en la estacion de trabajo Ettan Spot Handling Workstation (General Electric
Healthcare). Posteriormente se identificaran por MALDI-TOF/TOF Analyzer (Matrix-assisted laser

desorption ionization time-of-flight tandem mass spectrometry/4800 AB Sciex).

Los resultados se reportaran en términos de un “score” de probabilidad, se hara la identificacion en
tres motores de busqueda ProteinPilot™ AB Sciex, MASCOT (Steen y Mann, 2004) (Matrixscience,
KU), por duplicado para asegurar con mayor exactitud el listado de proteinas como posibles

biomarcadores de la patologia.

C) Seleccién y analisis de posibles candidatos biomarcadores

Se analizaran los resultados con los péptidos identificados en las muestras de los casos y de los
controles. Se seleccionara a los proteinas candidatos para funcionar como biomarcador

diagndstico.

7.8.- Descripcion de las variables de estudio y sus escalas de medicion
Variables a medir

I. Variables del analisis protedmico

Variable Definicion Tipo de variable | Escala de medicion

Cuantificacién de | Cantidad total de proteinas en | Cuantitativa Miligramos por

proteinas suero. continua. decilitro.

Proteinas en suero Nombres de la proteina | Categdrica nominal
identificadas

Il. Variables Independientes Clinicas

Variable Definicion Tipo de | Escala de
variable medicién
Edad Afos Cumplidos de vida al Cuantitativa ARos
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momento de entrar al estudio continua
Género Condicion organica que Dicotémico Masculino
distingue al hombre de la Femenino
mujer
Lugar de Nacimiento | Estado y ciudad de nacimiento | Categérica Nominal
Antecedentes Antecedentes de familiar Dicotomico Si
familiares de directo con diagnéstico de No
glaucoma glaucoma
Capacidad Visual Agudeza visual con correccion | Cuantitativa Log Mar
Optica. Limite espacial de continua
discriminacion visual
Refraccion Valor diéptrico del punto Cuantitativa Equivalente
remoto, expresado con signo continua esférico
contrario Dioptrias positivas
O negativas
Presion intraocular fuerza ejercida por el humor Cuantitativa Milimetros de
acuoso y vitreo sobre la continua mercurio.
superficie del ojo
Paquimetria corneal Grosor de la cornea central Cuantitativa Micras
continua
Excavacion clinica de | Excavacion de la papila: Cuantitativa 0.1a1
la papila Relacién copa disco vertical continua
Campos visuales Prueba psicofisica que evalia | Cuantitativa Decibeles
(SAP) la sensibilidad a los estimulos | continua
luminosos presentados en el
area del campo visual.
Perimetria automatica
estandarizada
OCT de fibras Grosor de la capa de fibras Cuantitativa Micras
nerviosas nerviosas peripapilar por continua

sectores
Grosor de la capa de células

ganglionares macular

7.9.- Analisis estadistico propuesto
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Para comparar la media de las variables continuas dimensionales en los dos grupos se utilizara la
prueba de T-de Student para muestras independientes. Para las variables que no cumplan los

criterios de normalidad se realizara prueba de Mann-Whitney.

8.- ASPECTOS ETICOS

En acuerdo a los principios que establecen las “Buenas Practicas Clinicas” (BCP), de conformidad
con los enunciados en la declaracion de Helsinki (Ultima revision en 2013), y de los lineamientos
establecidos en la ley, donde debe prevalecer el bienestar individual de los sujetos sometidos a
estudio por sobre los intereses de la ciencia y la comunidad, éste protocolo se llevara a cabo con la
estricta consideracion de los principios éticos y cientificos reconocidos y respeto por la integridad
fisica y mental de los pacientes involucrados; protegiendo la vida, la salud, la dignidad, el derecho
a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la informaciéon de las personas que

participan en investigacion.

En conformidad con los principios éticos para las investigaciones médicas, nos aseguraremos de
resguardar la intimidad de los individuos y la confidencialidad de la informacion recabada,
permaneciendo andnima la informaciéon proporcionada por los participantes en todo reporte

relacionado a la investigacion.

