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RESUMEN ESTRUCTURADO.

Objetivo: Esta descrito que las citocinas proinflamatorias estan elevadas en
pacientes con retinopatia diabética (RD), esto puede contribuir a la fisiopatologia
de la enfermedad. El objetivo de este estudio es medir la concentracion de
diversas citocinas inflamatorias de las principales respuestas inflamatorias CD4 +
T helper en suero sanguineo de pacientes mexicanos con RD en diferentes
estadios utilizando la tecnologia CBA, y correlacionarlas con la presencia y
severidad de la RD con el fin de encontrar posibles biomarcadores de RD que
sirvan como predictores diagndsticos o terapéuticos.

Métodos: se incluyeron 64 sujetos en el estudio, 16 en el grupo control, 16 en el
grupo DM2 sin RD (NDR), 16 en el grupo RD no proliferativo (NPDR) y 16 en el
grupo RD proliferativo (PDR). Las concentraciones de citoquinas de IL - 103, IL - 2,
IL-4,IL-6,IL-8,IL-10,IL-12,IL-17% TNF - a e IFN - y en muestras de suero
se midieron utilizando el kit CBA para TH1 / TH2 / TH17 en humanos.

Resultados: IL-6, IL-12, IL-172 y TNFa fueron significativamente mayores en los
pacientes con RD en comparaciéon con el grupo de control. El grupo de PDR
mostré una concentracion ligeramente mas baja de citocinas en suero IL-6, IL-12 e
IL-172. EI TNFa mostré una concentracion mas alta en comparacién con los
controles sanos, sujetos NDR y NPDR. También se encontré una correlacion
estadistica positiva entre la presencia y la gravedad de la RD con los parametros
clinicos HbA1c, IMC, creatinina sérica y concentracién de citocinas séricas IL-6 y
TNFa.

Conclusion: Nuestros hallazgos sugieren que los pacientes con diabetes y RD en
sus diferentes grados tienen un perfil inflamatorio cronico mas fuerte en

comparacion con los sujetos no diabéticos.



INTRODUCCION

MARCO TEORICO

Definicidon e impacto de la enfermedad.

La diabetes mellitus es una patologia crénica altamente prevalente que se
caracteriza por la ausencia absoluta o relativa de insulina, asi como hiperglucemia,
dislipidemia y dafio neurovascular. La diabetes mellitus tipo dos consiste en una
disfuncion caracterizada por hiperglucemia que es resultado de una combinacion
entre una secrecion excesiva de glucagon, inadecuada secrecidn de insulina y una
resistencia a la accion de la insulina; como consecuencia de lo anterior se
observan un conjunto de complicaciones microvasculares, macrovasculares y
neuropaticas. Las complicaciones microvasculares de la diabetes incluyen
afeccién renal y ocular, mas especificamente en la retina. Las enfermedades
vasculares periféricas y de las arterias coronarias son resultados del daino
macrovascular. El dafo fisico genera una incapacidad laboral psicosocial con
repercusiones a la calidad de vida y la economia local y global. '

La diabetes es una de las enfermedades asociadas al envejecimiento y cuyo
riesgo incrementa al avanzar la edad. ? La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tiene un
impacto global ya que la enfermedad contribuyo a 1.5 millones de muertes en
2012 con una prevalencia de 8.5% de la poblacion en 2014 (Organizacion Mundial
de la Salud 2016). Una de los principales problemas con los pacientes con DM2
son los dafios colaterales asociadas a la alteracion en la funcién renal,
cardiovascular y visual entre otras. 3

De acuerdo a la ultima ENCUESTA NACIONAL DE SALUD, la prevalencia en
México al 2016 es de 9.4% de la poblacion, con mayor prevalencia en individuos
de entre 60 a 69 afios de edad. En el ultimo reporte de la ORGANIZACION PARA
LA COOPERACION DE DESARROLLO ECONOMICO (OCDE) de 2018 reporta
que la prevalencia de diabéticos en México es del 15% de la poblacion.

Aunque la DM2 tiene una edad de presentacion afectando individuos mayores de
40 afnos, se ha diagnosticado en niflos desde dos afos de edad.



Fisiopatologia:

La DM2 se caracteriza por la combinacion de resistencia periférica a la insulina y
una secrecidn inadecuada la insulina por las células beta del pancreas. La
resistencia a la insulina se ha atribuido a elevacion de los acidos grasos vy las
citosinas proinflamatorias en el plasma, lo que lleva a una disminucion del
transporte de glucosa a las células musculares y una elevada produccion de
glucagon. Se le considera una paracrinopatia en la que se pierde la relacién entre
la secrecion de glucagdn por las células alfa y se pierde la secrecion de insulina
por las células beta, lo anterior lleva a una hiperglucagonemia y por lo tanto
hiperglucemia. 4

Para los pacientes con DM2 un principio fundamental de la fisiopatologia es que
exista resistencia a la insulina asociada a una inadecuada secrecion de insulina.
Los pacientes que desarrollan diabetes son aquellos que no pueden aumentar la
secrecion de insulina lo suficiente para compensar la resistencia a la insulina. Las
concentraciones de insulina pueden estar a un nivel elevado sin embargo siguen

siendo inapropiadas para controlar el nivel de glucemia. ®

La disfuncion de las células beta pancreaticas es un factor importante presente
en los pacientes con prediabetes. Esta disfuncion esta presente en las etapas
tempranas del proceso patogénico y no antecede a la resistencia a la insulina. ®

En la progresidn entre una tolerancia a la insulina fisiolégica y anormal, los niveles
de glucosa posprandial son los primeros en afectarse. Eventualmente se presenta
la hiperglucemia en ayuno conforme se suprime la gluconeogénesis hepatica.
Durante el proceso de gestacion de resistencia a la insulina (como el que ocurre
en un sujeto fisiologico posterior a una ingesta de dieta altamente caldrica,
esterdide sistémico o inactividad fisica) aumentan los niveles de glucagon e
incremente la glucosa dependiente del polipéptido insulinotropico lo que lleva a
una intolerancia a la glucosa. Lo anterior no esta relacionado con modificaciones

en los niveles del péptido similar al glucagén posprandial. ’



Los estudios de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) han identificado
variantes genéticas que se han asociado con la disfuncion de células beta y
resistencia a la insulina. Algunos de estos SNPs aumentan el riesgo de presentar
DM2. Se ha demostrado asociacion a mas de 40 loci independientes de entre los
cuales los que tienen una asociacién mas fuerte son:

e Disminucion de la sensibilidad de las células beta, lo cual correlaciona con
una alteracion del procesamiento de la insulina y una disminucion de la
secrecion de insulina. (TCF7L2)

e Diminucion temprana de la liberacion de insulina estimulada por glucosa
(MTNR1B, FADS1, DGKB, GCK)

e Alteracién del metabolismo de los acidos grasos insaturados (FSADS1)

e Disregulacion del metabolismo de las grasas (PPARG)

¢ Inhibicion de la liberacién de glucosa sérica (KCNJ11)

e Incremento de la resistencia a la insulina y produccion de adipositos (FTO y
IGF2BP2)

e Control del desarrollo de estructuras pancreaticas incluyendo a los islotes
de células beta (HHEX)

e Transportador de zinc de las células beta que influye en la produccion y
secrecion de insulina (SLC30A8)

e Sobrevivencia y funcion de las células beta (WFS1)

La susceptibilidad al DM2 puede estar afectada por variantes genéticas que
incluyen a la incretina, que se libera de las células endocrinas en el intestino y la

secrecion de insulina en respuesta a la digestion de alimentos (HMGA1) & 9. 10

El metabolismo de los aminoacidos tiene un papel fundamental en el desarrollo de
DM2. Se ha reportado un riesgo 4 veces mas grande de desarrollar DM2 en
individuos normoglicémicos con altas concentraciones de 3 aminoacidos en
plasma (isoleucina, fenilalanina y tirosina). Concentraciones de estos aminoacidos

se elevaron hasta 12 afios previos al desarrollo de DM2. '



Fisiopatologia de las complicaciones de la DM2
A pesar de que la fisiopatologia entre dos tipos diferentes de diabetes, la gran
mayoria de las complicaciones, incluyendo la microvascular, macrovascular y
neuropatica son similares para el tipo uno y dos. La hiperglicemia parece ser el
factor determinante de las complicaciones metabdlicas. De entre las
complicaciones las macrovasculares son las que tienen una relacion mas débil con
la glucemia sérica.
El desgaste de los telomeros esta directamente asociado a la presencia y
extension de las complicaciones diabéticas. 12
Riesgo cardiovascular:
El riesgo cardiovascular en personas con diabetes se relaciona en parte con la
resistencia a la insulina y con alguna o varias de las siguientes alteraciones:

¢ Aumento de los niveles de lipoproteina de baja densidad

e Disminucién de los niveles de lipoproteina de alta densidad

e Niveles elevados de triglicéridos.
Las alteraciones relacionadas con trombosis (aumento del inhibidor del activador
del plasmindgeno, y fibrindbgeno elevado y aumento de los niveles de fibrindbgeno)
e hipertension arterial sistémica también estan relacionados.
La resistencia a la insulina esta asociada con el incremento de la acumulacion de
lipidos en el higado y musculo liso pero no en el miocardio.
El incremento en el riesgo cardiovascular inicia previo al desarrollo a hiperglicemia
franca y hay varios reportes que lo asocian a la resistencia a la insulina. '3
Deterioro cognitivo.
La DM2 esta asociada con atrofia del hipocampo, I6bulo temporal, I6bulo frontal y
sustancia gris limbica, en menor medida se puede encontrar atrofia de la sustancia
blanca en los l6bulos temporal y frontal. La distribucion de los cambios anatomicos
es bilateral pero de predominio en el Iébulo izquierdo, similar a los cambios

descritos en la enfermedad de Alzheimer. Los cambios estructurales anteriormente



mencionados estan asociados con un pobre desempefio en ciertas pruebas
cognitivas, disminuyendo la capacidad hasta en un 50%.

Etiologia:

La etiologia de la DM2 involucra la interaccion de varios factores ambientales y
genéticos. Es decir un estilo de vida con ingesta de dieta hipercaldrica, obesidad,
sedentarismo cuando se mezcla con un genotipo compatible con desarrollo de
diabetes. El indice de masa corporal (IMC) en el que el aumento de peso
incrementa el riesgo de diabetes varia en cada grupo étnico (los asiaticos y
causcasicos). La hipertension y la prehipertension estan asociados al desarrollo de
diabetes mellitus en caucasicos mas que en afroamericanos. '°

El 90% de los pacientes que desarrollan DM2 tienen obesidad, sin embargo un
estudio concluye que una dieta muy energética independiente de la obesidad de
base.

Algunos estudios sugieren que contaminantes ambientales juegan un papel
importante en el desarrollo de DM2.

Factores de riesgo mayores:

e Edad mayor de 45 afios

e Sobrepeso mayor del 20% del peso ideal

e Historia familiar de DM2 en familiares de primer grado

e Raza hispana, afroamericana, Asiatico, Caucasico

e Alteracién a la tolerancia a glucosa o cifras elevadas en ayuno
e Hipertension arterial sistémica (>140/90mmHg)

e Dislipidemia (HDL <40mg/dL o triglicéridos >150mg/dL)

e Historia de diabetes gestacional

e Sindrome de ovario poliquistico (por resistencia a la insulina)

Epidemiologia:



La DM2 es mas comun en los paises occidentales por el tipo de dieta hipercaldrica
y la tendencia al sedentarismo. Los indices de diabetes se incrementan a nivel
mundial. La federacion internacional de diabetes predice que el numero de
habitantes con diabetes llegara a 552 millones para 2030.

Los 10 paises con mayor concentracion de pacientes diabéticos actualmente son
India, China, Estados Unidos, Indonesia, Japén, Pakistan, Rusia, Brasil, Italia y
Bangladesh. EI mayor porcentaje de incremento en diabéticos en los proximos 20
afios ocurrira en Africa donde actualmente esta infradiagnosticado por lo que se
eleva la muerte por complicaciones de esta enfermedad.

Prondéstico:

El prondstico en pacientes con diabetes mellitus esta influenciada por el grado de
control de la enfermedad. La hiperglucemia cronica esta asociada a un incremento
en las complicaciones microvasculares como lo indica el Estudio de control y
complicaciones de diabetes. Si el nivel de glucosa regresa a rangos normales es
un buen indicador para disminuir la progresion de la enfermedad asociandola a un

mejor prondstico. 7

Morbilidad y mortalidad asociada a diabetes mellitus.

Las complicaciones diabéticas particularmente la enfermedad cardiovascular (50-
75% de los casos meédicos) son las mayores fuentes de gasto econdmico de los
pacientes con diabetes mellitus.

Insuficiencia renal:

La diabetes mellitus y particularmente la DM2 es la causa mas frecuente de
insuficiencia renal en etapas tardias. En el centro de control de enfermedades
(CDC) de Estados Unidos reporta que en 2018 se presentaron 44% de casos
nuevos con insuficiencia renal asociado a DM2, de estos 48274 pacientes
presentaba enfermedad que ameritaba terapia de reemplazo y para entonces
202290 pacientes con diabetes se encontraba en dialisis o habia recibido

trasplante renal.



