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Resumen

El ojo es un dérgano sensorial complejo cuya funcidn consiste en enfocar las imagenes en la retina.
EL paso de luz a través de este drgano es gracias a la transparencia de sus tejidos avasculares. Por
lo que requiere de una regulacién precisa del flujo de agua para el mantenimiento de su funcién.
Particularmente, el cristalino requiere una regulacion de este flujo para a ejecucién del
movimiento de acomodacion.

Las acuaporinas (AQP) son canales transmembrana que regulan de forma activamente la
permeabilidad de membrana al agua en diversos tejidos, incluyendo los oculares. Ademas la
disfuncién de estas moléculas ha sido vinculada a edema corneal, catarata congénita y numerosas
retinopatias. Sin embargo, se desconoce su papel en le fisiopatologia de |a catarata senil.

El objetivo de este estudio fue determinar la concentracion de proteina total, AQPO, AQP1,
AQPS5 y AQP7 en muestras de catarata madura y correlacionarlo con variables clinicas como la
edad, género, enfermedades sistémicas, lateralidad de la catarata, dureza, y las enfermedades
oftalmoldgicas de los pacientes reclutados

Se obtuvieron 35 muestras correspondientes a 18 hombres y 17 mujeres con edad
promedio de 72 afios. Los resultados de este estudio muestran que la concentracidon de proteina
total y de las cuatro acuaporinas estudiadas no tiene relacién con las caracteristicas clinicas de los
pacientes y que, en general, la concentracién de acuaporinas fue muy cercana a cero. Aunque se
encontraron tendencias interesantes con respecto al papel de acuaporina 5 en la diabetes mellitus
y la dureza de la catarata.

La baja concentracion de acuaporinas podria interpretarse como un marcador indirecto del
metabolismo de las fibras cristalinianas, y de su capacidad de compensar el estrés oxidativo
generado por la toxicidad de la luz y mediante el movimiento de agua, la eliminacién de radicales
libres, piruvato y otros elementos hidrosolubles de pequefio tamafio molecular hacia el humor
acuoso, apoyando la idea de que la disminucidn de la permeabilidad al agua y es parte importante
de la fisiopatologia de la catarata senil.
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Introduccidn

El ojo es un dérgano sensorial complejo que recopila la informacion visual para que sea interpretada
por la corteza cerebral y tiene un papel preponderante en el ciclo circadiano. Sus elementos
6pticos principales, la cérnea y el cristalino, son tejidos avasculares que requieren una regulacion
precisa del flujo de agua y iones para el mantenimiento de su transparencia con el fin de enfocar la
luz de forma precisa en la retina.

Como se puede apreciar en la Figura 1, el cristalino es un drgano transparente y avascular
gue se encuentra intrinseco al ojo, posterior al iris y anterior a la cavidad vitrea, rodeado por el
cuerpo ciliar, al que se une por medio de la zénula. El cristalino tiene como funcién mantener su
propia transparencia y el adecuado enfoque de la luz en la retina en proporcién a la distancia del
objeto de fijacion, por lo que tiene un poder éptico base que se enfoca en el punto remoto y un
poder dptico dindmico que se enfoca en el punto préximo gracias a la acomodacion (1).

La acomodacién es un reflejo sinquinético que involucra tres fendmenos que actlan de
forma simultanea: miosis, convergencia y acomodacion. La miosis como la contraccion del esfinter
pupilar que reduce el didmetro pupilar, convergencia como la contraccién de ambos rectos
mediales y la acomodaciéon como la contraccién del musculo ciliar. A este Ultimo se opone la
resistencia dada por las fibras ecuatoriales zonulares (2). El fendmeno de acomodacién se ve
afectado por la edad de manera multifactorial reduciendo la amplitud y fuerza de contracciéon del
musculo ciliar asi como la capacidad de deformacién del cristalino. Consecuentemente, a medida
gue el individuo envejece el cristalino adquiere mayor poder éptico y menor capacidad de
acomodacion (1).