De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley general de salud en materia de investigacion
en salud, se trata de una Investigacion con riesgo minimo. La obtencion de los datos se realizara a
través de procedimientos comunes de exploracion y de diagnéstico rutinarios, como son la revision
oftalmoldgica bajo lampara de hendidura, toma de la presion intraocular y revision de fondo de ojo
bajo dilatacion farmacolégica, asi como la toma de una muestra de sangre. La toma de las
muestras cumplird con estrictas normas de higiene. El procesamiento y desecho de las mismas

sera de acuerdo a la normatividad actual.

A los pacientes que cumplan con los criterios de inclusidn se les invitara a participar en el protocolo
de investigacion y se haran de su conocimiento los objetivos, procedimientos, riesgos y beneficios
del estudio (Anexo 1). Aquellos que proporcionen su consentimiento informado de manera

voluntaria seran incluidos (Anexo 2).

De conformidad con el Articulo 14 y 15 de la declaracion de Helsinki, el proyecto sera enviado
para consideracién, comentario, consejo y aprobacién, a los comités de Etica y de Investigacion

del Instituto Nacional de Rehabilitacion y del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

9.- INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE
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a) Servicio de oftalmologia con el equipo necesario para poder llevar a cabo el estudio clinico de

los pacientes. Contamos con equipos de campos visuales.

b) Procesamiento de las muestras. El estudio protedmico de las muestras se realiza en el Instituto
Nacional de Medicina Gendmica, que cuenta con las instalaciones, tecnologia y personal

capacitado en espectrometria de masas necesarias para realizarlo.

c) La tomografia de Coherencia Optica de Fibras Nerviosas, se realiza en el Sanatorio

Oftalmologico Mérida, que cuenta con el equipo necesario.
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10. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Meses 1 3 6 9 12 |18 | 24
Registro ante el comité de investigacion y X

ética.

Organizacién de infraestructura y recursos X

materiales

Convocatoria para participar en el estudio X

en poblacién

Seleccion y estudio de los pacientes para X
realizar el analisis proteémico

Toma y preparacion de muestras X

Procesamiento de muestras X

Revision de resultados del analisis X
proteémico

Anadlisis de resultados X

Informe final y Publicacién X
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11. RESULTADOS PRELIMINARES

Se ha valorado al momento un total de 43 pacientes, que corresponden a 7 masculinos y 36
femeninos. De los anteriores, han sido incluidos en el estudio 30 pacientes, tras descartar a
aquellos que no cumplieran con los criterios. De los pacientes incluidos se han eliminado un total

de 6 por no completar el protocolo diagndstico y no acudir a citas posteriores.

La tabla 1 describe las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio. En el
grafico numero 1 se exponen las proporciones de pacientes correspondientes a género femenino y
masculino. En el grafico nimero 2 se observa la distribucion de pacientes por grupos de edad.

Tabla 1.

Numero de Nombre (Iniciales) Edad Geénero Estado de
paciente procedencia
1 E. M, C. H. 71 Femenino Guerrero

2 L.N.C 79 Femenino D.F.

3 L.P.P. 58 Femenino D.F.

4 ZERG. 66 Femenino D.F.

5 G.G.D.M. 65 Femenino D.F.

6 C.R.H. 71 Femenino D.F.

7 M.N.L. 52 Masculino Estado de México.
8 AM.V 69 Masculino Guerrero.

9 M.T.AR. 54 Femenino D.F.

10 S.M.V. 56 Femenino D.F.

11 J.B.M.M. 66 Masculino D.F.

12 E.K.V.R. 43 Femenino D.F.

13 L.A.S.A. 62 Masculino D.F.

14 E.L.V. 41 Femenino D.F.

15 M.T.R. 58 Femenino Michoacan
16 M.A.J. 42 Femenino Guerrero

17 D.O.E. 56 Femenino D.F.

18 B.O.E. 48 Femenino D.F.

19 M.G.R.M. 19 Femenino D.F.

20 M.C.J.G. 66 Femenino Guanajuato.
21 M.M. 56 Femenino D.F.

22 M.E.H.F. 59 Femenino D.F.

23 P.N.C. 75 Femenino D.F.

24 M.A.E.C. 60 Femenino Michoacan

Grafico 1. Porcentajes de pacientes
correspondientes a género Masculino
y Femenino

Masculino
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Grafico 2. Distribucion de pacientes por grupo de edad
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En el grafico 3 se presenta la proporcidn de pacientes incluidos en el estudio con antecedente
familiar de glaucoma positivo.