Neuropatia y vasculopatia:

La DM2 es la causa mas frecuente de amputaciones no traumaticas de miembros
inferiores. Secundarias a neuropatia diabética y a alteraciones en la
microvasculatura de miembros pélvicos inferiores.

Enfermedad cardiovascular:

El riesgo de enfermedad coronaria es de 2 a 4 veces mas grande en pacientes
con diabetes comparado con pacientes sin diabetes. La enfermedad
cardiovascular es la causa de mortalidad mas importante en pacientes con DM2.
De estos las mujeres tienen una incidencia mas importante. En pacientes con
DM2, una glucosa en ayuno mayor a 100mg/dL contribuye significantemente a
enfermedad y muerte cardiovascular independientemente de los demas factores
de riesgo. El estudio concluye que un pobre control de los niveles glicémicos

incrementan de forma significativa la enfermedad cardiaca. 8

Cancer:
Los pacientes con DM2 tienen aumento en el riesgo de presentar diferentes tipos
de cancer los cuales incluyen vejiga, particularmente los usuarios de pioglitazona.

Otros tipos de cancer incluyen préstata, pancreas, mama y colorectal.

Retinopatia diabética.

Los pacientes con diabetes usualmente desarrollan complicaciones oftalmoldgicas
tales como anormalidades corneales epiteliales, glaucoma, rubeosis iridis,
cataratas y neuropatias. La mas comun y la que tiene el mayor porcentaje de
ceguera de entre estas complicaciones es la retinopatia diabética. En México la
retinopatia diabética esta presente hasta en el 40% de los pacientes con diabetes,
es la primera causa de ceguera legal y debilidad visual en la poblacion
economicamente activa. De estos pacientes el 27% de quienes han tenido
diabetes por 5-10 afios y 71-90% de los que han tenido diabetes por mas de 10
anos tienen algun grado de retinopatia. Después de 20-30 afos la incidencia

10



aumenta a 95% y aproximadamente 30 a 50% de estos pacientes tienen
retinopatia diabética proliferativa. '°

El mecanismo exacto por el que la diabetes mellitus causa retinopatia diabética
todavia no es claro sin embargo se han postulado varias teorias que explican el
curso y la historia natural de la enfermedad.

Hormona de crecimiento:

La hormona de crecimiento parece tener un papel importante en el desarrollo y
progresion de la retinopatia. La retinopatia diabética ha demostrado ser reversible
en mujeres que tuvieron sindrome de Sheehan (necrosis hemorragica de la
glandula pituitaria). Es importante también tener en cuenta que la retinopatia
diabética también ha sido diagndsticada en pacientes con hipopituitarismo. 2°

Plaquetas e hiperviscosidad sanguinea

Se han descrito una variedad de anormalidades hematologicas en el paciente con
diabetes tales como aumento de la agregacion eritrocitaria, disminucidn de la
flexibilidad de los eritrocitos, aumento de la agregacioén y adhesién plaquetaria lo
cual predispone a una circulacion sanguinea lenta, dafio endotelial y oclusion
capilar focal. Lo anterior ocasiona isquemia de retina que a su vez contribuye al

desarrollo de la retinopatia diabética. 2!

Aldosa reductasa y factores de neovascularizacion

La DM2 causa un metabolismo anormal de la glucosa como resultado de
disminucién de los niveles y el efecto de la insulina. El incremento en los niveles
sanguineos de glucosa se piensa que tiene efecto estructural y fisiopatoldgico en
los capilares retinianos causando se sean anatomica y funcionalmente
incompetentes. Un persistente incremento en los niveles de glucosa deriva en una
desviacion metabdlica a la via de la aldosa reductasa en ciertos tejidos, donde la
glucosa se convierte en sorbitol y la galactosa en dulcitol. Los pericitos
intramurales de los capilares retinianos se ven afectados por el incremento en los

niveles del sorbitol y eventualmente los lleva a una pérdida de su funcidén primaria
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(autoregulacion de los capilares retinianos). Esto resulta en una debilidad y
eventual saculacidén de las paredes de los capilares (microaneurismas) los cuales
son los signos mas tempranos de la retinopatia diabética. 2

La ruptura de los microaneurismas resulta en hemorragias retinianas que pueden
distribuirse en las capas mas superficiales (hemorragias en flama) o en capas mas
profundas de la retina (hemorragias en punto y mancha). De igual forma el
aumento en la permeabilidad de estos vasos resulta en fuga de fluido y material
proteinico que clinicamente se observa como engrosamiento de la retina y
exudados duros bien definidos. Si el edema y la exudacion involucra la macula el

sintoma principal es la disminucién de la vision central. 23

Edema macular

El edema macular es la causa mas comun de perdida visual del paciente con
retinopatia diabética no proliferativa. Sin embargo no es excluyente de los
pacientes con neovascularizacion. Una teoria que explica el desarrollo de edema
macular se enfoca en el incremento de los niveles del diacilgliceron derivada de la
desviacidon en las vias metabdlicas secundaria al exceso de glucosa. Se piensa
que activa a la proteina cinasa C que a su vez afecta la dinamica de la circulacion
sanguinea de la retina especialmente la permeabilidad y el flujo llevando a fuga de
liquido y edema de retina.?

Hipoxia

Conforme la enfermedad avanza se pueden observar cierres de los capilares de la
retina lo que genera hipoxia e isquemia de la capa de fibras nerviosas, las cuales
clinicamente se pueden observar como exudados algodonosos o
pseudoexudados. Estos ultimos estan asociados con estasis en el flujo
axoplasmico. Conforme la hipoxia continua y se hace extensiva se inician
mecanismos compensatorios para proveer suficiente oxigeno a los tejidos y
puedan cumplir sus funciones metabdlicas. En este punto se observan
anormalidades en el calibre de las venas tales como arrosariamiento venoso, asas

y dilatacion significativa de las paredes venosas lo que incremente la hipoxia. Las

12



anormalidades microvasculares intraretinianas (AMIR) representan ya sea el
crecimiento de nuevos vasos o una remodelacion de los vasos preexistentes por la
proliferacion de las células endoteliales dentro de los tejidos retinianos y actua

como una derivacion a través de las areas no perfundidas. 25

Neovascularizacion

Cuando aumenta la isquemia retiniana se activa la produccion de factores
angiogeénicos que estimulan la formacion de nuevos vasos. La matriz extracelular
se destruye mediante la activacion de proteasas y nuevos vasos surgen
principalmente de las vénulas retinianas que penetran la membrana limitante
interna y forman la red de capilares entre la superficie interna de la retina y la cara
posterior de la hialoides.

La neovascularizacion se observa clinicamente en las areas de limitacion entre la
retina isquémica y no isquémica y mas comunmente ocurre a lo largo de las
arcadas vasculares y del nervio 6ptico. Los nuevos vasos crecen en la superficie
de la retina hacia la cara posterior de la hialoides. Estos nuevos vasos son fragiles
y altamente permeables. Por efecto de las tracciones vitreas estos vasos se
rompen ocasionando hemorragias en la cavidad vitrea y el espacio prerretiniano.
25

Inicialmente estos nuevos vasos estan asociados a una escasa formacion de
tejido fibroglial sin embargo conforme la densidad de neovasos aumenta también
lo hace la formacion de tejido fibroso. En estadios tardios los vasos pueden
involucionar dejando solo la red avascular e tejido fibroso que esta adherida tanto
en la superficie de la retina como a la cara posterior de la hialoides. Conforme el
vitreo se contrae ejerce traccion en la retina a través de estas conexiones
fibrogliales lo que genera edema, heteropia retiniana y desprendimiento de retina

traccional como regmatogeno (mixto). 26

Factores de riesgo y etiologia:
Duracion de la enfermedad.

13



En los pacientes con DM tipo 1 no se observan cambios clinicos importantes en
los primeros cinco afos posteriores al diagnéstico. Después de 10 a 15 afios, 25 al
50% de los pacientes muestran algun signo de retinopatia. Esta prevalencia se
incrementa del 75 al 95% posterior a 15 anos y se aproxima al 100% después de
30 afos de la enfermedad. La retinopatia diabética proliferativa es rara en la
primera década en los diabéticos tipo 1, se presenta en el 14 al 17% hacia los 15
afnos del diagnéstico y se incrementa de forma continua a partir de ahi. En los
pacientes con DM tipo 2 la incidencia de la retinopatia diabética se incrementa
conforme a la duracion de la enfermedad. De los pacientes 23% tienen retinopatia
diabética no proliferativa entre los 11 y 13 afios de diagndstico, y se eleva hasta
40% de los 14 a los 16 afnos. Mas del 60% la presentan posterior a los 16 afios de

diagndstico. %’

Hipertension y dislipidemia:

La hipertensién arterial sistémica asociada a nefropatia diabética correlaciona con
la presencia de retinopatia diabética. Independientemente de lo anterior la
hipertension complica el cuadro por los cambios hipertensivos en la vasculatura de
la retina que con los cambios propios de la retinopatia diabética afecta aun mas el
flujo sanguineo de la retina. 2

El control adecuado de los niveles de lipidos en sangre pueden resultar en menor
fuga y exudado de los vasos sin embargo la razoén no es clara.

Epidemiologia:

La DM2 es responsable por aproximadamente 8000 casos de ceguera al afio,
aproximadamente 12% de las causas de ceguera a nivel mundial, siendo esta la
primera causa. El indice es aun mas alto en ciertos grupos étnicos. Se reporta un
aumento entre los Nativos Americanos, Hispanicos y Afroamericanos.

Tanto mayor sea la duracion de la diabetes desde el diagndstico hay un mayor
riesgo de desarrollar retinopatia diabética y sus complicaciones, incluyendo edema
macular diabético o retinopatia diabética proliferativa. °
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Cuadro clinico:

En las etapas iniciales de la retinopatia diabética, los pacientes son generalmente
asintomaticos; sin embargo en etapas mas avanzadas de la enfermedad los
pacientes pueden referir miodesopsias, visidn borrosa, metamorfopsias y perdida
progresiva de la vision. El examen oftalmologico debera ser completo bajo
dilatacion pupilar en donde se encuentran los siguientes signos:

Microaneurismas:

Son el dato clinico mas temprano de la retinopatia diabética y ocurre secundario a
la evaginacion de las paredes capilares secundaria a la perdida de pericitos. Se
observan como pequefios puntos rojos en las capas mas superficiales de la retina,
en el lumen del microaneurisma se puede observar fibrina y acumulo de
eritrocitos. Una ruptura de un microaneurisma genera hemorragias en punto y
flama.

Hemorragias en punto y mancha (microhemorragias):

Como resultado de la ruptura de microaneurismas en las capas mas profundas de
la retina tales como la nuclear interna y la plexiforme externa. Clinicamente son
similares a los microaneurismas.

Hemorragias en flama:

Son hemorragias que tienen configuracion de astilla y estas ocurren en las capas
superficiales de la capa de fibras nerviosas.

Edema de retina y exudados duros:

Son causados por la ruptura de la barrera hemato-retiniana permitiendo exudado
de proteinas séricas, lipidos y proteinas de los vasos.

Manchas algodonosas:

Son areas de infarto de la capa de fibras nerviosas por oclusién de las arteriolas
precapilares. Con el uso de la angiografia por fluoresceina se observa que no hay
perfusién capilar. Usualmente se encuentran cercanos a los microaneurismas y a
areas de aumento de la permeabilidad capilar.

Asas venosas y areas de arrosariamiento venoso.
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Frecuentemente se encuentran adyacentes a areas de retina no perfundida y
reflejan un incremento en la isquemia de retina. Su presencia es el dato de
progresion a retinopatia diabética proliferativa mas importante.

Anormalidades microvasculares intrarretinianas:

Son lechos capilares remodelados sin cambios proliferativos. Estas areas no fugan
y se encuentran en los bordes de las retinas no perfundidas. 3°

Edema macular diabético:
El edema macular es la causa mas frecuente de disminucion de la vision del
paciente con diabetes. Se han reportado una incidencia de hasta 75000 casos al
afno. Este se origina de dafio funcional y necrosis de los capilares retinianos. Los
criterios para diagnosticar edema macular clinicamente significativo son:
e Engrosamiento de retina localizado a 500 micras o menos del centro de la
zona avascular foveal
e Exudados duros con engrosamiento de retina localizado a 500 micras o
menos del centro de la zona avascular foveal.
e Engrosamiento de retina de un area de disco o maor localizado a un

didmetro de disco de la zona avascular foveal. 32

Retinopatia diabética no proliferativa:
La clasificacion de la retinopatia diabética no proliferativa se describe de la
siguiente manera:
e Leve: presencia de al menos un microaneurisma, este refleja los cambios
estructurales en la retina causada por el efecto de la DM2.
e Moderada: Incluye la presencia de hemorragias, microaneurismas y
exudados duros en 2-3 cuadrantes.
e Severo: Se caracteriza por hemorragias y microaneurismas en 4
cuadrantes, dos cuadrantes con arrosariamientos venosos y por lo menos

un cuadrantes con anormalidades microvasculares intraretinianas. 3

Retinopatia diabética proliferativa:
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La neovascularizacion o aparicion de neovasos es el dato mas caracteristico de
esta etapa de la enfermedad. Las hemorragias subhialoideas se observan como
sangre empaquetada en el espacio potencial entre la retina y la cara posterior de
la hialoides. Aparenta la forma de un bote por lo que se le conoce como
hemorragia navicular o subhialoidea. La hemorragia vitrea aparece como una
opacidad difusa en la que se pueden observar coagulos sanguineos flotando. El
tejido fibrovascular usualmente esta asociado al complejo de neovasos y también
pude aparecer con vasos exangues. Los desprendimientos de retina traccionales
usualmente se observan como una retina inmovil, poco flexible y coéncava, se
pueden observar regmas de retina lo que hace lo conviernte en un
desprendimiento de retina mixto. La traccion retiniana también puede ser causa de
edema macular originada por traccion retiniana lo suficiente para elevar el epitelio
pigmentado de la retina.

