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Resumen

Objetivo: Comparar la presencia del receptor de Factor
de Necrosis Tumoral (TNFR) en cristalinos con catarata

senil, traumatica y diabética.

Material y métodos: Se recolectaron cristalinos de
pacientes operados por diagnéstico clinico de catarata
senil, traumatica y diabética. Se procesaron las muestras
para cuantificar las proteinas presentes y de ellas se
identifico la cantidad de TNFRSF1A mediante ELISA.
Para analizar el tipo de distribucién de los datos se utilizo
la prueba de D’Agostino & Pearson y para la comparacion

de los grupos se utilizé la prueba de Kruskall Wallis.

Resultados: Se encontrd en el grupo de cataratas seniles
una concentracion media de TNFR de 172.7+124.5 pg/ml.

En las cataratas traumaticas la media de TNFR fue de



409.8+124.5pg/ml y en las cataratas diabéticas de
457.9+212.1 pg/ml. Se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre catarata senil y
traumatica (p=0.0051) y senil y diabética (p=0.0067). No
hubo diferencia estadisticamente significativa entre

catarata traumatica y diabética (p=0.454).

Conclusiones: Se demostré una expresion diferencial en
los niveles de TNFR en cataratas traumaticas y diabéticas
con respecto a las cataratas seniles. Este aumento
pudiera estar relacionado con la sobreexpresiéon de TNF
gue a su vez representaria un mecanismo inflamatorio en
el desarrollo de las cataratas traumaticas y diabéticas.
También permite suponer que la apoptosis esta implicada
en las alteraciones que sufren los cristalinos con esta

patologia.



Introduccidén

La catarata senil es la principal causa de ceguera
reversible en poblacion adulta a nivel mundial. A pesar de
gque se han descrito diversos mecanismos que
contribuyen a su desarrollo, no se conoce el mecanismo
fisiopatolégico exacto que desencadena la cascada de
acontecimientos que conducen a su desarrollo. Algunos
modelos proponen que procesos inflamatorios son los
responsables de iniciar dichos cambios. El Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) es un importante mediador
metabdlico, inmunolégico e inflamatorio, por lo que podria

tener algun papel en esta patologia.

El TNF-a originalmente se describi6 como una
citocina implicada en la supresion tumoral, de ahi su
nombre. Sin embargo, a lo largo del tiempo se han

identificado funciones de diversa naturaleza en relacién a



esta proteina. Entre estas, se ha caracterizado como
modulador inmunolégico y metabdlico.>® También se ha
descrito un papel como pirbgeno enddgeno, estimulante
de produccion de interleucinas, prostaglandinas vy
liberacibn de tromboxano. Igualmente, estimula la
fagocitosis, la adhesion leucocitaria y participa en la
degranulacién vy liberacion de especies reactivas de

oxigeno de las células inflamatorias.>®’

Sin  embargo, una de sus funciones mas
importantes es la modulacién de la apoptosis, ya que la
presencia de TNF-o puede estimular la muerte celular
programada en células que han sufrido dafio traumético o
gue se encuentran bajo estrés fisiologico. En algunos
estudios se ha intentado utilizar al TNF-a como marcador
prondstico en pacientes que sufrieron traumatismo. Una

mas de las funciones propuestas para el TNF-a es el



estimulo para la diferenciacibon y mitosis de los

fibroblastos. %

El TNF-a cuenta con dos tipos de receptores
transmembranales (TNFR), el receptor tipo | y el tipo II,
con pesos moleculares de 55kDa y 75kDa
respectivamente. De estos, el que posee mayor afinidad
para el TNF-a. sérico es el receptor tipo |, sin embargo, se
ha reportado actividad biolégica en ambos tipos de
receptores. Existe una tercera variante del receptor para
TNF-o que corresponde al TNFR dimérico que, aunque
no se cuenta con mucha informacion, se sabe esta

presente en algunos fluidos humanos.?

En el 2013, Robles-Contreras y colaboradores
realizaron un estudio sobre el proteoma apoptético de la
catarata senil. El objetivo de este trabajo fue asociar la

apoptosis con la fisiopatologia de la enfermedad. Se



estudiaron grupos de proteinas proapoptéticas vy
antiapoptoticas  relacionadas con esta patologia,
realizando una comparacién con cristalinos sanos. En
sus resultados encontraron incrementadas ambos grupos
de proteinas, las proapoptéticas y las antiapoptoéticas,
destacando un aumento significativo de TNFR. Este
ultimo es el Unico receptor relacionado con la apoptosis

que mostré un aumento significativo en su expresion.’

Por otra parte, Garcia y colaboradores realizaron
un andlisis de citocinas en el material cristaliniano de
cataratas diabéticas y seniles, encontrando en ambos
grupos citocinas inflamatorias. Reportdé en la catarata
diabética un incremento de IL-6 en comparacion con la
catarata senil. En su trabajo, no encontr6 diferencia

significativa en el TNF-a entre ambos grupos.*®



A partir de estos estudios es que surge la pregunta
con respecto al papel que pudieran tener los mediadores
de la apoptosis en el desarrollo de los diferentes tipos de
catarata. Particularmente, si el TNF-a y su receptor
pudieran estar implicados en las distintas modalidades de

este padecimiento.