Histologicamente, el cristalino contiene dos tipos celulares: Las células epiteliales, Una
monocapa de células epiteliales en la zona anterior del cristalino, y las fibras cristalinianas, que son
células diferenciadas que se elongan y estdn desprovistas de organelos membranosos. Estos
ultimos componen la mayoria del volumen cristaliniano (3). Las fibras cristalinianas contienen
altas concentraciones de cristalinas, proteinas hidrosolubles que se encuentran asociadas dentro el
citosol por uniones no covalentes, disminuyendo asi su indice de refraccién, manteniendo la
transparencia y reduciendo la dispersién de la luz (1).

No obstante, el cristalino como un érgano dindmico, requiere de un control adecuado del
flujo de agua. Por lo que la habilidad del epitelio y las fibras cristalinianas para mover agua a través
de la membrana plasmatica es un proceso fundamental que permite la secrecién de fluido, la
entrega de nutrientes y la remocién de material de desecho, ademas de la regulacion de volumen
celular y consecuentemente, la transparencia del érgano (3, 4).

Figura 1
El Cristalino

El cristalino es estructura ocular que se
encarga del adecuado enfoque de Ia
imagen en relacion a la distancia con
objeto de fijacion. Se ubica en la cdmara
" posterior del ojo, suspendido por la z6nula;
estructura que a su vez es sostenida por
sus uniones con el cuerpo ciliar y la base
vitrea




Acuaporinas

Las acuaporinas (AQP) son una familia canales transmembrana que regulan el flujo de agua
intercelular e intracelular (5-8). Hasta el momento, trece AQPs se han caracterizado en humanos y
su expresion es especifica para el tipo celular. El descubrimiento y caracterizacion de AQP1 le valié
el premio Nobel en Quimica al Dr. Peter Agre en 2003 (3, 9, 10).

Como puede apreciarse en la Figura 1, cada mondmero de AQP consiste en 6 hélices alfa
transmembrana que forman un poro transportador de agua. La unidad funcional de AQP consiste
en su agrupacion en tetrdmeros con dos motivos Asparagina-Prolina-Alanina (NPA) embebidos en
la membrana celular. Estas proteinas hidrofébicas facilitan en transporte pasivo de agua en
relacion a la presién osmotica entre el interior y el exterior de la membrana celular (8).
Adicionalmente, se ha demostrado de las acuaporinas son capaces de transportar otras pequefias
moléculas sin carga (8).

Figura 2
Estructura Molecular de las AQP, adaptado de Li y Wang (7)

A e Topologia de la estructura secundaria de
7N \ = ) AQP. (A Un mondémero de AQP1 tiene
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1 m° 6 asas (A-E) con términos carboxilicos y
At amino intracelulares asi como
A \ e of g ™ repeticiones en tandem. (B) En el
e k‘ monémero, las asas hidrofilicas B y E se
. pliegan hacia la cavidad y se encuentran
) en el medio para formar un canal
- N\ . selectivo que consiste en dos motivos
® ] de consenso NPA (Asn-Pro-Ala). La
g S region Ar/R se muestra cerca de la

COoH - \ PN entrada al poro.

La familia de AQPs se divide en tres subfamilias: Acuaporinas cldsicas (AQPO, 1, 2, 4 y 5),
Gliceroacuaporinas (AQP3, 7, 9 y 10) y acuaporinas no ortodoxas (AQP6, 8, 11, y 12) (7, 11). Todas
las acuaporinas son permeables a agua, sin embargo, las gliceroacuaporinas también son
permeables al glicerol y otras moléculas pequefias. Las acuaporinas no ortodoxas se caracterizan
porque no tienen la caracteristica secuencia de caja NPA y porque AQP11 y AQP12 tienen una
localizacion intracelular (3).