La retinopatia proliferativa se clasifica como de alto y bajo riesgo.

En la de alto riesgo se observa neovasos de un tercio a medio disco o mayor de la
papila Optica, presencia de hemorragia vitrea o subhialoidea.

Se pueden observar neovasos en periferia mayores a medio diametro de disco

asociado también a hemorragia vitrea. '

Estudios paraclinicos diagndsticos:

El riesgo de desarrollar retinopatia diabética a 10 afios es mayor en pacientes con
glucosa en ayuno mayor a 108mg/dL y HbA1c mayor a 6%. Por lo que para el
control optimo de la DM2 y la retinopatia diabética se recomienda HbA1c en
rangos entre 6-7%. Si estos niveles se mantienen, la progresion de la enfermedad
se reduce sustancialmente. 33

La angiografia con fluoresceina es un estudio de imagen indispensable para el
diagnostico y tratamiento de la retinopatia diabética. Los microaneurismas
aparecen como puntos hiperfluorescentes en fases tempranas de la angiografia y
tipicamente con fuga en fases tardias de la prueba. Las hemorragias en mancha y
punto pueden ser distinguidas como puntos hipofluorescentes por bloqueo. Las

areas isquémicas se observan como parches oscuros de hipofluorescencia
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homogénea rodeada por vasos sanguineos ocluidos. Las anormalidades
microvasculares intraretinianas se evidencian por vasos colaterales que no fugan,
usualmente se encuentran en los bordes de la retina isquémica. Los penachos
neovasculares se tifien por su alta permeabilidad, inician como areas
hiperfluorescentes que incrementan en tamano e intensidad en las fases tardias
de la prueba. 34

La tomografia de coherencia optica (OCT) se utiliza para determinar el grosor de
la retina y la presencia de edema asi como de traccidn vitreo retiniana. Este
examen de imagen esta mas enfocado en el diagnostico y manejo del edema
macular diabético y el edema macular clinicamente significativo. En caso de que

haya opacidad de medios se recomienda el uso de ecografia ocular modo B. 3

Tratamiento:

Se ha descrito que pacientes recién diagnosticados con DM2 tuvieron un menor
riesgo de retinopatia cuando tenian un control glicémico y de presion arterial
sistémica. Una disminucion de 1% de la HbA1c reduce el riesgo de retinopatia por
31% y una reduccion de 10mmHg en los niveles de presion arterial sistdlica
reduce la aparicion de hemorragia vitrea y la necesidad de aplicaciéon de
fotocoagulacion en un 11%3¢

La fotocoagulacion es un tratamiento instaurado a principio de 1970s el cual
provee una modalidad de tratamiento no invasivo con un indice relativamente bajo
de complicaciones y que ha reportado éxito en la contencién de la retinopatia
diabética. La terapia involucra la creacidon de necrosis coagulativa focal usando un
rayo de luz de alta energia enfocada. La fotocoagulacion panretiniana (PRP) es el
tratamiento de eleccion para la retinopatia diabética proliferativa. Consta de aplicar
guemaduras de laser focalizado en toda la retina sin involucrar el area macular ni
los vasos sanguineos. Se utiliza una parrilla con quemaduras de 200 a 500micras
separadas por una distancia de disparo entre cada una, se debe evitar disparar a
los neovasos para evitar hemorragias. El procedimiento continua hasta alcanzar

de 1200 a 1500 disparos y se puede repetir en dos o 3 sesiones. ¥’
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El mecanismo terapéutico de la PRP no esta totalmente entendido pero se cree
que mediante la necrosis de la retina hipoxica disminuye la produccion de factores
vasoproliferativos como el VEGF reduciendo asi la neovascularizacion. Otra teoria
dice que la PRP genera un incremento de la difusién de oxigeno desde la coroides
suplementando la circulacion de la retina. Al eliminar la retina periférica sana, hay
una redistribucion del flujo sanguineo hacia la retina central. El aumento del
oxigeno genera una regulacion negativa de los factores vasoproliferativos y por
tanto la produccion de neovasos. %7

La vitrectomia puede ser necesaria en casos de hemorragia vitrea mayor de 6
meses de evolucién (donde la visidbn del polo posterior no es posible por la
opacidad de medios), desprendimiento de retina traccional, desprendimiento de
retina mixto (una combinacién de traccional con regmatdgeno) o una membrana
epirretiniana con traccién vitreo retiniana. El objetivo de la cirugia es remover la
sangre para permitir la evaluacion y posible tratamiento del polo posterior, liberar
las fuerzas traccionales que desprenden la retina y aplicar tratamiento directo con
fotocoagulacion para disminuir la neovascularizacion. 38

Cuando se retrasa el tratamiento el seguimiento debe ser por ecografia modo B
para vigilar que no haya desprendimiento de retina macular.

Cuando no hay medios claros para aplicar fotocoagulacion esta indicada la
aplicacion de crioterapia externa. El principio terapéutico es el mismo. Destruccion
de tejido retiniano periférico para redistribucién de flujo e inducir una adhesion
corioretiniana lo cual incrementa el aporte de oxigeno haciendo una regulacion
negativa de los factores vasoproliferativos. 3°

Seguimiento

La frecuencia del seguimiento se determina por la fase de la retinopatia y el indice
de progresion a retinopatia diabética proliferativa. Solo el 5% de los pacientes con
retinopatia diabética no proliferativa leve progresan a RDP a un afio sin
seguimiento. Estos pacientes deben ser vigilados de cada 6 a 12 meses. El 27%
de los pacientes en el grupo de moderado progresaran a RDP en un afo por lo
que se deben vigilar de cada 4 a 8 meses. Mas del 50% de los pacientes con
retinopatia no proliferativa severa evolucionara a RDP en un afo y de estos el
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75% alcanzara el grado de con caracteristicas de alto riesgo a los 5 afos por lo

que se deben vigilar de cada 2 a 3 meses. Cualquier estadio asociado con edema

macular debe ser tratado inmediatamente con observacion bimestral para valorar

el estado de la macular y prevenir la perdida visual irreversible. 4

La Academia Americana de Diabetes publicd las siguientes recomendaciones

respecto al manejo de la retinopatia diabética. 4’

Optimizar el nivel glucémico para reducir el riesgo o disminuir la progresion
de la retinopatia diabética.

Optimizar la presién arterial y el control lipidico para reducir el riesgo o
disminuir la progresion de la retinopatia diabética.

Los diabéticos tipo uno deben iniciar su revision oftalmolégica completa
dentro de los primeros 5 anos a partir del diagnéstico de la enfermedad.

Los diabéticos tipo dos deben iniciar la revision oftalmologica completa al
tiempo que se realiza el diagnostico de la enfermedad.

Si no hay evidencia de retinopatia y los controles de glucemia central estan
dentro de rangos normales se debe considerar un examen anual. En caso
de que haya algun dato de retinopatia diabética el examen oftalmologico
debera ser mas frecuente.

Las mujeres con diagnostico de DM tipo 1 o0 2 que planeen en embarazarse
0 ya estén embarazadas deben ser orientadas sobre el riesgo de presentar
o desarrollar retinopatia diabética.

Los examenes oftalmoldgicos deben realizarse antes del embarazo o en el
primer trimestre en pacientes con diagnostico preexistente de DM y luego
se debe realizar en cada trimestre y posterior a un afio posterior al parto.
Realizar la referencia oportuna a pacientes con edema macular o
retinopatia diabética no proliferativa severa.

El estandar tradicional de tratamiento es la fotocoagulacion panretiniana y
esta indicada para disminuir la perdida visual en pacientes con retinopatia
diabética proliferativa con caracteristicas de alto riesgo y en algunos casos

no proliferativa severa con inminencia de neovascularizacion.
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¢ Inyecciones intravitreas de inhibidor de factor de crecimiento endotelial
vascular se ha mostrado no ser inferior a la panfotocoagulacion y esta
indicado en pacientes con retinopatia diabética proliferativa.

e Inyecciones intravitreas de inhibidor de factor de crecimiento endotelial
vascular estan indicados en el edema macular clinicamente significativo.

e La presencia de retinopatia diabética no es una contraindicacién para la
terapia con aspirina como cardioportector y no incrementa el riesgo en

hemorragia de retina.

BIOMARCADORES:

Las enfermedades con una fisiopatologia altamente compleja tales como el
cancer, la diabetes y sus complicaciones estan aumentando en incidencia y
prevalencia a lo largo del mundo. Debido a esto se estan desarrollando
biomarcadores capaces de modificar y predecir la clinica de la enfermedad. 42
Un biomarcador se define como una molécula detectada en fluidos o tejido
corporales que estan asociadas a un proceso en especifico (fisiolégico o
fisiopatologico) de una enfermedad. Dependiendo del uso del biomarcador este se
puede clasificar en las siguientes categorias: 4
e Diagnostico para la deteccion de la enfermedad
e Prondstico que representa la prediccion del curso de la enfermedad.
o Recurrencia, progresion y sobrevida
o Predictivo en respuesta al tratamiento
En referencia a las neoplasias, el diagndstico en los estadios mas tardios
generalmente resulta en un peor pronostico clinico. Por lo que el objetivo de los
biomarcadores en cancer es el de diagnosticar en etapas tempranas y de medir
prondstico en las diferentes etapas. Nuevos biomarcadores prondsticos pueden
ayudar a los clinicos a seleccionar una estrategia terapéutica Optima e
individualizada para cada paciente y facilitar la prediccién de la respuesta a cada
tipo de tratamiento especifico. 43
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El descubrimiento de nuevos biomarcadores es un proceso que involucra multiples
parametros y su aplicacién a la rutina clinica necesita una consideracion apropiada
de multiples factores.
El proceso de desarrollo de biomarcadores en respuesta a necesidades clinicas
incluye varios pasos: 44

e Descubrimiento

e Verificacidon

e Validacién
Desde hace mas de 40 afos la investigacion traslacional han presentados nuevos
biomarcadores con utilidad clinica con el objetivo de mejorar el manejo de
enfermedades, especialmente aquellas con alto impacto socioeconémico como el
cancer o la diabetes mellitus. Aun cuando las plataformas analiticas se han
expandido especialmente en el caso de la espectrometria de masas, la gran
mayoria de los candidatos a biomarcadores publicados no son puestos en practica
en la clinica por diversas razones. La falta de estandar de oro puede ser un
retraso importante ya que no es posible hacer una comparacién de los potenciales
biomarcadores contra una prueba ya validada. Actualmente se ha propuesto
resolver esto proponiendo una formula matematica en el ajuste de la covarianza. 4°
Muchos otros factores causantes han sido reportados para aclarar las
discrepancias en relacién con la fisiopatologia de la enfermedad o el flujo de
desarrollo del biomarcador, entre estos problemas se han reportado varios niveles
de variabilidad que genera la misma heterogeneicidad de la enfermedad. La falta
de biomarcadores validos es resultado de un preparacion en el descubrimiento y la
fase de validacion. Por esta razon se debe disenar cuidadosamente un plan de
desarrollo de biomarcadores desde su descubrimiento hasta su verificacion vy
posterior validacion. Al mismo tiempo un conocimiento actualizado del trasfondo
clinico es necesario para apuntar a las necesidades clinicas principales en su
abordaje. 46
Las partes criticas consideradas durante el disefio del estudio estan representadas
en la figura X. Un biomarcador a priori solo es aplicable en un contexto especifico,

para el cual su desempeiio ya ha sido evaluado.
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Un objetivo mas alla de los anteriormente expuestos es la investigacion de
indicadores de prondstico para respuesta a tratamiento. La introduccién de guias
de apoyo en diferentes etapas de los se ha propuesto la evaluacion de la calidad
de los biomarcadores y las normas para reportar e informar estudios de

biomarcadores. 47

Toma de muestras para analisis

Los fluidos biolégicos pueden ser clasificados en dos diferentes categorias
basados en su proximidad al 6rgano de estudio. Los fluidos biolégicos como el
liquido cefaloraquideo por su intima proximidad al cerebro permite definir
biomarcadores especificos aunque la toma de muestra es de manera invasiva. En
contraste encontramos los fluidos de segunda categoria los cuales corresponden a
los fluidos corporales que se encuentran en grandes cantidades tales como la
orina. Su abundante cantidad y la forma no invasiva de recoleccién es la mejor
ventaja para estudios de biomarcadores. El defecto para el analisis de este tipo de
fluidos biologicos es su contenido heterogéneo, especialmente por la presencia de
compuestos que interfieren con la lectura. 48

Se sugiere para limitar la variabilidad una adecuada evaluacion y aplicacion de

protocolos ya estandarizados de estudio. 49

Disefo del estudio y evaluacion analitica de las muestras.