Grafico 3. Antecedente
familiar de glaucoma.

En el grafico 4 se expone la distribucion
porcentual de pacientes incluidos de
acuerdo al diagndstico como caso de
glaucoma, sospechoso de glaucoma o
sano; tras la exploracion oftalmolégica y /—G|3UC°ma
analizar los resultados de la tomografia ' 21%
de coherencia optica de fibras nerviosas y
el campo visual.

Grafico 4. Distribucion porcentual de
pacientes de acuerdo al diagnéstico.

Sanos
50%
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Se han realizado 19 tomografias de coherencia 6ptica de la capa de fibras nerviosas a los
pacientes incluidos (38 ojos). Por medio de este estudio se han confirmado 4 casos de glaucoma,
en 7 pacientes se ha hecho el diagndstico de caso “sospechoso de glaucoma” y se ha confirmado
como “sanos” a 8 pacientes. El grosor promedio de la capa de fibras nerviosas para los 38 ojos se
presenta en la tabla 2.

-ll\-l?]'rar:Zri.de Grosor de la capa de fibras nerviosas | Grosor de la capa de fibras nerviosas | Diagnéstico
paciente oD / Sl P<5% PEER Ol FE8E P<5% PRI del caso.
1] 89.33 | EICEENESINEES | o1.75 Glaucoma
2| 98.44 | DENCICNIMIESHGMEES | 1234c DENCHSIMIESNOMEES | Sano
3| 106.84 | IETICISITMISSNOIEES | 1027+  DENSHENNESNSNEES | Sano
4| 90.02 | DENICEEESIOEES | o512 | DENICEENIESESEEES | Sospechoso
5| 86.44 | Limitrofe 86.14 | Limitrofe Sospechoso
6| 82.24  IEHICEENEIEES | 7494 | FEEEElRiESHeEes Glaucoma
711917 | DERTCRSIMIESHOMSES = 119.5 DERECHENMISSNGMEEs | Sano
8| 6527  FiSTAGCITCSHoIERS = 03.57  FiSTECIESHomaes | Glaucoma
9| 125.85  IECIHSHIMICSIOMMaES | 120.4c DENFCISNMIESINCMHEES] | Sano
10| 81.9 | FiCEEEliESneRmaes 59.65 Fuera de limites normales Glaucoma
11] 95.52 | IEHICEENESIEES | 101.3 | DENECEEMIESESIEES | Sospechoso
12]112.42 | DENECECITISSROHSES | 1c. DESHENRESHOMSES | Sano
13| 95.21 | DENICEENESNSNEES | 109°.65 | DENCEENESNEEES | Sospechoso
15| 104.32 | DRSSO | 105.c+ | DENORSNMSSNOEES | Sano
16| 98.59 | DENICEEINESIEES | ©s5.52 | DENCEENESNEEEES | Sospechoso
20| 103.81 | DENICEEINESEEES | 11592 | DENICEENESNSEES | Sospechoso
21 106.92 | IERNCHEINIESNSNSES | 10072 | DENGESNNISSNSNEES | Sano
22| 115.64 | DERNCREINISSNSNSES | 111 .co | DENNGESNNISSNSNEEs | Sano
23| 81.59] Limitrofe 99.54 | DENNCRENNIESESIEES | Sospechoso