Acuaporinas en el Cristalino

Se ha descrito que AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 se expresan en el tejido cristaliniano, sin embargo su
concentracidon dentro de este tejido y sus contribuciones a la fisiologia cristaliniana aun se
desconocen (3). Se ha establecido en modelos mamiferos que su expresién es dindmica y que tiene
relacién con los estadios de diferenciacién de epitelio a fibra cristaliniana. Las células epiteliales
contienen principalmente AQP1 (12) y también se ha demostrado la presencia que AQP5 y AQP7
(3, 13-15). Por otro lado, las fibras cristalinianas contienen principalmente AQPO. Adicionalmente,
AQPS5 también se ha encontrado en las fibras, aunque en una concentracion mucho menor,



calculada como el 5% de AQPO (3, 14-17). La Tabla 1 ilustra la clasificacion y transporte de estas
cuatro acuaporinas. La Figura 3 ilustra la presencia de las cuatro acuaporinas en el cristalino.

Tabla 1
Subfamilia, Transporte Molecular y Distribucion Tisular de las Acuaporinas Presentes en el
Cristalino. Adaptado de Li y Wang (8)y Schey, et al.(3)

Acuaporina Subfamilia Transporte Distribucidén Titular

AQPO Acuaporina Agua Ojo
Cerebro, ojo, rifién, corazon,
tracto gastrointestinal, glandula

AQP1 Acuaporina Agua . , . ,
Q P J salival, higado, ovario, testiculo,
musculo, eritrocito, bazo

. Glandula salival, pulmén, tracto

AQP5 Acuaporina Agua, CO3 . . P SR
gastrointestinal, ovario, ojo, rifidn

. . Agua, urea, glicerol Testiculo, corazon, rifidn, ovario

AQP7 Gliceroacuaporina gua, '8 ’ ’ - ’ ’

armonio grasa, 0jo
Figura 3

Expresion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 en el Cristalino. Adaptado de Schey (3)

AQPO es la mas abundante en el
cristalino, se encuentra sobre
todo en el nicleo y las fibras
cristalinianas. AQP1 se expresa
mayormente en el epitelio
Fibras en Diferenciacion cristaliniano y las fibras
(AQPO, AQP5) circundantes. AQP5 se encuentra
principalmente en las fibras

cristalinianas. AQP7 se expresa
Fibras Maduras (AQPO, AQP5) mayormente en el epitelio

AQPO se expresa principalmente en las fibras cristalinianas, tiene una baja permeabilidad
comparado con AQP1, la cual se estima que de 20 a 40 veces menor (3, 8). El movimiento de agua
a través de AQPO es regulada por la escision de su terminal carboxilica, pH y calcio/calmodulina. La
disminucion de la concentracion de calcio intracelular o la inhibicién de calmodulina resulta en un
aumento en la permeabilidad de este transportador. Adicionalmente, la fosforilacién en su residuo
Ser235 parece causar su traslocacidn a la membrana celular (8). En cristalinos de rata, estudios de
inmunofluorescencia indican que la localizacién de AQPO cambia con respecto a la distancia a la
gue se encuentra la fibra de la capsula (18). En la corteza externa, AQPO esta distribuida en las
aristas de los hexdgonos que forman las fibras. Mas profundamente en la corteza, AQPO forma
predominantemente estructuras en forma de placas en los lados anchos de la fibras, que son
consistentes con las formas de lengua-ranura y mofio que se han encontrado en fragmentos de
cristalinos congelados (19, 20). En la corteza interna, AQPO es nuevamente redistribuida a través
de la membrana plasmatica (18). Dentro del nucleo cristaliniano, AQPO esta presente en uniones
pequefias de 11 a 13 nm, dando fundamento a su rol como proteina estructural del cristalino (21).
Estos cambios en la localizacién de AQPO pueden ser criticos para la modulacién de la funcién
proteica en cristalinos maduros, de un poro permeable al agua a una proteina de unién (3)