La ejecucion de los parametros de la plataforma analitica deben ser bien descritos
y haber pasado por un proceso de control de calidad. EI desempefio de un
biomarcador frecuentemente es definido por su sensibilidad y especificidad. La
sensibilidad en este contexto se define como el porcentaje de resultados positivos
verdaderos y la especificidad al porcentaje de negativos verdaderos. *°

Un cuidadoso disefio del estudio de acuerdo a las principales necesidades clinicas
es fundamental. Lo ideal es que el estudio iniciar sea realizado en una cohorte
predefinida y estudiada para su toma de muestra, manejo y analisis de acuerdo a
los lineamientos de los protocolos de analisis. Posteriormente la confirmacion de

los resultados se debera enfocar en un estudio prospetivo , multicentrico de
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poblacion en riesgo. Siguiendo los lineamientos anteriores aumenta
sustancialmente la posibilidad que el candidato a biomarcador sea considerado

para introducirlo a la practica clinica.®

Consideraciones técnicas para el desarrollo y analisis de los biomarcadores.
La complejidad del fluido biolégico puede generar la necesidad de combinar
diferentes técnicas tales como técnicas de fractura. En general los requerimientos
basicos para seleccionar una metodologia son: %2
e Facilidad de uso
¢ Robustez
e Alta precision
e Alto desempefio
El flujo de trabajo en el estudio de biomarcadores se divide en 3 partes principales:
e Descubrimiento
e Verificacidon

e Validacion

Descubrimiento de los biomarcadores:

La identificacion de los diferentes candidatos a biomarcadores es el primer paso
para la implementaciéon clinica de la prueba. En la fase de descubrimiento se
pueden mencionar dos enfoques diferentes: un efoque basado en el conocimiento
en donde la seleccion de los candidatos a biomarcadores se basa en los
mecanismos moleculares existentes subyacentes al inicio o progresién de la
enfermedad, como alternativa, un enfoque imparcial que implica la identificacion
no dirigida de proteinas expresadas diferencialmente entre dos grupos analizados.
53

La protedmica basada en técnicas de espectrometria de masas favorece el
enfoque del descubrimiento de biomarcadores no dirigidos, lo que resulta en un
incremento sustancial en nuevos candidatos a biomarcadores. Sin embargo
debido a la cantidad limitada para el analisis de la muestra se reporta un alto
indice de descubrimientos falsos en la expresién diferencial como resultado de
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variabilidad inter e intra individuos. Posteriormente la confirmacion de las
diferencias detectadas y la subsecuente investigacion del impacto de las
enfermedades relacionadas con el biomarcador es necesaria. En general el flujo
de trabajo de la protedmica clasica incluye la separacion de proteinas usando
técnicas basadas en gel o libres de el seguida por la identificacion por
espectrometria de masas.

Algunos aspectos que tienen que tomarse en consideracion incluyen establecer
procesos y plataformas bien caracterizadas asi como evaluacion de la variabilidad
analitica. Se debe tomar en cuenta la forma en la que se puede analizar las
muestras de acuerdo a su complejidad.

El espécimen mas frecuentemente estudiado para el descubrimiento de
biomarcadores son los fluidos corporales (plasma, orina, liquido cefaloraquideo,
lagrima) estos se caracterizan por la alta complejidad y rango dinamico de su
concentracion de proteinas. En el caso del plasma el rango dinamico excede los
10 ordenes de magnitud.

A pesar de los avances en las técnicas de espectrometria de masas los analisis
apenas cubren un rango dinamico entre 3 y 4. Ya que los marcadores potenciales
se encuentran en baja abundancia su deteccion se encuentra obstaculizada por la
presencia de otras proteinas de gran abundancia. Esto es especialmente aplicado
en plasma en el que mas del 95% del total del contenido proteico se forma de 5
abundantes proteinas.

Uno de los métodos recomendados es reducir la complejidad de la muestra. Esta
técnica puede ser aplicada en varias partes del flujo de trabajo experimental. Las
muestras pueden enriquecerse de fracciones celulares seleccionadas o tipos de
proteinas especificos (basada en las modificaciones postranslacionales).
Particularmente los de membrana, las proteinas de matriz nuclear, los de
fosforilacion de proteinas y las glicoproteinas que estan reportadas como una
fuente valiosa para la identificacion de biomarcadores. °°

En el caso de estudios en plasma, la deplecion de proteinas altamente

abundantes como la albumina o las IgG es ampliamente recomendada.
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Hay ocasiones en la que la aplicacion de técnicas de deplecion seguida por
analisis por shotgun no es suficiente para la identificacion de la mayor parte de las
proteinas de baja abundancia, adicionalmente otros problemas concernientes a la
deplecion incluyen la reproductibilidad, co-deplecion de proteinas de interés,
requerimento de mayores insumos y selectividad de las proteinas de alta
abundancia. Una alternativa para minimizar los problemas antes mencionados es
el fraccionamiento extenso. %

Sin embargo adicional a las técnicas antes mencionadas las técnicas de
optimizacién son necesarias, estas incluyen la preparacion de la muestra,
separacion cromatografica asi como el analisis en espectrometria de masas.
Aparentemente las plataformas basadas en espectrometria de masas combinada
con flujos de trabajos analiticos y optimizados permiten una cobertura mas
profunda del proteoma. En comparacibn con los procedimientos
multidimensionales cuando se inicia con una menor cantidad de material de
muestra, menos tiempos analiticos podemos encontrar un proceso costo efectivo

beneficioso. °7

Verificacién de biomarcadores:

La verificacidn es obligada para evaluar los hallazgos obtenidos en la fase de
descubrimiento. Aunque en la fase de descubrimiento se utilicen los enfoques no
dirigidos para definir algun candidato o un conjunto de candidatos para
biomarcadores, la fase de verificacion representa un enfoque enfocado para
evaluacion mas profunda de la sensibilidad, especificidad y capacidad predictiva
del biomarcador. Aun mas importante, la verificacion se realiza en el espécimen
biolégicamente apropiado que puede ser usado posteriormente en la practica
clinica. En general los estudios de verificacion requieren poblaciones de pacientes
mas grandes que en la fase de descubrimiento.

Dependiendo del disefio especifico de estudio la plataforma analitica puede ser la
misma que en la fase del descubrimiento o puede variar con ensayos mas

especificos basados en espectrometria de masas o ensayos de union a proteinas.
58, 59

26



Plataformas bioinformaticas en protedmica clinica.

El conocimiento de los mecanismos bioldgicos es util en la interpretacion de los
resultados de las pruebas proteémicas. La aplicacion de técnicas informaticas
para analizar la informacion asociada con biomoléculas a gran escala, se han
establecido como una disciplina en que abarca un amplia area desde la biologia
estructural, la gendmica hasta los estudios de expresion genética. Los datos
violégicos a nivel de la “omica”desde el transcriptoma a la proteémica y los perfiles
metabodlicos se estan desarrollando a una gran escala y con una velocidad
acelerada. 6°

Para tanta informacidn la ciencia informatica se ha hecho indispensable en la
investigacion especialmente en lo referente a la administracion de grandes
cantidades de informacion y el sondeo de las dinamicas complejas pbservadas en
la naturaleza.

Los principales objetivos de la bioinformatia incluyen: ¢

e La organizacion de la informacion de manera que permita a los
investigadores acceder a la informacion ya existente y aportar nuevos
datos.

e El desarrollo de nuevas herramientas y recursos para integracion y analisis
de datos requeridos para empatar con modelos biolégicos. (InAct, BioGrid,
OMIM, HMDB)

e La aplicacion de dichas herramientas en el analisis e interpretacion de
resultados basados en una significancia biolégica. (String and Cytocape,
AmiGO, KEGG, DAVID)

En particular las bases de datos para protedmica, ontologia genética y busqueda
de rutas asi como la informacion del paciente contienen no solo datos altamente
confidenciales sino que también tiene que estar bien organizada para que provea
datos genuinos y de utilidad. Después del apoyo en informacién que fue capturada
en diferentes bases de datos, el siguiente paso son los enfoques informaticos de
manera sistémica para la integracién de datos. Estos enfoques proporcionan los
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medios de inferencia in silico y cambios analiticos en las interacciones y en la
dinamica de los flujos de trabajo. Algunas de las herramientas de integracion de
las bases de datos de protedmica son: 2

e Analisis de vias: KEEG, Ingenuity Pathway Analysis (www.ingenuity,com)

MetaCore (http://host.genego.com/metacore.php)

e Mapeo de las vias: Reactome, PathViso, BioCyc plugin

e Analisis de ontologia genética: ClueGO, BINGO, FuncAssociate

e Anadlisis de redes: GeneMania, DisGeNet, EnrichmentMap, NetAtlas,
NetworkAnalyzer, KUPNetViz

e Mepeo de interactoma: iRefScape, MiMI, PanGIA, BioNetBuilder,
Bisogenet, FunNetViz

e Analisis de metaboloma: IDEOM, MAVEN, MetaCore, Beilstein, mzMatch

Validacién de candidatos a biomarcadores

El objetivo principal de la fase de validacion es la evaluacion de la utilidad clinica
de los candidatos a biomarcadores. La validacion debe ser realizado con una
muestra grande, independiente y suficiente que refleje la heterogenicidad de la
poblacién blanco. Este proceso es obligatorio ya que la exactitud del diagndstico
en general se sobreestima en el modelo propuesto. Para demostrar la utilidad
clinica, los estudios de validacion deben ser guiados en un contexto especifico y
usado en la poblacion blanco siendo dependiente de las necesidades clinicas de
los biomarcadores, estos deben cumplir con diferentes requerimientos de
desemperfio clinico (sensibilidad y especificidad). La exactitud del biomarcador
individual o el desempefio de un panel de biomarcadores puede ser medido por un
analisis ROC (receiver operating characteristics). La curva ROC representa una
curva de positivos verdaderos contra una curva de falsos positivos. %

La especificidad se define con el método 1-FPR. En este método el area bajo la
curva se usa como indicador del desempefio de los biomarcadores en cuando a su
habilidad de distinguir entre los pacientes control y aquellos afectados por la
enfermedad. Es muy importante determinar la cantidad de falsos positivos y

negativos de manera que se pueda establecer una clasificacion optima de los
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limites en cuanto al nivel de especificidad y sensibilidad. Los biomarcadores
utilizados para cribado deben tener alta sensibilidad y mas frecuentemente y mas
importante un bajo nivel de falsos positivos. Por otro lado las pruebas de
diagnodstico especifico requieren altos valores predictivos positivos. Debido al
hecho que la sensibilidad y especificidad no proveen informacién sobre la
probabilidad de ocurrencia de la enfermedad, los valores predictivos de
enfermedad tienen que ser evaluados. Sin embargo estos valores son
dependientes de la prevalencia de la enfermedad y solo pueden ser medidos en
estudios prospectivos. Todos los valores de falsos positivos y negativos
independientemente del uso clinico tienen que ser considerados para la medicion
del indice riesgo beneficio. &3

Varios retos se encuentran en la etapa de validacion estos incluyen la calidad de
las muestras y su disponibilidad, los recursos econdmicos y los requerimientos de
las agencias regulatorias.

Para asegurar la robustez del estudio, la validacion se debe realizar en estudios
multi céntricos o en cohortes selectas que representen la poblacion blanco.
Teniendo en mente que los candidatos mas promisorios deben ser probados en
miles de muestras, la validacion requiere metodologia cuantitativa y de alto
rendimiento. No todas las plataformas aplicables en las etapas previas pueden
cumplir con los requerimientos. Cambiar las plataformas pueden ser necesarios:
los biomarcadores descubiertos usando técnicas basadas en geles no pueden ser
validados con las mismas técnicas principalmente por su limitado rendimiento. Por
otro lado la espectrometria de masas sirve como un buen ejemplo de técnica pues
puede ser aplicada en todas las fases del desarrollo del biomarcador. La alta
reproductibilidad, alto rendimiento y relacion costo beneficio es lo que le da estas
ventajas. Estas caracteristicas junto con la necesidad de desarrollar paneles de
biomarcadores hacen que la espectrometria de masas sea una plataforma
atractiva para el desarrollo de biomarcadores. %*

Las aproximaciones basadas en anticuerpos estan considerados como el estandar
de oro en la aplicacidn clinica ya que esta tecnologia es ampliamente conocida.