En la tabla niumero 3 se presentan los grosores promedio de la capa de células ganglionares para
los 38 ojos que cuentan con tomografia de coherencia optica de fibras nerviosas.
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L?’J'rar::ri.de Grosor de la capa de células Grosor de la capa de células Diagnéstico
paciente ganglionares OD / RSBl P<5% B8 | ganglionares Ol / [ESHE P<5% BE8 | de! caso.
1| 94.16 | DECREINESESEES @ c°-4° DENCEEISSNSHEEs | Glaucoma
2| 90.87 | DENGCICIIMISSHGMEES = ©7.55 DENCHSIMIESHGMEES | Sano
31103.56 | SHCIICHIMISSINGINSIES | 1003+ | DENFCHCIMISSINGMSES | Sano
4] 908 | DENECHCIRISSNONSES o> DENEGESIRMISSHEMSES  Sospcchoso
5| 88.56 | ENNCISIIMISSINOIEES | 0.7 | DENISHSNIISSNOMSES | Sospechoso
6| 84.28 | DENNCIKSIMISSIOIMAES 2.7 DERICHENMISSNSMEES | Cloucoma
7] 104.46 | DERTCRSNIMISSINGMaES | 101.c3 DENFCISNMISSHoMaEs | Sano
8| 86.91 | DENICEEINIESNIEES | 56.06 Glaucoma
91104.09 | SHICIISNIISSIGINSES | 10250 | DENNCHCIISSNOMSES | Sano
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10| 86.76 | Dentro de limites normales] 78.8 | Limitrofe Glaucoma
11| 82.48 | IEHNICEEEEIEEES | c5.43 | DENCEENIESEEEEES | Sospechoso
12 100.92 | DEECISIRISSNOINEES | s> | DENNSKENISSNSNSES | Sano

13| 88.44 | IEHICEEESEEEES | ©o.13 | DENICEENIESEEEEES | Sospechoso
15 93.83 | DENONEIMISSNOMEES  03.93 | DEROHEIMISSHOMEES | Sano

16| 87.89 | DN 86.65 | DENNCEIIESIEIEES | Sospechoso
20| 89.63 | DENICEEINESESEES | o751 | DENCEENIESNEES | Sospechoso
21| 98.8 | DENECIHSIIESSIGMEES = °°.7c DERFCHENMISSNOMEES  Sano

22| 98.56 | DENNCIRSIISSNOINEES | o445 DENCESNNISSNNSES | Sano

23| 80.54 | Limitrofe 77.37 | Limitrofe Sospechoso

En la tabla nimero 4 se presenta la relacion copa/disco reportada por tomografia de coherencia
Optica para cada ojo. El grafico 5 agrupa la relacién de copal/disco segun el diagnéstico de
“Glaucoma”, “Sospechoso” o “Sano”. Se observa claramente la asociacién entre la relacion
copaldisco y el diagnéstico final.

Tabla 4.
Numero de | Relacion Relacion Diagnéstico del
paciente copal/disco OD copa/disco Ol caso.
1 0.49 0.36 | Glaucoma
2 0.2 0.21 | Sano
3 0.14 0.2 | Sano
4 0.26 0.25 | Sospechoso
5 0.42 0.4 | Sospechoso
6 0.86 0.85 | Glaucoma
7 0.75 0.47 | Sano
8 0.7 0.92 | Glaucoma
9 0.14 0.24 | Sano
10 0.88 0.94 | Glaucoma
11 0.69 0.51 | Sospechoso
12 0.11 0.27 | Sano
13 0.67 0.65 | Sospechoso
15 0.64 0.56 | Sano
16 0.62 0.54 | Sospechoso
20 0.48 0.5 | Sospechoso
21 0.58 0.44 | Sano
22 0.44 0.53 | Sano
23 0.7 0.77 | Sospechoso
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Grafico 5. Relacion copa disco por diagndstico
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A continuacion se presenta el grosor de la capa de fibras nerviosas por sector de un ejemplo de
paciente para cada grupo.

Se ha realizado toma de muestra de sangre a un total de 18 pacientes, una de las cuales fue
descartada por hemolisis. Se centrifugaron las muestras, se agregé inhibidor de proteasas al suero
y posteriormente se dividieron en alicuotas de 250 microlitros. A estas muestras se les realizo
cuantificacion de proteinas. La tabla 5 presenta la mencionada cuantificacion para cada paciente,
asi como el diagnéstico final del caso como “Caso” (Glaucoma), “Sospechoso” o “Control” (Sano).