AQP1 se ha encontrado expresada en diversos tejidos donde tiene un papel preponderante
en la regulacién del transporte de agua. AQP1 también tiene un rol importante en angiogénesis,
migracion y crecimiento celular. La disminucién en la expresidn de AQP1 se ha relacionado con
inhibicion de angiogénesis y crecimiento tumoral. Ademas de facilitar el movimiento de agua, se
ha revelado que AQP1 podria aumentar la permeabilidad a CO2 y NH3, y que funciona como un
canal no selectivo para cationes monovalentes cuando se activa por cGMP. La fosforilacidon de su
residuo Y253 regula su permeabilidad (8). AQP1 se encuentra en la membrana apical y basolateral
de les membranas de células epiteliales (22). Durante la migracion hacia el ecuador, y durante su
diferenciacion, la abundancia relativa de AQP1 disminuye y es gradualmente sustituida por AQPO.

AQPS5 se expresa en epitelio glandular, alveolar y glandulas secretoras. Estd relacionado
con la generacion de saliva, ldgrima y secreciones pulmonares. AQP5 es permeable a aguay CO2,y
puede ser fosforilada en sus residuos Serl56 y Thr259. El incremento del calcio intracelular
aumenta su permeabilidad (8). Estudios transcriptdmicos, protedmicos y de inmunofluorescencia
sugieren que AQP5 se encuentra en mucha menor abundancia que AQPO en el cristalino (14-16); y
que se trasloca del citosol a la membrana celular durante la diferenciacion de las fibras
cristalinianas (15). Actualmente, el rol de la translocacién de AQP5 hacia la membrana celular no
esta bien comprendida, aunque se ha propuesto que asiste al transporte de agua en el nucleo (15).

AQP7 facilita el transporte de agua, glicerol, urea, amotino, arsenito y NH3. AQP7 se
expresa abundantemente en tejido adiposo. La regulacion anormal del flujo de glicerol es un factor
importante para la génesis de enfermedad metabdlica. Es por ello plausible que la deficiencia de
AQP7 cause obesidad y resistencia a la insulina. Se ha descrito que la lipolisis incrementa Ila
traslocacién de AQP7 a la membrana celular. La regulacidn de su permeabilidad es atin un misterio
(8).

Acuaporinas y Catarata

Aunque numerosas mutaciones del tipo autosdmico dominante en AQPO causan catarata,
mutaciones en otras AQPs no se han asociado a fenotipos cristalinianos en humanos. La delecidn
de AQP1 en ratones causa el desarrollo acelerado de catarata en condiciones de estrés (22),
aunque humanos con mutaciones naturales de AQP1 no muestran signos de catarata (23).
Adicionalmente, no se ha demostrado el desarrollo de catarata en ratones con deleciones en
AQPS. (3, 14, 24)

La importancia critica de AQPO en el cristalino es destacada por el hecho de que
mutaciones en AQPO dan lugar a cataratas congénitas. Se ha descrito que varias de estas
mutaciones causan un trafico inapropiado de AQPO, su secuestro en el reticulo endoplasmico,
alteracién de sus interacciones proteicas y de su permeabilidad, como es el caso de la delecidn de
la base 213 en humanos (25). Familias con mutacién G165D también se caracterizan por trafico
alterado de AQPO (26). Otra mutacién, R233K, no afecta la localizacion de AQPO, pero reduce su
capacidad de unidn a calmodulina (27). Muchas otras mutaciones familiares en AQPO han sido
reportadas, todas ellas causan catarata congénita. (3, 28-34)



Justificacion

El entendimiento del papel que tienen las acuaporinas en el mantenimiento de la transparencia y
otras funciones fisiolégicas cristalinianas es de suma relevancia para poder continuar con el
entendimiento de sus funciones en la vida humana.

Se ha establecido contundentemente que las acuaporinas tienen un papel preponderante
en la génesis de los diferentes tipos de catarata. Debido a ello, dichas proteinas se perfilan como
marcadores bioldgicos que pueden servir para diferentes objetivos. Por un lado, la caracterizacion
de los patrones de expresion de dichas proteinas podria ayudar a conocer los mecanismos que dan
lugar a la catarata. Por otro lado, las acuaporinas pueden servir como objetivos terapéuticos en el
futuro préximo. La manipulacidon de la expresién genética de diferentes tipos de acuaporinas
podria servir para retrasar el ritmo con el que el cristalino pierde su transparencia en condiciones
fisiolégicas, podria detener este proceso o incluso revertirlo, por lo que las acuaporinas se perfilan
como los instrumentos de futuras terapias para el tratamiento de la catarata con la ventaja
potencial de mantener la acomodacion.