Sin embargo la aplicacidn de inmunoensayos frecuentemente se ve obstaculizada
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por la falta de anticuerpos de buena calidad. Adicionalmente, el ensayo de ELISA
permite la detecciéon de un unico antigeno, lo que es un inconveniente para los
paneles de biomarcadores. El rango poco dinamico y el alto costo de desarrollo de
los ensayos basados en ELISA indican una utilidad moderada de esta técnica en
estudios de validacion a gran escala. Para evadir algunas de las limitaciones antes
mencionadas los inmunoensayos multianaliticos se han aplicado, estos incluyen
los arreglos planares y los ensayos con micro esferas. En los ensayos planares se
han usado diferentes anticuerpos en una superficie plana, mientras que en el la
segunda los anticuerpo se inmovilizan con una variedad de micro esferas.
Actualmente los anticuerpos son usados comunmente como ligandos pero los

aptameros (oligonucledtidos) pueden ofrecer una alternativa novedosa. 85 6

ANTECEDENTES

La retinopatia diabética es una enfermedad con un estado preclinico largo donde
el paciente se mantiene asintomatico (Diabéticos sin retinopatia y los diabéticos en
estadio no proliferativo). Un biomarcador util en estas etapas de la enfermedad
puede ayudar a la estadificacion del riesgo y asi optimizar los recursos para
propdsitos de seleccidn. Biomarcadores que predicen la progresion a formas de la
enfermedad mas severas pueden guiar el control de los factores de riesgo asi
como las intervenciones preventivas. Finalmente en formas tratables de la
enfermedad, un biomarcador puede proveer informacion pronostica asi como la

respuesta a las diferentes modalidades de tratamiento. €7

Biomarcadores séricos de retinopatia diabética:

Hemoglobina glicosilada:

El marcador mas estudiado dentro de los biomarcadores séricos es la
hemoglobina glicosilada (HbA1c) y este sigue siendo el unico biomarcador
validado para incidencia y progresiéon. De acuerdo al estudio de control y
complicaciones de diabetes (DCCT), una media de HbA1c de 7.2% en diabéticos

30



tipo uno en un periodo de 6.5 afos reduce la incidencia y progresion de retinopatia
diabética de un 54 a 76%. Por otro lado en pacientes diabéticos tipo 2 tienen una

reduccion del 25% cuando hay un buen control glucémico. %82

Biomarcadores relacionados con inflamacién y disfuncion endotelial

Dos marcadores de inflamacion estan reportados: Proteina C reactiva (CRP) e
hiperhomocisteinemia. Estos tienen evidencia fuerte de asociacion con incidencia
y progresion de retinopatia diabética. La CPR es una proteina de fase aguda que
se usa ampliamente en la practica clinica para el diagnostico y monitoreo de
enfermedades inflamatorias agudas o crénicas. Un meta analisis de 22 estudios
mostro que la CRP se encontraba aumentada en sujetos con RD con una
diferencia media estandarizada de 0.22, 95% de intervalo de confianza y era mas
alta en pacientes con enfermedad proliferativa que en los que no era proliferativa.
68

Se ha encontrado una asociacion entre hiperhomocisteinemia asociada con
retinopatia diabética como se muestra en un metaanalisis de 31 estudios en donde
se encontraron altos niveles de homocisteina en la retinopatia del diabético tipo 1
pero no en el del tipo 2. ©°

Otros biomarcadores ligados con inflamacion, disfuncidn endotelial o trombosis
que han mostrado asociaciéon con retinopatia diabética incluyen el factor de
necrosis tumoral alfa, receptores solubres para TNF, amiloide sérico A,
glicoproteina 130, moléculas de adhesidén 1, E-selectina, laminina, Pentrexina 3,
S100A12, anticuerpos antimieloperoxidasa, lectina ligadora de manosa (MBL),
proteina ligadora de retinol 4 (RBP4), ADAMTS13, dimero d, inhibidor del
activador de plasminogeno (PAI-1). 7°

Otras proteinas séricas:

Los productos de glicacion avanzada son de particular interés ya que estan
directamente relacionadas con el proceso patogénico subyacente en la diabetes
mellitus. Los productos de glicacidn se forman en condiciones de hiper glicemia o

altos niveles de estrés oxidativo. Estas se han visto estar asociados a incremento
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en el riesgo, incidencia y progresion de retinopatia diabética, probablemente por
los efectos sobre las funciones de las células endoteliales. 7’

Otras proteinas séricas como el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21),
adiponectina y cistatina C se ha reportado estar asociado a la presencia y
severidad de retinopatia diabética. 72

Biomarcadores protedmicos:

Las técnicas de analisis protedmico han permitido la identificacion de proteinas
diferenciales en diferentes estadios de la enfermedad y mantienen una promesa
de descubrimiento de nuevos biomarcadores. Usando electroforesis de dos
dimensiones (2DE) vy espectrometria de masas matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-figh (MALDI TOF MS), se han encontrado 5
proteinas con expresion diferencial involucrada en el transporte, transduccion,
reparto de oxigeno y respuesta inmunologica. La presencia de retinopatia
diabética fue asociada con incremento en los niveles de proteina ligadora de
retinol 1 (RBP1), el nucleosido difosfato asociado a X (NUD10) y neuroglobina
(NGB) asi como la disminucion de la porcion gamma 2 de la hemoglobina vy
CD160. 2

Otro estudio mostré que los pacientes con DM tienen incremento en los niveles de
proteinas inflamatorias (glicoproteina 2 alfa rica en leucina), proteinas
transportadoras (afamina y porteina ligadora de vitamina D), proteinas
estructurales (gelsolina, citoqueratina 8), proteina arginina N metiltransferasa 5. 73
El incremento en los niveles de glicoproteina beta dos, una proteina involucrada
en la coagulacion también fue asociada con incremento en la severidad de la
retinopatia diabética. "* Ninguno de estos estudios se validaron en una cohorte
independiente. El estado de los estudios de protedbmica sigue siendo de naturaleza

exploratoria, lo cual hace que de momento no sean utiles en la clinica.

Biomarcadores metabolomicos:
Son productos finales de los procesos celulares. Se ha reportado que usando

cromatografia de gas y espectrometria de masas en pacientes con retinopatia
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diabética no proliferativa se observan niveles disminuidos de 1,5 anhidroglucitol y
aumento de los niveles de 1,5 gluconolactona, acido 2 deoxiribonico, acido 3,4
dihidrobutirico, eritritol, acido gluconico, manosa, ribosa y urea.

El mapeo de las vias de estos metabolitos revelan un aumento significativo en la
via de la pentosa fosfato que es responsable de la generacion de NADPH para
prevenir el estrés oxidativo. Este estudio incluye una validacion independiente en
una cohorte en el sur de la India. Otros estudios tendran que validar los resultados
en otras poblaciones y otros grupos étnicos.

Adicionalmente se observa un incremento en las concentraciones de citosina,
cistidina y timidina asociado a pacientes con retinopatia diabética comparado con
aquellos que no la tienen. La cistidina fue la que tuvo una mayor area bajo la curva
teniendo una sensibilidad y especificidad como biomarcador de 73.7 y 91.9%
respectivamente. ElI mecanismo exacto que lleva a las complicaciones
microvasculares en DM es complejo pero involucra un dano y disfuncién en la

membrana celular. 78

Biomarcadores oculares en retinopatia diabética.

Moléculas angiogénicas en vitreo.

En la patogénesis y progresion de la enfermedad de la retina generada por
diabetes se han reportado factores angiogénicos y antiangiogénicos involucrados
con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) siente este uno de los
biomarcadores mejor conocidos y que se incrementa en pacientes con retinopatia
diabética. En modelos tridimensionales, VEGF promueve la angiogénesis,
induciendo la invasion de geles de colageno por células endoteliales que forman
estructuras capilares. Este efecto esta ampliamente aumentado por el factor de
crecimiento de fibroblastos, que de igual manera se incrementa en la retinopatia
diabética proliferativa. 7’

El VEGF induce neovascularizacién en pacientes con retinopatia proliferativa por
varios mecanismos; hipoxia y acumulo de productos de glicacion avanzada en el
vitreo activando diferentes vias de senalizacion. También tiene la habilidad de

producir exudacion vascular por la disminucion de dos proteinas criticas en el
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mantenimiento de las uniones endoteliales; la ocludina y la zonula ocludents tipo
1. 78

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) esta implicado en la
retinopatia proliferativa; en cultivos se ha mostrado la estimulacion, proliferacion y
quimiotaxis del epitelio pigmentado de la retina (RPE) actuando como un factor
paracrino de crecimiento. Adicionalmente media la contraccion del tejido
fibrovascular lo que lleva a desprendimiento de retina traccional, también se ha
visto induce la expresion de VEGF en cultivos celulares. 7°

El incremento en los niveles de o6xido nitrico (NO), factor de crecimiento de
hepatocito (HGF), angiopoetina 2, CYR61 y CD200s se encuentran incrementados
en pacientes con retinopatia diabética proliferativa. Por otro lado el IGF-1 que
tiene efecto proliferativo en las células endoteliales de la retina se encontro
disminuido en los pacientes con retinopatia proliferativa comparado con los

controles. 80

Biomarcadores anti angiogénicos.

Si existe un incremento en los factores angiogénicos y una disminucién de los
factores antiangiogénicos, las células iran por un camino de neovascularizacion.
Es importante considerar los niveles de los factores anti angiogénicos en los
pacientes con retinopatia proliferativa. El factor derivado de epitelio pigmentado
(PEDF) fue descrito como un factor con propiedades neuroprotectoras sin
embargo existe evidencia que es un inhibidor natural de la angiogénesis en el
vitreo en donde se encuentra en altas concentraciones. La avascularidad de la
cornea y del vitreo se le atribuye al PEDF. Su secrecion disminuye bajo
condiciones de hipoxia lo que explica por que sus niveles estan disminuidos en el
vitreo de pacientes con retinopatia diabética proliferativa. &

El factor de crecimiento transformante beta (TGF b) se produce en el epitelio
pigmentado de la retina y en los pericitos del endotelio de la retina. Actua como un
regulador del crecimiento porque puede ser inhibir o estimular la proliferacion
dependiendo del contexto bioldgico ocular. En fases tempranas de la retinopatia
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diabética predomina el perfil antiangiogénico y conforme se va hacia retinopatia
proliferativa va disminuyendo el TGF b. 82

Biomarcadores inflamatorios:

Se han reportado que las citocinas proinflamatorias y otros marcadores como la
proteina C reactiva (PCR) estan elevados en las muestras de suero, humor vitreo,
humor acuoso y lagrimas de pacientes con DR.83% Otros informes han
demostrado que la supresion de algunas citocinas puede proteger de cambios
patoldgicos en los capilares retinianos en modelos animales. # todos esos
estudios apoyan la hipdtesis de que la RD se comporta como una enfermedad
inflamatoria subclinica de bajo grado. Por tanto, la medicion de diversas citocinas
en pacientes con diferentes estadios de RD puede facilitar la propuesta de nuevos
biomarcadores para su posterior validacion en estudios mayor muestra o en
cohortes de pacientes diabéticos y con retinopatia diabética. Los estudios previos
de biomarcadores inflamatorios no han sido consistentes en sus conclusiones y
pocos de ellos han estudiado el perfil inflamatorio en las diferentes etapas de la
enfermedad.

Muchas citocinas juegan un papel en la fisiopatologia de la RD y tienen multiples
interacciones que impactan en la patogénesis de esta complicacion de la DM2.
Por tanto, es importante estudiar el perfil de citocinas de cada fase de la RD para
que podamos comprender la influencia de la inflamacién en la fisiopatologia de
cada etapa.

El sistema “Citometric beads array” (CBA) ha brindado la posibilidad de analizar
varias proteinas en un pequefio volumen de liquido como por ejemplo, muestras
de lagrimas o humor acuoso.8%%?2 El CBA utiliza citometria de flujo y utiliza
microparticulas de tamafio uniforme para medir un panel de seis citocinas por
prueba de forma simultanea en un volumen tan pequefio como 25-50uL. Es
posible cuantificar una variedad de proteinas solubles e intracelulares, como
citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y proteinas fosforiladas.93-%

Ademas, los ensayos que utilizan CBA estan validados para la medicién de
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citocinas de suero y cultivo de tejidos; sin embargo, este método también es dutil
para la medicion de citocinas en sobrenadantes homogeneizados de érganos .

Biomarcadores de la pelicula lagrimal:

En la ultima década los biomarcadores protéicos para enfermedades oculares se
han buscado en la lagrima. Es un método no invasivo y que es facilmente
accesible. La lagrima es una mezcla de proteinas, lipidos, sales, mucinas y otras
moléculas organicas.

En retinopatia diabética se ha encontrado un incremento en la apolipoproteina A-1
9 los productos avanzados de glucocilacion y glucosaminoglucanos %. Los
pacientes con retinopatia diabética tienen incremento en la inmunoglobulina Ay en
los niveles de lisosimas, mientras que los niveles de lipocalina eran menores que
en el grupo control. El contenido global proteico de la lagrima esta incrementado
en pacientes diabéticos.%

El contenido puede ser examinado por diferentes técnicas incluyendo
electroforesis, espectrometria de masas y arreglos de proteinas. Usando la técnica
iTRAQ para los estudios de protedmica en lagrima se reportd un incremento
significativo en lipocalina, lactotransferrina, lacritina, lisocima C, lipofilina A e
inmunoglobulina lamda observado en los pacientes con retinopatia diabética
proliferativa. 1°°

Para cistatina S también fue encontrada significativamente elevada en el estadio
no proliferativo. Usando espectrometria de masas y western blot se mostraron
niveles disminuido de LCN-1 (barre lipidos y acidos grasos de las superficies
hidrofébicas) y HSP 27 (proteina de choque térmico) en pacientes con retinopatia
diabética en comparacién con el grupo control. Por el contrario en pacientes con
retinopatia diabética no proliferativa se observd un nivel de B2M (presente en la
superficie de todas las células nucleadas que interactua y estabiliza la estructura
terciaria del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1) mas elevada en
comparacion con pacientes diabéticos sin retinopatia diabética y que los grupos

controles.
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La expresion de proteina de choque de calor HSP son diferentes en sangre y
lagrima. A diferencia de las lagrimas, el nivel de HSP en la sangre se observa

elevado. 101

Limitaciones de los estudios actuales

Los reportes de nuevos marcadores muestran pistas significativas para entender
el proceso patologico, mejorando el diagnostico y el pronostico y ultimamente el
bienestar del paciente. Algunos de estos marcadores, sin embargo, siguen siendo
herramientas de investigacion y no han podido incluirse a la practica clinica. La
mayoria de estos biomarcadores tanto sistémicos como oculares no han
incrementado su valor y siguen sin tener replicacion en cohortes independientes
de manera que no han alcanzado valores en clinica importantes como lo es la
HbA1c y la duracion de la DM. La mayor parte de estos marcadores no se ha
evaluado en modelos predictivos para retinopatia diabética. Biomarcadores
nuevos para la evaluacion de iniciativas de salud publica como programas de
tamizaje o prevencion primaria siguen ausentes.