Tabla 5.
N“”.‘em de Paciente . ; “ati i i
paciente Edad | Género | Diagnostico Concentracion de proteinas
E-MC. |,
1 H. FEM CASO 44.88 UG/UL
8 AMV 169 MAS CASO 50.42 UG/UL
10 SMV. |56 FEM CASO 55.55 UG/UL
20 M.C.J.G. |66 FEM CASO 52.71 UG/UL
6 CRH. |71 FEM CASO 61.06 UG/UL
23 PNC. |75 FEM CASO 58.57 UG/UL
16 MAJ. |42 FEM SOSPECHOSO | 56.79 UG/UL
11 J.B.M.M. | 66 MAS SOSPECHOSO | 55.2 UG/UL
13 LASA. |62 MAS SOSPECHOSO | 52.36 UG/UL
2 LNC |79 FEM CONTROL 56.79 UG/UL
3 LPP. 158 FEM CONTROL 47.06 UG/UL
4 ZERG. |66 FEM CONTROL 44.72 UG/UL
12 EKVR. 143 FEM CONTROL 53.24 UG/UL
14 ELV. |41 FEM CONTROL 53.95 UG/UL
22 M.E.H.F. |59 FEM CONTROL 56.08 UG/UL
17 D.O.E. |56 FEM CONTROL 53.42 UG/UL
18 B.O.E. |48 FEM CONTROL 58.93 UG/UL
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En el gréfico 6 se presenta la concentracion de proteinas por paciente. En color rosa se sombrean
las barras correspondientes a pacientes “control”, en violeta las barras de pacientes “sospechosos”
y en azul las barras correspondientes a pacientes “caso”.
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D.O.E.

M.E.H.F.

E.LV.
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Grafico 6. Concentracién sérica de proteinas por paciente.
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12. ANALISIS DE RESULTADOS

De los 24 pacientes incluidos en el estudio al momento, 50% corresponden a controles, de acuerdo
a lo esperado por la seleccion de pacientes. El estudio de tomografia de coherencia optica ha
confirmado el diagnéstico de glaucoma en 4 casos (De 19 estudios realizados), es decir, 21%; esta
proporciéon elevada se atribuye a la invitacion a participar en el estudio y seleccion de pacientes
caso de entre los individuos que acuden a consulta de primera vez en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion. Se hizo una invitacién al personal del instituto a participar como voluntarios en una
campana de diagnoéstico temprano de glaucoma, ésta invitacion fue respondida principalmente por
mujeres, lo que explica la alta proporcién de femeninos en los pacientes seleccionados.

Se encuentra pendiente parte importante del procesamiento de muestras: electroforesis de
proteinas y espectrometria de masas; los cuales nos serviran para determinar que proteinas se
encuentran presentes en el suero de los pacientes, y realizar finalmente un analisis del patréon de
expresion diferencial. Por el momento, en este estudio piloto, contamos con la concentracion

protéica de cada paciente, y no observamos correlacion con el diagndstico como “caso”, “control” o
“sospecha”.
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13. CONCLUSIONES

= No existe correlacién entre la concentracion protéica total en suero de los pacientes de
la muestra con el diagnéstico de “glaucoma”, “sospecha” o “sano”.

= Esta pendiente el resultado del estudio proteébmico completo, con el que
conseguiremos identificar las proteinas presentes en el suero de los pacientes
incluidos y comparar el patron de expresion entre los grupos; para cumplir con el
objetivo de este estudio piloto.
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15. ANEXOS
Anexo 1

MANUAL INFORMATIVO PARA EL PACIENTE

Para su participacion en la investigacion titulada: “Busqueda de biomarcadores serolégicos
proteémicos para el diagnéstico de Glaucoma Primario de Angulo Abierto”, que se llevara a

cabo en el Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Nota importante: Este documento, es complementario del documento titulado “Carta de
consentimiento informado”; ambos deberan en posesién suya (en formato original) antes de que
usted pueda tomar la decision de formar parte de esta investigacion. De este modo garantizamos
que se le ha proporcionado toda la informacion necesaria para poder tomar la mejor decision

respecto a su participacion en esta investigacion.