Planteamiento del problema

Actualmente no se conoce el mecanismo fisiopatoldgico
exacto de las cataratas, por lo que buscamos determinar
si existe relacion entre el desarrollo de los diferentes tipos

de catarata y un mecanismo inflamatorio subyacente.

Justificacién

Sabemos que en los diferentes tipos de cataratas existe
una expresion aumentada de mediadores inflamatorios,
entre ellos el Factor de Necrosis Tumoral. Sin embargo,
no conocemos la expresion diferencial entre la catarata
senil, traumatica y diabética. Es por ello que, a través de
la medicién de su receptor (TNFR), buscamos plantear
nuevas interrogantes para que, en futuros estudios, se

intente aclarar su rol en las variantes de esta patologia.



Pregunta de investigacion

¢ Existe expresion diferencial del receptor de Factor de
Necrosis Tumoral en cristalinos de catarata senil,

traumatica y diabética?

Hipotesis

Existe una expresion diferencial del receptor de Factor de

Necrosis Tumoral en los cristalinos de catarata senil,

traumatica y diabética.

Objetivo general

Cuantificar la presencia de receptor de Factor de Necrosis

Tumoral Tipo | (TNFRSF1A) en cristalinos con catarata

senil, traumatica y diabética.



Objetivos especificos

Cuantificar la presencia de TNFRSF1A en cristalinos

con catarata senil.

* Cuantificar la presencia de TNFRSF1A en cristalinos
con catarata traumética.

* Cuantificar la presencia de TNFRSF1A en cristalinos
con catarata diabética.

e Comparar la expresion de TNFRSF1A entre los

diferentes tipos de catarata.

10



Recursos financieros y de factibilidad

Este estudio fue llevado a cabo en el Centro de
Investigacion Biomédica de la Fundacion Hospital Nuestra
Sefiora de la Luz que cuenta con la infraestructura
necesaria para realizar los procedimientos que ameritd
este trabajo de investigacién. Los reactivos e insumos
ocupados fueron adquiridos con recursos de la Fundacién
Hospital Nuestra Sefiora de la Luz destinados para dicho

proposito.
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Material y métodos

Es un estudio transversal, observacional y analitico, que
se llevé a cabo en el Centro de Investigacion Biomédica
de la Fundacién Hospital Nuestra Sefiora de la Luz en la
Ciudad de México, México en el periodo comprendido de

marzo a noviembre de 2015.

Muestras

Se utilizaron cristalinos de pacientes que fueron operados
por diagnostico clinico de catarata senil, catarata
traumética o catarata diabética. Dichas muestras se
tomaron una vez que se concluyd el procedimiento
quirargico, sin realizar modificaciones a la técnica
quirdrgica planeada para cada paciente. Se incluyeron

pacientes operados mediante extraccion extracapsular de

12



catarata y facoemulsificacion, independientemente del

grado de opacidad del cristalino.

Se excluyeron pacientes con diagnéstico de
catarata congénita, asi como aquellos paciente operados
mediante cirugia de catarata asistida por laser de

femtosegundos.

Se eliminaron los pacientes que no contaron con
una muestra suficiente de tejido cristaliniano para llevar a

cabo la cuantificacién de proteinas.

Una vez recolectadas las muestras se colocaron en

tubos con solucién reguladora de lisis y se mantuvieron a

-20°C hasta su uso.
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Procesamiento de las muestras

Para analizar las muestras, se retiraron de congelacién y
se machac6 el tejido para homogenizarlo. Una vez
realizado este procedimiento, se centrifugd a 10,000
revoluciones por minuto durante cinco minutos y se retir0
el sobrenadante del material, quedando en esta fase las
proteinas totales. Las proteinas totales se cuantificaron

mediante espectrofotometria con ayuda del Nanodrop®.

Una vez cuantificada la cantidad de proteina se
ajusto la cantidad de proteina a 1mg/ml en un volumen de

50 microlitros.

Posteriormente se procedid a realizar el ELISA
para la cuantificacion de TNFRSF1A (R&D Systems®,
MN, USA) siguiendo la metodologia propuesta por el

fabricante.
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Andlisis estadistico

Para analizar el tipo de distribucion de los datos se utilizd
la prueba de D’Agostino & Pearson y para la comparacion
de los tres grupos se utilizé una prueba de Kruskall Wallis,
en donde un valor de p<0.05 se considerd una diferencia

estadisticamente significativa.

Bioseguridad y consideraciones éticas

Esta investigacidn no representd ningun riesgo para los
pacientes incluidos en el estudio, ya que como parte
habitual del proceso quirdrgico al que se vieron sometidos
(cirugia de catarata) se pierde humor acuoso. Por lo tanto,
la toma de especimenes no requiri6 de modificaciones de
la técnica quirdrgica habitual ni representé riesgo para la

continuacion de la cirugia.
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El protocolo de investigacion fue autorizado por el
Comité de Investigacion y el Comité de Etica de la
Fundaciéon Hospital Nuestra Sefiora de la Luz y los
pacientes incluidos en el mismo firmaron el

consentimiento informado.