A pesar de los estudios con metodologia solida y grandes tamafios de muestra,
biomarcadores genéticos concluyentes no han sido encontrados. Un area de
oportunidad en investigacion en esta area se podria beneficiar del cambio de
enfoque a candidatos para poder probar en cohortes independientes.

Marcadores oculares como VEGF y PDGF pueden servir potencialmente como
biomarcadores para tratamientos presentes y futuros, pero los métodos para

evaluar estos marcadores son invasivos y no practicos para pacientes o clinicos.
102

37



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La retinopatia diabética es un problema de salud publica ya que es responsable
por aproximadamente 8000 casos de ceguera al afo, se calcula que es
responsable de 12% de ceguera a nivel mundial, siendo esta la primera causa de
ceguera prevenible. Se presenta hasta en 30% de todos los pacientes diabéticos.
Los pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad (retinopatia diabética
proliferativa) son los grupos vulnerables ya que tienen alta probabilidad de llegar a
la ceguera legal (vision peor de 20/200 Snellen) al cabo de 6 meses. El dafio fisico
genera una incapacidad laboral psicosocial con repercusiones a la calidad de vida
y a la economia local y global.

Con el avance de las técnicas avanzadas para el analisis diferencial de proteinas
en diferentes muestras biologicas combinado con el empleo de métodos de
fraccionamiento, separacion e identificacion de péptidos y proteinas, asi como de
la bioinformatica, se han identificado posibles biomarcadores pero sus resultados
no han podido ser aplicados a la clinica por su falta de replicacion en una
poblacion mas numerosa heterogénea. Se requieren estudios que incluyan
pacientes en diferentes estadios de la enfermedad, principalmente en etapas
tempranas, para identificar candidatos biomarcadores y posteriormente validarlos

en una muestra poblacional mayor.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
¢ Cual es el perfil inflamatorio en suero de pacientes con retinopatia diabética

secundaria a diabetes mellitus tipo 2 en sus diferentes etapas?

JUSTIFICACION:

Identificando el perfil inflamatorio de citocinas presentes en las diversas etapas de
la retinopatia diabética estas podran utilizarse como biomarcadores de
diagnostico, prondstico de la enfermedad, asi como de respuesta a las
intervenciones terapéuticas. Ademas se hara posible la identificacion de nuevos
blancos terapéuticos.
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Estos resultados podrian ser utiles para sustentar futuras investigaciones clinicas,
epidemioldgicas y fisiopatoldgicas, que ayuden a identificar marcadores de riesgo
temprano de complicaciones microvasculares asociados con algun grado de
resistencia a la insulina. Los estudios enfocados a la identificacion de posibles
rutas causales para el desarrollo de retinopatia diabética son de alta prioridad para
implementar medidas de prevencion y control mas especificas y eficientes para
retardar la aparicion de este tipo de complicaciones microvasculares con alto

impacto en la calidad de vida de los pacientes con diabetes.

HIPOTESIS
El perfil inflamatorio de citocinas en suero de pacientes con retinopatia diabética
en diferentes estadios es diferente al perfil de citocinas de pacientes sanos.

OBJETIVO GENERAL
e Medir la concentracidon de citocinas inflamatorias de las principales
respuestas inflamatorias CD4 + T helper en suero sanguineo de pacientes
mexicanos con RD en diferentes estadios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar el perfil de citocinas inflamatorias en cada uno de los diferentes
estadios de retinopatia diabética.
e Correlacionar el perfil de citocinas con parametros clinicos IMC, HbA1c y
creatinina sérica.
e Construir modelo de regresion lineal y regresion logistica entre las

diferentes variables.
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METODOLOGIA

Calculo de tamafo de muestra:

Si el tamafio de la poblacion es desconocido (pacientes que acuden a consulta de
Oftalmologia Integral del Instituto de Oftalmologia durante el periodo de muestreo),
y utilizando el calculo basado en una distribucion normal, se debe seleccionar una
muestra con al menos 64 sujetos para calcular una proporcion estimada de 37%
(prevalencia mas baja de los grupos) con un error aceptado de 10% y un nivel de
confianza del 90% y un poder del 75%.

Articulo de referencia: Malik et al 2018 103

Se realizara la seleccion y evaluacion clinica y oftalmolégica de los sujetos

participantes agrupandolos en los siguientes grupos:

e Grupo 1: Sujetos sin DM2 (n=16)
e Grupo 2: Sujetos con DM2 sin retinopatia (n=16)
e Grupo 3: Sujetos con DM2 y retinopatia no proliferativa (n=16)

e Grupo 4: Sujetos con DM2 y retinopatia proliferativa (n=16)

Criterios de inclusion y exclusion para los casos
Criterios de inclusion:
e Personas con DM2
e Edad 240 afnos de edad
e Género indistinto
e Paciente que reciba tratamiento para DM2
e Estudios de laboratorio sanguineo completo: glucosa sérica, hemoglobina

glicosilada, urea y creatinina

Criterios de exclusion:
e Enfermedades cronicas oculares: Glaucoma, degeneracion macular
asociada a la edad, sindrome de ojo seco, sindrome de Sjogren.
e Alta 40iopia
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e Enfermedades inflamatorias oculares: Rosacea, queratitis, uveitis o
conjuntivitis

e Enfermedades infecciosas sin actividad en los ultimos 6 meses.

e Fotocoagulacion panretiniana o aplicacion de antiangiogénico por
retinopatia diabética

e Retinopatias de otro origen

e Tratamiento oftalmoldgico quirurgico previo intraocular

e Enfermedades sistémicas autoinmunes o neoplasicas.

e Insuficiencia renal secundaria a DM

Criterios de eliminacion:
¢ Necesidad de tratamiento por complicaciones de retinopatia diabética
e Perdida de seguimiento

¢ Retiro de consentimiento para el estudio.

Valoracion clinica oftalmoldgica:

El examen oftalmologico incluira: agudeza visual con y sin correccion (debido a
que esta reportado que los pacientes con alta miopia tienen un efecto protector
ante la retinopatia diabética y esto puede ser un potencial sesgo), presion
intraocular (descartar glaucoma neovascular, que es una de las complicaciones
asociadas a retinopatia diabética), y exploracion clinica detallada bajo dilatacion
pupilar.

Para la evaluacion de la retinopatia, edema macular y para su estadificacion se
utilizara una camara no midriatica con fotografias de 45° x 40°. En resumen, se
identificaran cambios microvasculares en la retina como microaneurismas,
exudados, arrosaramiento venoso y anormalidades microvasculares intra-
retinianas (IRMAS).

La RD se clasificara segun su severidad en no proliferativa (leve, moderada y
severa) y proliferativa segun la clasificacion de ETDRS.
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Analisis de citocinas proinflamatorias en suero sanguineo.

Toma de Muestra de suero

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.

Determinacion de citocinas Th1/Th2/Th17 por Cytimetric Bead Array (CBA)

Se utilizé un kit de CBA para la deteccion de citoquinas humanas Th1/Th2/Th17
(BD, San José CA, USA), para medir los niveles de las siguientes citoquinas:
interleucina 1B (Il-1B), interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-
6), interleuquina-10 (IL-10), Factor de Necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interferon-
gamma (IFN-y) e interleucina-172 (IL-17%) en una sola muestra de plasma. El
rendimiento del kit ha sido optimizado para el analisis de las concentraciones
fisiologicamente relevantes (niveles en pg/ml).

Para el ensayo se obtuvo el plasma de cada uno de los 4 grupos de estudio y se
realizo al ensayo de CBA para la deteccion de citoquinas Th1 (IL-2, TNF, IFN-y);
Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) y Th17 (IL-17), siguiendo estrictamente las indicaciones del
fabricante. Las muestras fueron diluidas 1/16.

Antes de comenzar con el ensayo: Se prepararon los estandares siguiendo los
pasos mencionados a continuacion:

Se reconstituyd el estandar 15 minutos antes de realizarse las diluciones en
cabina de flujo laminar con 2mL del diluyente del estandar. Se le dejé equilibrar

durante al menos 15 minutos antes de hacer las diluciones. Se agité para mezclar.

Se agrego 300ul del diluyente del estandar a tubos de vidrio con los siguientes
rétulos: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256.
3. Se realizaron diluciones seriadas afnadiendo 300uL de cada estandar al tubo

siguiente. Se agitaron para mezclar entre cada transferencia. El tubo con el
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estandar no diluido sirvi6 como la concentracion del estandar mas alto. El
diluyente del estandar sirvio como la concentracion cero (Opg/ml).
Se mezclaron los beads siguiendo los pasos mencionados a continuacion:

1) Se determiné el numero de tubos de ensayo (incluyendo estandares y
controles necesarios para el ensayo.

2) Se agito fuertemente cada tubo con la suspensién de beads de capturade 3 a
5 segundos antes de mezclarlos con las muestras.

3) Se agrego una alicuota de 10uL de cada uno de los beads de captura y se
agité la mezcla.

Para la realizacion propia del ensayo se siguieron los siguientes pasos:

1) Se mezclaron los beads de captura, de los cuales se agregaron solamente
50uL a cada tubo de ensayo.

2) Se anadio 50uL de las diluciones del estandar de las citoquinas Th1/Th2/Th17
a los tubos utilizados como controles.

3) Se afiadio 50uL de cada muestra a los tubos respectivos.

4) Se agregd 50uL del reactivo de deteccion de las citoquinas humanas
Th1/Th2/Th17 a todos los tubos de ensayo.

5) Se incubaron los tubos de ensayo durante 3 horas a temperatura ambiente,
protegidos de la luz.

6) Se anadido 1mL del buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugo a
200g durante 5 minutos.

7) Se aspir0 y descarto el sobrenadante de cada tubo de ensayo.

8) Finalmente, se anadio 300uL de solucion de lavado a cada tubo de ensayo
para re-suspender el sedimento de los beads.

La adquisicion de datos se realizd usando un citometro de flujo FACSCalibur,

dentro de las 24 horas post ensayo y los resultados fueron analizados por el
software BDTM Cytometric Bead Array Software, version 1.4.

Analisis estadistico:
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Las caracteristicas demograficas de los pacientes se describieron mediante
medias y desviacion estandar. Para evaluar la distribucion de las variables
estudiadas se utilizé la prueba de Shapiro Wilk. Dada la distribucién de los datos,
el analisis comparativo entre los diferentes grupos se realiz6 mediante pruebas no
paramétricas: para analizar los valores con distribucién no normal se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney (para comparacion de 2 grupos) y la prueba de
Kruskal Wallis (para comparaciéon de mas de dos grupos); para analizar valores
con distribucidon normal utilizamos la prueba T de student para muestras
independientes y ANOVA. Para el analisis de correlacion de valores con
distribucion normal utilizamos la prueba de correlacion de Pearson y de valores
con distribucidn no normal, la prueba de correlacion de Spearman. El nivel
aceptado de significancia se establecid en p <0.005 después de la correccién de
Bonferroni. La transformacion logaritmica se utilizé para mejorar la normalidad de
las citocinas y las concentraciones de factores inflamatorios. Todas las
suposiciones para los analisis multivariados de covarianza (MANCOVA) se
evaluaron antes de comparar las medidas de citocinas entre los cuatro grupos, el
IMC se utilizé como covariable debido a que se ha reportado el impacto en los
niveles de citocinas plasmaticas (Fong T, 2019)'%4. Para la investigacion de los
efectos principales, se aplicé un ANCOVA post-hoc con IMC como covariable y
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples. Construimos un modelo
de regresion lineal como referencia y un modelo logistico ordenado. Para evitar la
sobrerrepresentacion, calculamos los factores de inflacion de la varianza (FIV)
para cada variable. Ambos modelos incluyeron la gravedad de la RD como
variable de respuesta. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software
estadistico Stata (STATA /IC), version 16 (IBM Inc. Chicago, IL, EE. UU.)

Aspectos Eticos:

Este estudio prospectivo se adhirié a la declaracion de la Asociacion para la
Investigacion en Visidon y Oftalmologia (ARVO) sobre estudios con sujetos
humanos, se realizé de conformidad con la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial y fue aprobado por la Junta de Revision Institucional
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antes de iniciar el estudio. Se obtuvo el consentimiento informado (Anexo 1) por
escrito de todos los sujetos involucrados en este estudio.

RESULTADOS.