INTRODUCCION

Se le hace una cordial invitacién para participar la investigacion médica sobre biomarcadores para

el diagnodstico de Glaucoma.

El glaucoma es una enfermedad del nervio 6ptico que esta asociado a un aumento de la presion
intraocular. EIl nervio éptico lleva la informacién visual al cerebro, por lo tanto el dafio de sus fibras
puede disminuir la visidn y sin tratamiento puede terminar en ceguera. De hecho el glaucoma es la

principal causa de ceguera irreversible en el mundo.

Los factores de riesgo mas importantes para desarrollar la enfermedad son el aumento de la
presién intraocular, la miopia, tener mas de 40 afios, el antecedente familiar de glaucoma y el uso

de gotas que contengan cortisona.

El glaucoma es una enfermedad que generalmente no produce sintomas o molestias, es decir es
una enfermedad que permanece silenciosa hasta cuando se afecta la vision de manera
irreversible. Se ha reportado que el 50% de las personas con glaucoma no lo sabe y cuando se

llega al diagnéstico es demasiado tarde.

La deteccion sélo se puede realizar con la evaluacién del fondo de ojo y exdmenes especificos.
Los examenes necesarios para confirmar el glaucoma son de dos tipos: estudios funcionales y

estudios estructurales. Los estudios funcionales sirven para saber si se ha afectado la funcion
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visual, y se llaman campimetria 0 campo visual. Los estudios estructurales sirven para saber si se

ha dafado el nervio éptico, y son estudios de imagen como la tomografia de coherencia éptica.

Una vez que se realiza el diagndstico de glaucoma, el tratamiento consiste en bajar la presién
intraocular. Es una enfermedad que no se cura, pertenece al grupo de enfermedades que se
denominan crénico degenerativas, y por lo tanto requiere un control por el médico especialista de
forma permanente; si esto se lleva a cabo de manera adecuada disminuye el riesgo de perdida de

la vision de manera sustancial

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION MEDICA

El objetivo del estudio es ampliar el conocimiento sobre la enfermedad, para poder desarrollar en
un futuro nuevas estrategias de diagnéstico y tratamiento. En este estudio se investigara el perfil

de proteinas en suero de pacientes con glaucoma y se comparara con el de personas sanas.

Se le ha seleccionado para participar porque cumple con las caracteristicas requeridas.

Para decidir si participa o no, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los
procedimientos, riesgos y beneficios con el fin tomar una decision informada. Este formato le dara
informacion detallada acerca del estudio de investigacion y un miembro del equipo de
investigadores lo discutira con usted. Le informaremos de todos los aspectos de esta investigacion
incluyendo sus objetivos, los posibles beneficios y riesgos que tendra si decide participar. Al final
se le pedira que forme parte del proyecto de manera voluntaria y de ser asi, firmara la carta de

consentimiento informado.

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este formato.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION MEDICA

1. Se obtendra informacién acerca de su historia clinica y se realizara una revision
oftalmolégica completa que consiste en toma de agudeza visual, refraccion y

examen bajo microscopio.
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2. Se le realizara toma de la presién intraocular, previa aplicacién de gotas de
anestesia.

3. Se le aplicaran gotas para dilatar la pupila y poder realizar la evaluacién del fondo
de ojo completo

4. En una segunda visita se le realizaran las pruebas diagnésticas de campos
visuales y tomografia de nervio 6ptico.
Se le tomara una muestra de sangre.
El tiempo que durara su participacion en el estudio sera el que lleve realizar los

procedimientos anteriores, en dos dias separados.

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

El resultado del estudio nos permitira ampliar el conocimiento de la enfermedad para poder

desarrollar nuevas estrategias de diagnédstico y tratamiento.

RIESGOS E INCONVENIENTES

Este estudio de investigacion es de riesgo minimo pues se le realizaran procedimientos comunes
que consisten en examenes fisicos y diagnosticos rutinarios en la exploracion oftalmoldgica. Usted
puede presentar efectos secundarios minimos por la aplicaciéon de las gotas como pueden ser
ardor, vision borrosa y molestia a la luz; sin embargo estos efectos seran sélo transitorios y no

dejan ninguna secuela en el ojo.