16



Resultados

Se corrieron un total de 40 muestras (30 cataratas seniles,
5 cataratas traumaticas y 5 cataratas diabéticas). Una vez
realizadas las pruebas se encontraron las siguientes
cuantificaciones: en las cataratas seniles se encontré una
concentracion media de TNFR de 172.7+124.5pg/ml, en
cataratas traumaticas fue de 409.8+183.6pg/ml y en las

cataratas diabéticas de 457.9+212.1pg/ml (Tabla I).
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Tipo de catarata | TNFR pg/ml | Desviacién estandar

Senil 172.7 +124.5
Traumaética 409.8 + 183.6
Diabética 457.9 +212.1

Tabla I. Valores promedio de TNFR en pg/ml y desviacién

estandar en cataratas seniles, traumaticas y diabéticas.

Al comparar los valores de catarata senil y
traumética se encontré una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0051). Del mismo modo, la diferencia
fue significativa entre los grupos de catarata senil y
diabética (p=0.0067). En ambos casos, la expresion de

TNFR fue menor en las cataratas seniles (Figura I).
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Figura I. Valores de TNFR en pg/ml por tipo de catarata
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(traumética, diabética y senil). **Diferencia

estadisticamente significativa con p<0.05.

Al evaluar la presencia de TNFR en cataratas
trauméaticas y compararlas con las cataratas diabéticas,
no se encontrd6 una diferencia estadisticamente

significativa (p=0.454).
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Discusién

En nuestros resultados encontramos que existe expresion
diferencial del TNFR en las cataratas seniles con respecto
a las traumaticas y diabéticas. Este hecho permite
proponer que la fisiopatologia que conduce al desarrollo

de catarata es diferente entre los grupos de estudio.

Es de destacar que entre las cataratas traumaticas
y las diabéticas no existi6 diferencia estadisticamente

significativa de TNFR.

Existen reportes que demuestran que en los
pacientes con diabetes mellitus existe un estado
inflamatorio generalizado, mismo que podemos corroborar
por el aumento en las citocinas inflamatorias encontrado
en el estudio de Garcia y colaboradores®. Con nuestros

resultados podemos sugerir que el aumento de TNFR es

20



proporcional a la concentracion de Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a) en el microambiente que circunda al
cristalino cataratoso. Este aumento en el TNF-a es propio

de un estado proinflamatorio.***2

Por otra parte, cuando el cuerpo humano se ve
sometido a estados traumaticos también se
desencadenan estados inflamatorios que, sin la
regulacion adecuada, se pueden volver cronicos y el
cristalino no es la excepcion. Nuevamente, los datos
obtenidos corresponden con un estado inflamatorio propio
de esta patologia, corroborado por los niveles
incrementados de TNRF con respecto a la catarata

senil.t3

Ademas de la participacion en la cascada

inflamatoria que tiene el TNF-a, el incremento en sus

niveles conduce a la activacion de diferentes mediadores

21



intracelulares que culminan con la activacion enzimatica
propia de la muerte celular programada o apoptosis. Los
dos procesos, inflamacion y apoptosis, pueden ser los
responsables del desarrollo de las cataratas diabéticas y

traumaticas.>®

En el otro grupo de estudio, las cataratas seniles
mostraron una menor expresion del TNFR. Esto nos
plantea la posibilidad que su desarrollo sea causado por
mediadores quimicos distintos al TNF-a. Esto sugiere
que, a pesar de manifestarse clinicamente con baja
visual, cataratas seniles, traumaticas y diabéticas tienen

una inmunofisiopatologia distinta.

Los resultados obtenidos permiten plantear nuevas
lineas de investigacién. Por un lado, se pueden buscar los
factores que desencadenan y modulan quimicamente la

formacion de cataratas seniles y, por otra parte, confirmar

22



si la cascada inflamatoria y/o apoptética es responsable

de la formacion de cataratas diabéticas y traumaticas.

Una posible aplicacion de los resultados obtenidos,
es la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para
prevenir, 0 en su caso frenar, la formacién de cataratas
diabéticas. Asi mismo, se podria evaluar la correlacion
entre los niveles de TNFR en cataratas diabéticas y el
tiempo de evolucién de la diabetes mellitus. Esta misma
correlacién se podria realizar con los niveles séricos de

glucosa.
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Conclusiones

Con los resultados obtenidos, se demuestra una
expresion diferencial en los niveles de TNFR en cataratas
trauméaticas y diabéticas con respecto a las cataratas
seniles, mostrando un incremento en el primer grupo. Este
aumento puede estar relacionado con una sobreexpresion
de TNF-a que a su vez representaria un mecanismo
inflamatorio en el desarrollo de las cataratas traumaticas y
diabéticas. De igual manera, permite suponer que la
apoptosis estd implicada en las alteraciones que sufren

los cristalinos con esta patologia.

Estos hallazgos plantean nuevos cuestionamientos
acerca de los factores detonantes y promotores del
desarrollo de cataratas en los diferentes grupos
estudiados, lo que podria generar nuevas lineas de

investigacion al respecto.
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