Datos clinicos y demograficos:

Se incluyeron en el estudio un total de 64 sujetos, 16 pacientes en el grupo control
(Sin DM, Sin DR), 16 pacientes en el grupo DM2 sin retinopatia diabética (NDR),
16 en el grupo de retinopatia diabética no proliferativa (NPDR) y 16 en el grupo de
retinopatia diabética proliferativa (PDR). Las caracteristicas clinicas se enumeran
en la Tabla 1.

No hubo diferencias estadisticas en el sexo, la edad o los afios de diagndstico. La
HbA1c y el indice de masa corporal fueron sustancialmente mas altos entre los
grupos de retinopatia diabética (RDNP y RDP) en comparacién con el NDR. La
creatinina sérica se elevd considerablemente en el grupo RDP en comparacion

con los otros tres grupos de estudio. .

Analisis de citocinas séricas:

La comparacién con los resultados de ANOVA post-hoc entre grupos y la
significacion después de la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples
se reporta en la Tabla 2.

Los pacientes del espectro DR mostraron concentraciones significativamente
elevadas de citocinas IL-6, IL-8, IL-12, IL-17a y niveles de TNFa en comparacion
con el grupo de control.

Entre los grupos de diabéticos, los sujetos con retinopatia diabética proliferativa
mostraron una concentracién ligeramente menor de citocinas IL-6, IL-12, IL-17a
que los grupos NDR y NPDR. Solo el TNFa fue significativamente mas alto en

este grupo en comparacion con los demas. (Figura 1)
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La IL-8 se considerd elevada solo en el grupo NPDR, para todos nuestros
resultados y discusion posterior solo contabilizamos una diferencia significativa

después de la correccion de Bonferroni.

MANCOVA y analisis post-hoc:

Al comparar los niveles de citocinas en suero entre el grupo Control, NDR, NPDR
y PDR controlando por BMI, utilizando MANCOVA general se identificd una
diferencia entre los grupos (A = 0.0244; F (40,210) = 8.75; p <0,0001) y los niveles
de citocinas; no encontramos una interaccion con grupo estadistico * IMC (A =
0.06; F (30,153) = 0.97; p = 0.52). Utilizando ANCOVA post-hoc con IMC como
covariable no se evidenciaron diferencias entre los grupos y los niveles de

citocinas dependiendo de la covariable. (Tabla 3)

Analisis de correlacion:

Cuando se analiz6 la correlacion entre las caracteristicas clinicas y la
concentracion de citocinas con la presencia y severidad de RD se observo una
correlacion estadistica positiva con HbA1c (rho = 0.687 con p = 0.01), IMC (rho =
0.815 con p = 0.001) y creatinina sérica. (rho = 0,801 con p = 0,001). De las
citocinas séricas se observo una correlacion positiva en IL-6 (rho = 0.304 con una
p = 0.006) y TNFa (rho = 408 con una p = 0.001). El resto de las variables no

mostro correlacion estadistica. El analisis de correlacion se reporta en la Tabla 4.

Analisis de regresion lineal multiple:

Todas las variables presentaron una independencia aceptable (VIF <5,0) con una
media de 2,44. Asi, todos ellos fueron incluidos en ambos modelos de regresion.
La regresion lineal multiple presenté una bondad de ajuste aceptable (R2 ajustado
= 0,857). Las variables TNF, HbA1c e IMC mostraron una relacion significativa con
la severidad de la RD (p <0.01), asi como con IL6, IL17 y Creatinina sérica (p
<0.05). Sin embargo, dado que la gravedad de la RD es una variable ordinal,
construimos una regresion logistica ordenada que también presenta una bondad

de ajuste adecuada (R2 ajustado = 0,637).
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Este modelo mostré que IL1B, TNF e IMC estan relacionados significativa y
positivamente con la severidad de la RD (p <0.01), al igual que la Creatinina (p
<0.05). (Tabla 5)

DISCUSION:

La RD es una complicacion que amenaza la vision en pacientes diabéticos. El
dafio microvascular e isquémico causado por la hiperglucemia y las vias
metabdlicas anormales conducen a la liberacion de factores pro angiogénicos,
inflamatorios e inmunoldgicos. Se han detectado concentraciones elevadas de
diversas citocinas inflamatorias y mediadores angiogénicos en el humor vitreo,
humor acuoso y el tejido retiniano. Hay informes de que las quimiocinas séricas
estan significativamente elevadas en pacientes con retinopatia diabética no
proliferativa al menos grave. 105106

En este estudio encontramos que IL-6, IL-12, IL-17a y TNFa mostraron diferencias
significativas entre el grupo de control y los sujetos diabéticos. Las PDR exhiben
concentraciones ligeramente mas bajas de IL-6, IL-12 e IL-17a y concentraciones
mas altas de TNFa en comparaciéon con NDR y NPDR También encontramos una
correlacion estadistica positiva entre la presencia y la gravedad de la RD con los
parametros clinicos HbA1c, IMC, creatinina sérica y la concentracion de citocinas
IL-6 y TNFa. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con diabetes y RD tienen
un perfil inflamatorio cronico mas fuerte en comparaciéon con los sujetos no
diabéticos.

Las citocinas son sintetizadas por los linfocitos, macrofagos, monocitos,
fibroblastos y células endoteliales, entre muchas otras células. Estas median las
interacciones intercelulares en las reacciones inmunes, los procesos inflamatorios

de fase aguda y estan involucrados en las vias de la hematopoyesis.

Existen tres tipos de respuesta CD4 + T helper (Th) que promueve respuestas
inmunes celulares y humorales y que estan altamente asociadas con la

inflamacion en los fluidos y tejidos oculares.’”” Se producen IL-1B, IL-2, IFNy y
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TNFa por respuesta Th1, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 son producidas por células Th2 e
IL-17a por respuesta Th17.'% El ensayo por CBA es capaz de analizar las
citocinas antes mencionadas simultaneamente en un volumen tan bajo como 200
uL en cada muestra. Esta técnica nos permite analizar el perfil de citocinas en
cada etapa de la RD y puede contribuir a una mejor comprension del proceso
inflamatorio y su correlacién con el desarrollo y progresién de la enfermedad.

No esta clara la importancia de las citocinas circulantes para el desarrollo de RD o
si pueden usarse como biomarcadores de diagndstico y prondstico. Los estudios
disponibles en esta materia han sido contradictorios en sus conclusiones.

Hang et al, midieron las citocinas en el plasma de pacientes con DM2 y DR,
encontraron que MCP-1, IL-6, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17, sCD40L, sIL -2Ra y
TNF-B aumentaron significativamente en el grupo diabético en comparacion con
los controles, mientras que FIt-3L, IL-1Ra, IL-3, IL-5 e IL-12 fueron menores en el
grupo diabético en comparacion con el grupo control. Cuando el grupo de
diabéticos se subdividid por estadio de RD, Hang, et al., reportaron que el nivel
plasmatico de TNF-a estaba significativamente elevado en pacientes con
retinopatia diabética proliferativa (PDR) en comparaciéon con los niveles en
pacientes con retinopatia diabética no proliferativa (NPDR) y pacientes sin
retinopatia diabética aparente (NDR).'%  También Koleva-Georgieva et al.,
midieron los niveles de IL-1B, IL-6, TNF-a y VEGF reportando que los pacientes
con RD mostraron niveles mas altos de estas citocinas en comparacién con los
grupo no diabético, en sus conclusiones, estas citocinas mostraron una correlacion

positiva con la severidad de la RD. '"°

Mirza y col. midieron las citocinas IL-6, TNF-qa, IL-1, IL-8, adiponectina, resistina y
leptina en una cohorte de pacientes con diabetes tipo 2 mexicano-
estadounidenses. Sus datos indicaron que la diabetes en su conjunto estaba
fuertemente asociada con niveles elevados de IL-6, leptina y TNF-a, mientras que
un mal control de la glucosa se asoci6 positiva y linealmente con niveles altos de
IL-6.11".
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Cheung y col. midieron IL-2, IL-10, IL-12, IFNa y TNF de muestras de humor
acuoso de pacientes diabéticos. Concluyeron que solo los niveles de IL-6 y VEGF
eran significativamente mas altos en pacientes diabéticos con retinopatia.''?
Todos estos estudios antes mencionados reportan resultados similares a los
reportados en este estudio. Ha habido controversia con respecto a los perfiles de
citocinas de pacientes con RD. Chen et al., Cuantificaron IFN-y, IL-1(3, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A , IL-22 y TNFa en suero de
pacientes diabéticos en comparacion con sujetos de control. Concluyeron que solo
IL-22 mostro niveles significativamente mas bajos en pacientes diabéticos, el resto
de las citocinas no mostraron cambios significativos en los pacientes diabéticos en
comparacion con los controles. Lange et al., midieron las concentraciones vitreas
y plasmaticas de 42 citocinas. Concluyeron que eotaxina, ligando Flt-3, oncogén
relacionado con el crecimiento (GRO), IL-6, IL-8, IL-9, proteina 10 inducible por
IFN (IP-10), citocina derivada de macréfagos (MDC), y VEGF mostr6 cambios
significativos en el vitreo de sujetos con PDR. "3

Marwaha y col. informaron que multiples subconjuntos de células T estan
sesgados hacia la secrecion de IL-17 en pacientes diabéticos tipo 1,"® Ao-Wang
et al. informaron en un modelo animal que la IL-17a exacerba la patologia similar a
la DR mediante la promocion del deterioro funcional de las células de Mdller a
través de la sefializacion. ''® Estos estudios apoyan nuestros hallazgos con
respecto a los niveles mas altos de IL-17a en el grupo de RD sugiriendo su
participacion en la fisiopatologia de la RDP, pero de manera contradictoria,
Nadeem et al. en un estudio transversal de casos y controles, informo que el nivel

sérico de IL-17 se asocio inversamente con DM tipo 2 y DR35.

Morohoshi et al., Demostraron en un estudio in vitro que la secrecion de IL-6 y
TNF-a por los monocitos de sangre periférica puede ser estimulada por un entorno
hiperglucémico.'"”. Esta podria ser la razén que explique por qué los pacientes
con hiperglucemia mostraron un aumento de las concentraciones sanguineas de

estas dos citocinas. Ademas de esto, TNFa es una adipocitoquina; definidas como
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moléculas que se secretan principalmente a partir de las células que forman el
tejido adiposo. Estas adipocitocinas tienen actividad paracrina y endocrina,
especialmente cuando el nivel de glucosa plasmatica esta elevado.

Finalmente, Maha Ali et al, reportaron en un modelo animal que la interrupcién de
IL-12 promueve la angiogénesis, la arteriogénesis y aumenta la recuperacion del
flujo sanguineo en ratones diabéticos tipo 2.''® La disminucion de IL-12 podria
explicarse como una respuesta al ambiente isquémico generado por la
fisiopatologia de la RD.

Las condiciones diabéticas conducen a una elevacion de la expresion de citocinas
proinflamatorias dentro de la retina, lo que activa las células microgliales. En
respuesta a un estimulo activador, la microglia inactiva sufre una serie de cambios
morfolégicos, fenotipicos y funcionales estereotipados. La microglia activada
estimula asi un ciclo de inflamacion que recluta leucocitos, causa ruptura vascular
e induce directamente disfuncién glial y muerte de células neuronales a través de
la liberacidn de sustancias citotoxicas. Boss et al, informaron sobre varias
citocinas inflamatorias (IL-183, IL-6, IL-8, TNF-a y MCP-1) elevadas en los tejidos
oculares en concentraciones aun mas altas en ojos diabéticos con NPDR que con
PDR activo.'® ElI aumento en estas citocinas producidas por microglia activada,
células endoteliales, macroglia y mas tarde incluso neuronas, resaltan el aumento
de la actividad de estas citocinas inflamatorias en las primeras etapas de la RD y
la progresidn de la respuesta inflamatoria en todos los tipos de células de la
retina’. Uno de los primeros signos de estrés metabdlico retiniano es la “up-
regulation” de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) por las células gliales de
Mdaller, una observacion reportada clasicamente en modelos animales, asi como
en tejidos de pacientes diabéticos sin RD a RDNP leve. Este aumento constituye
un mecanismo regulador negativo conocido de la sefializacion de citocinas, lo que
sugiere que existen mecanismos contrarreguladores de la angiogénesis y la
inflamacion dentro del ojo. '?!

Esta “up-regulation” también se ha reportado en otros estudios de biomarcadores
de DR, incluyendo estudios de microARN sérico (miR). Qin y col. examinaron el
nivel de expresion de miR-126 en 42 pacientes con DM con RDNP, 39 pacientes
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con DM con PDR y 44 pacientes con DM sin RD. La expresion relativa de miR-126
en el grupo PDR fue significativamente menor que en el grupo combinado NDR y
NPDR. La regulacién a la baja de miR-126 en PDR puede estar relacionada con el
dafio endotelial, ya que se ha informado que miR-126 proporciona proteccidn para
las células endoteliales vasculares46.%?

La hiperglucemia y las vias metabdlicas anormales son un factor comun para todo
el organismo dentro de los pacientes con DM2, provocan cambios patolégicos no
solo en el ojo, esta es la razon por la que se deben tener en cuenta los
biomarcadores sistémicos clinicos.