La toma de las muestras cumplird con estrictas normas de higiene que garanticen su seguridad.
Con éste procedimiento es posible que sienta dolor leve, presente sangrado minimo y formacion de
equimosis (moretones). El procesamiento y desecho de las mismas sera de acuerdo a la

normatividad actual.

BENEFICIOS PARA USTED

Este estudio le dara el beneficio de saber si usted tiene mayor riesgo de desarrollar glaucoma o si
ya tiene la enfermedad. Ademas conocera su estado de salud ocular y podra recibir

recomendaciones de acuerdo a los hallazgos en su revision.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
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No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.

DERECHO A ABANDONAR LA INVESTIGACION

Usted es libre de decidir si participa o no en este estudio de investigacion. Si decide participar,
puede cambiar de opinién y retirarse del estudio en el momento que lo decida. Si decide no

participar, o si se retira, no afectara su relaciéon con los médicos de su hospital tratante.

CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL

Si usted tiene alguna pregunta o duda acerca de este estudio, puede contactar al investigador

responsable o principal o algun otro miembro del equipo de investigacion.

Investigador Responsable:

Dra. Francisca Dominguez Duefas

Firma:
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Anexo 2.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

BUSQUEDA DE BIOMARCADORES SEROLOGICOS PROTEOMICOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO,

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION MEDICA

El glaucoma es una enfermedad del nervio 6ptico que esta asociado a un aumento de la presion
intraocular. EIl nervio optico lleva la informacion visual al cerebro, por lo tanto el dafio de sus fibras
puede disminuir la vision y sin tratamiento puede terminar en ceguera. El glaucoma es una
enfermedad que generalmente no produce sintomas o molestias, es decir es una enfermedad que
permanece silenciosa hasta cuando se afecta la vision de manera irreversible. Los estudios
diagnésticos son poco accesibles a la poblacion general, y resultan positivos Unicamente cuando

ya existe dafio al nervio 6ptico.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION MEDICA

Ampliar el conocimiento sobre la enfermedad, para poder desarrollar en un futuro nuevas
estrategias de diagnostico y tratamiento. En este estudio se investigara el perfil de proteinas en

suero de pacientes con glaucoma y se comparara con el de personas sanas.

Yo, , he discutido sobre la investigacion

médica con la Dra. Francisca Dominguez Duefias, y declaro lo siguiente:

l. He recibido informacion clara por escrito y entendido el propdsito de esta investigacion
meédica con los potenciales riesgos y beneficios que conlleva participar en ella.

. Comprendo que de participar en el estudio, se me tomara una muestra de sangre venosa;
la cual sera analizada. También se me realizaran estudios de deteccion de glaucoma.

M. Se han atendido todas mis dudas acerca de la participacion en la investigacion, y entiendo

que todas las dudas acerca de mi participacion en el futuro también seran respondidas.

V. Mi participacion en esta investigacion es voluntaria.
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V. Entiendo que puedo retirarme de este estudio en cualquier momento sin perder ninguno de
los beneficios a los cuales normalmente tendria derecho en el Instituto Nacional de

Rehabilitacion si no fuera parte de ningun protocolo.

VI. Entiendo que obtengo como beneficio de participar en la investigacion, el conocer mi estado

de salud ocular, recibir un diagnéstico de ser el caso y recomendaciones de tratamiento.

VII. Comprendo que con la toma de muestra de sangre es posible que sienta dolor leve,
presente sangrado minimo y formacion de moretones. Existe muy bajo riesgo de sufrir una
infeccion en el sitio de puncion, y se tomaran todas las medidas necesarias para que esto

no suceda.

VII. Se me hizo saber que en caso de sufrir dafos directamente relacionados a la toma de
muestra y los procedimientos de la investigacion, se me dara el tratamiento médico

adecuado y tendré derecho a una indemnizacion.

IX. Entiendo que mi informacion personal sera resguardada confidencialmente y que se

mantendra en anonimato mi participacion.

X. Se me ha entregado una copia de este formato de consentimiento.

Con este documento, doy mi libre consentimiento informado para participar en esta investigacion

meédica.