Andreasson y col. reportaron un estudio retrospectivo que siguié a pacientes de
1993 a 2001, concluyeron que niveles mas altos de HbA1c acortaron el tiempo de
desarrollo de RD en pacientes con diabetes mellitus tipo 1.2 Hermann et al.
reportaron una investigacion multicéntrica realizada en Alemania y Austria con
mas de 35,000 pacientes, este estudio concluyd que la variabilidad de HbA1c es
relevante para el desarrollo de DR.38 Kastelan et al. En un estudio transversal que
incluyé a 545 pacientes, reporto que el IMC en correlacién con la HbA1c, el
colesterol y la hipertension parecen estar asociados con la progresion de la RD en
la diabetes tipo 2.'%* La microangiopatia diabética es una complicacion que no solo
afecta a la retina sino también a los rifiones y el sistema nervioso. Es posible que
la fisiopatologia de esta complicacion esté mediada por las mismas citocinas
producidas por varios tejidos y que circulan en la sangre. Xiao Zhang y col. en un
estudio anidado de casos y controles que incluy6 a 177 pacientes con retinopatia
diabética en diferentes estadios, concluyé que la creatinina sérica y la variabilidad
estimada de la tasa de filtracion glomerular estan significativamente asociadas con
la presencia y severidad de la retinopatia diabética.’®® Xiao-Qian et al. publicaron
un estudio observacional retrospectivo de 104 pacientes con nefropatia diabética
(ND), concluyeron que los pacientes con ND sin RD pueden tener un dafio renal
menos grave y menos complicaciones diabéticas que aquellos con RD.'?¢ Los
resultados de estos estudios apoyan la correlacion positiva que se encontré en
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nuestro estudio entre la presencia y gravedad de la RD y la HbA1c, el IMC vy la
creatinina sérica.

Una limitacion de este estudio es un tamafo de muestra relativamente pequefo;
Se necesitan estudios extensos con muestras mas grandes para validar nuevos
candidatos a biomarcadores clinicos con el fin de seleccionar blancos
diagnosticos, pronosticos y terapéuticos adecuados para el tratamiento de la

retinopatia diabética.

CONCLUSIONES:

En resumen, el presente estudio demostré6 una concentracién significativamente
mayor de citocinas inflamatorias sistémicas que es consistente con un perfil
proinflamatorio en pacientes con RD en todos los estadios. PDR mostré
concentraciones de citocinas ligeramente inferiores a NDR y NPDR, excepto para
el TNFa que tuvo la concentracion mas alta en comparacion con los pacientes no
diabéticos, los pacientes diabéticos sin RD y los pacientes con NPDR. Estos
hallazgos apoyan la hipotesis de que la RD se comporta como una enfermedad
inflamatoria subclinica de bajo grado. Ademas, el presente estudio observé una
correlacion positiva y fuerte entre el estadio de RD y los parametros clinicos que
reflejan el estado metabolico de HbA1c, IMC, creatinina sérica y también con
citocinas inflamatorias como TNFa, IL-1p e IL-6. Estos datos refuerzan la
evidencia de que un metabolismo con glucosa elevada puede conducir a un

ambiente inflamatorio que contribuya al desarrollo y progresion de la RD.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas.

CONTROL

RDNP RDP Valor
P
Género (H/M) 5/11 6/10 7/9 0.24
Edad (afios) 58.7+5.8 59.7+11.2 59+8.5 56.9+9.6 0.07
Tiempo de NA 10.5+7 13.4+8 13.9+5.4 0.33
diagnéstico
(Anos)
HbA1c (%) NA 6.5+0.6 7.4+1.0** 7.8+0.8** 0.001
Indice de masa 241415 26.6+1.1 27.441.8%/** 28.8+1.6%/** 0.001
corporal
Creatinine sérica 0.92+0.16 1.1+0.2 1.29+0.2 2.3+0.7*/**/***  0.021
(mg/dL)

La media + desviacion estandar (SD) de la edad, tiempo de diagnostico, HbA1c, IMC y creatinina sérica.
Género Indice Hombre:Mujer. NRD= Sin retinopatia diabética. RDNP= Retinopatia diabética no proliferativa.
RDP= Retinopatia diabética proliferativa. N.A.=Not available. * p<0.05 versus CONTROL group; ** p<0.05

versus NDR group; ***p<0.05 versus NPDR.

Tabla 2. Nivel de citocinas séricas por grupo

CONTROL NDR NPDR PDR P value
IL-18 36.23+6.3 38.1+6.8 39.4+4.19 36.4+5.1 0.26
IL-2 42.245.2 44.246.2 41.1+4.4 42.0+6.5 0.37
IL-4 39.5+8 40.149.3 39.03+7.1 34.5+7.9 0.14
IL-6 23.9+7.7 46.09+9.6* 52.31+11.3* 42.39+8.7**** 0.001
IL-8 15.85+16.7 7.5+4.49 5.9+6 8.5+9.7 0.055
IL-10 37.9+3.9 42.56+6.8 40.13+4.3 39.9+4.4 0.50
IL-12 49.749.5 30.7+12.2* 32.9+8.1* 33.5+7.5* 0.0001
IL-17a 28.8+7.7 50+11.3* 47.449.1% 38+7.3*/* 0.0001
TNFa 5.4+3.2 7.2+3.2 8+2.4 13.343.5%/**[*** 0.001
IFNy 4.742.2 3.8+2.4 3.5+2.1 3.6+1.6 0.275

La media + desviacion estandar (SD) NRD= Sin retinopatia diabética. RDNP= Retinopatia diabética no
proliferativa. RDP= Retinopatia diabética proliferativa. * p<0.005 versus CONTROL group; ** p<0.005 versus

NDR group; ***p<0.005 versus NPDR
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Tabla 3. Niveles de citocinas en suero comparado entre grupos con IMC como

covariante
CONTROL NDR NPDR PDR F ANCOVA F ANOVA
P value P value
IL-1R | 36.23+6.3 38.1+6.8 39.4+4.19 36.4+5.1 1.39 0.25 1.43 0.24
IL-2 42.2+45.2 44.2+6.2 41.1+4 .4 42.0+6.5 1.16 0.33 0.93 0.43
IL-4 39.5+8 40.1+9.3 39.03+7.1 34.5+7.9 1.85 0.14 1.50 0.22
IL-6 23.9+7.7 46.09+9.6* 52.31+11.3* 42.39+8.7* 25.75 0.0001 34.70 0.0001
IL-8 15.85+16.7 7.5+4.49 5.9+6* 8.5+9.7 3.95 0.019 3.77 0.014
IL-10 37.9+3.9 42.56+6.8  40.13+4.3 39.9+4 .4 2.47 0.068 2.45 0.069
IL-12 49.7+49.5 30.7+12.2* 32.9+8.1* 33.5+7.5* 17.17  0.0001 20.08 0.0001
IL- 28.8+7.7 50+11.3* 47.4+9.1* 38+7.3*/**[***  25.11 0.0001 26.25 0.0001
17a
TNFa 5.4+3.2 7.2+3.2 8+2.4* 13.3+3.5%/***** 717 0.0001 17.57 0.0001
IFNy 4.7+2.2 3.8+2.4 3.5+2.1 3.6+1.6 1.29 0.28 1.88 0.141

Media + desviacion estandar (SD) NRD= Sin retinopatia diabética. RDNP= Retinopatia diabética no
proliferativa. RDP= Retinopatia diabética proliferativa. * p<0.008 versus CONTROL group; ** p<0.008 versus
NDR group; ***p<0.008 versus NPDR.

Tabla 4. Correlacidn de caracteristicas clinicas y la concentracion de citocinas con
la severidad de la RD. Cor

Rho (spearman p) p Value
Age 0.099 0.44
Time of diagnosis 0.258 0.71
HbA1c 0.687 0.01*
IMC 0.815 0.001*
Serum creatinine 0.801 0.001*
IL-113 -0.035 0.76
IL-2 -0.154 0.17
IL-4 -0.254 0.24
IL-6 0.304 0.006*
IL-8 -0.113 0.31
IL-10 -0.012 0.91
IL-12 -0.210 0.06
IL-172 0.014 0.90
TNFa 0.408 0.001*
IFNy -0.133 0.24

Nivel de significancia p<0.05 *.
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Tabla 5. Regresion lineal multiple y analisis logistico ordenado por severidad de

retinopatiia diabética.

Modelo 1 Modelo 2
Regresion lineal Regresion logistica
Variable VIF
B O p B s p o
ratio
IL1B 1.48 0.036 0.020 0.441 0.157 * 1.554
IL2 1.56 -0.028 0.020 -0.461 0.163 0.631
IL4 2.47 -0.019 0.019 -0.029 0.071 0.971
IL6 3.77 0.008 0.014 * -0.045 0.054 0.956
IL8 1.87 -0.010 0.012 -0.062 0.066 0.940
IL10 2.09 -0.043 0.028 -0.156 0.112 0.855
IL12 2.87 0.001 0.015 -0.130 0.076 0.878
IL17 2.82 -0.032 0.013 * -0.051 0.054 0.951
TNF 2.40 0.152 0.038 ** 0.898 0.224 ** 2454
IFN 1.53 0.015 0.054 0.102 0.280 1.107
DX 1.95 0.011 0.017 -0.015 0.080 0.985
HbA1c 3.35 0.408 0.146 * 0.901 0.473 2.462
BMI 3.06 0.215 0.070 ** 0.879 0.300 * 2410
Creatinina 2.98 0.666 0.258 * 3.980 1.595 * 53.527
Adj. R-sq 0.857 0.637
P>F / P>chi-sq 0.000 0.000

Media VIF = 2.44. Odds ratio=exp(B). P>F useda para la regression lineal and P>chi-sq para la

regression logistica. Valor de P: **p<0.01, *p<0.05
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Figure 1. Seric concentration of: A: IL-6, B: IL-12, C: IL-17a and D: TNFa. NDR: Patients
without diabetic retinopathy; NPDR: Non proliferative diabetic retinopathy; PDR:
Proliferative diabetic retinopathy; * p<0.05 versus CONTROL group; ** p<0.05 versus
NDR group; ***p<0.05 versus NPDR.

58



ANEXO 1

\Qj Instituto de Oftalmologia

‘Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP”

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: IDENTIFICACION DE PROTEINAS CON EXPRESION DIFERENCIAL EN
LAGRIMA Y SUERO COMO BIOMARCADORES DE RETINOPATIA EN SUJETOS CON
DIABETES TIPO 2.

Investigador principal: DR. JONATHAN URIEL QUEVEDO MARTINEZ

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de
decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad de
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme esta forma de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Las proteinas con expresion diferencial presentes en la sangre y lagrima de pacientes con
Retinopatia, puede utilizarse como una prueba de laboratorio de identificacion de riesgo temprano,
diagnostico y pronostico de la Retinopatia Diabética que es la causa numero uno de ceguera
prevenible en el mundo. Esto haré posible la identificacion de nuevas terapias para un mejor disefio

de medicamentos.
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2. OBJETIVO
DEL
ESTUDIO

A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivo:

o Determinar las proteinas en lagrima y sangre de sujetos con retinopatia diabética

comparada con sujetos sanos.

3. PROCEDIMIENTO
DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus
habitos, antecedentes médicos y se le tomara una muestra de lagrima y sangre periférica (10mL) por
punsion venosa, procedimientos exentos de riesgo, y sus posibles complicaciones son las mismas
que las de cualquier extraccion de sangre habitual o la instilacion de una gota de lagrima artificial
para el caso de la extraccion de lagrima.

4. MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON
EL ESTUDIO

El procedimiento puede producir usualmente un poco de dolor e inflamacion de la vena, y quedar un
pequefio moretdn que se resolvera sin tratamiento en las préximas dos semanas.

5. BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL
ESTUDIO

Este estudio permitira que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento
obtenido encontrando mejores y mas rapidas formas de diagnosticar la enfermedad previniendo las
complicaciones derivadas de la historia natural de la enfermedad cuando el tratamiento es tardio.
6.- ACLARACIONES:

o Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria
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o En el proceso del estudio usted podra solicitar informacion sobre cualquier pregunta y/o
aclaracion de cualquier duda acerca de los procedimientos riesgos y beneficios. Si requiere
ampliar informacion sobre su participacion en el estudio puede comunicarse al Comité de
Etica en Investigacion, al teléfono 54421700 ext. 3212 con la Lic. Edith Romero Chavez

e Si decide participar en el estudio usted puede retirarse en el momento que lo desee, aun
cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo manifestar o no, las razones
de su decision, la cual sera respetada en su integridad. Sin que esto cree perjuicios para
continuar su cuidado y tratamiento.

o La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,
sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

» Elinvestigador tiene la obligacion de proporcionarle informacion actualizada sobre los avances
del estudio.

o En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto, tiene
derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia de su
participacion en el estudio.

* No recibira pago por su participacion

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion a participar en este estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo
desea, firmar la
Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

1. CARTA DE
CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que
los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de
esta forma de consentimiento.
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Nombre y firma del participante
Teléfono

Testigo 1

Fecha No.

Nombre
Fecha

Domicilio

Firma Parentesco

No. Telefénico:

Testigo 2

Nombre
Fecha

Domicilio

Firma Parentesco

No. Telefénico:

1/4

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su

representante):

62



He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Nombre y firma del investigador Fecha No.
Telefénico

* Este Consentimiento Informado ha sido aprobado por unanimidad en el Comité de Etica en

Investigacion de nuestro Instituto, con fundamento en los Articulos 20, 21, 22 del Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
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