Nombre completo del

paciente:

Direccion:

Teléfono:

Firma:

Fecha:
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TESTIGO 1

Nombre completo:

Parentesco o relacion con el paciente:

Direccion:

Teléfono:

Firma:

Fecha:

TESTIGO 2

Nombre completo:

Parentesco o relacion con el paciente:

Direccion:

Teléfono:

Firma:

Fecha:

Firma Investigador Responsable:
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Anexo 3
FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS
Ficha de identificacion
Nombre: Apellidos: Fecha de Nacimiento:
Edad: Género: Registro:

| [F ]

Lugar de nacimiento:

Teléfono casa:

Teléfono celular:

Historia clinica.

Antecedentes Antecedentes oftalmolégicos:
heredofamiliares:

Glaucoma: | No | [Si| Ametropia: No Si
Antecedentes personales no Uso de correccién dptica: No Si
patolégicos:

Tabaquismo: No Si Uso de colirios: No Si
Alcoholismo: No Si Diagnosticos previos: No Si
Oftras No Si Procedimientos quirtrgicos o laser: | No Si
toxicomanias:

Alergias: No Si Diagndsticos oftalmoldgicos previos: | No Si
Transfusiones: | No Si Interrogatorio oftalmolégico dirigido:

Cirugias: No Si Baja visual: No Si
Traumaticos: No Si Percepcion de disminucion del | No Si
campo visual.

Antecedentes personales Dolor ocular: No Si

patolégicos:
DM2. No Si Otros: No Si
HAS. No Si
En caso de otros sintomas, cuales:
Migrafa. No Si
Otros. No Si
Uso de | No Si
medicamentos
sistémicos.
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Ficha de identificacion

Nombre:

Apellidos:

Registro:

Exploracion oftalmolégica.

Ojo derecho

Ojo Izquierdo

Si | | No \ Capacidad visual mejor 20/40 Si | | No
Refraccion
Queratometrias
Normal Anormal Posicion primaria de la mirada. Normal Anormal
Normal Anormal Versiones y ducciones. Normal Anormal
Normal Anormal Parpados y anexos. Normal Anormal
Biomicroscopia de segmento anterior.
Si No Pelicula lagrimal normal. Si No
Si No Conjuntiva clara, normal. Si No
Si No Cdrnea transparente. Si No
Si No Camara anterior amplia. Si No
Si No Iris regular, sin hallazgos. Si No
Si No Pupila redonda, central. Si No
Si No Cristalino transparente. Si No
Gonioscopia.
L Jw [ Tm] TJwv] [ Clasificacién Shaffer. o [m] JTiv
| Otras caracteristicas del angulo.
Fondo de ojo
Ojo derecho | | Ojo izquierdo
Caracteristicas de la papila
Redonda Oblicua Forma. Redonda Oblicua
Si No Color naranja Si No
Si No Palidez. Si No
Excavacién en décimos. (Relaciéon
copa-disco)
Si No Emergencia de vasos central. Si No
Anillo neurorretiniano.
Si No Muescas. Si No
Si No Lamina cribosa visible. Si No
Si No Atrofia peripapilar presente. Si No
Si No Hemorragias en astilla. Si No
Si No Asimetria entre ojos. Si No
Retina
Si No Area macular normal. Si No
Si No Periferia normal. Si No
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Ojo derecho. Paquimetrias Ojo izquierdo.

Grosor corneal en micras.

Ojo derecho. Presioén intraocular. Ojo izquierdo.

mmHg.

Estudios complementarios.

Tomografia de coherencia 6ptica.

Ojo derecho. Ojo izquierdo.

Area de disco.

Grosor capa de fibras nerviosas.

General.

Temporal superior.

Temporal.

Temporal inferior.

Nasal inferior.

Nasal.

Nasal superior.

Campos visuales SITA estandar 24-2.

Ojo derecho. | | Ojo izquierdo.

indices de confiabilidad.
Falsos Falsos Pérdidas de | Falsos Falsos Pérdidas
positivos negativos fijacion positivos negativos fijacion

Desviacion media.

Desviacion estandar del
modelo.

Descripcién de hallazgos.
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