Ademas de ello, no se ha establecido si el incremento o decremento en la concentracién
de proteinas cristalinianas puede ser secundario al mecanismo fisiopatolégico de cada una de
ellas.

La clarificacién de estos hechos nos serd de gran ayuda para comenzar por describir los
mecanismos fisiopatolégicos de los diferentes tipos de catarata en términos de cambios en la
concentracidn, expresion genética, localizacion y funcion proteica, y como es que estos cambios
pueden traducirse en la prediccién de fendmenos clinicos e incluso quirdrgicos que ayuden a la
mejor intervencidn de dichas patologias para finalmente ser el precedente de una linea de
investigacion con respecto al tratamiento de la catarata.

Pese a que se sabe que la incidencia de catarata aumenta con la edad, se desconoce si el
envejecimiento tiene un efecto deletéreo en la concentracion de proteinas del cristalino, si esto
tiene algln efecto en la concentracidon de acuaporinas y secundariamente en la permeabilidad de
este tejido al agua.



Planteamiento del Problema

Pregunta de Investigacidn: ¢{Cudles son las diferencias en la concentraciéon de proteina total y
acuaporinas 0, 1, 5 y 7 en pacientes con catarata madura relativo a su edad y otras variables
clinicas?

Objetivo General: Caracterizar las concentraciones de acuaporina 0, 1, 5 y 7 en cristalinos con
catarata madura con respecto a sus caracteristicas clinicas

Objetivos Especificos

1) Caracterizar la relaciéon de la edad con la concentracidén de proteina total en catarata
madura

2) Establecer la relacién de la edad con la concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 en
catarata madura

3) Determinar la relacion del género con la concentracion de proteina total en catarata
madura

4) Describir la relacion del género en la concentracién de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 en
catarata madura

5) Correlacionar las comorbilidades sistémicas con la concentracién de AQPO, AQP1, AQP5 vy
AQP7 en catarata madura

6) Relacionar la lateralidad de la catarata con la concentraciéon de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7
en catarata madura

7) Asociar la opalescencia prequirurgica de la catarata con la concentracion de AQPO, AQP1,
AQP5 y AQP7 en catarata madura

8) Determinar la relaciéon del color prequirurgico de la catarata con la concentracion de AQPO,
AQP1, AQP5 y AQP7 en catarata madura

9) Describir la relacion de las comorbilidades oftalmolégicas con la concentracién de AQPO,
AQP1, AQP5 y AQP7 en catarata madura

Hipdtesis Nula (Ho): Las concentracion de proteina total y de acuaporinas 0, 1, 5y 7 no difieren a
pesar del género, edad, lateralidad o comorbilidad del paciente

Hipdtesis Alternativa (Ho): Las concentraciones de acuaporinas 0, 1, 5 y 7 difieren respecto al
género, edad, lateralidad o comorbilidad del paciente

Calculo y Seleccion de la Muestra

El cdlculo de muestra se basé en la ecuacidn de Cohen usando el programa G Power de la
Universidad de Disseldorf. Dicha ecuacion es ideal para a comparacién dos grupos con desviacion
estandar similar. Para ello se considerd un efecto de 0.7, error alfa de 5% y poder de 95% . De esta
manera se obtuvo una n minima de 16.



Criterios de Seleccidon

La Tabla 2 describe los criterios de seleccién para el reclutamiento de muestras biolégicas

Tabla 2
Criterios de Inclusion, Exclusion y Eliminacion
Inclusion Exclusiéon Eliminacién
, e . . Muestra inadecuadamente
Género indistinto Cirugia intraocular previa
procesada

. Enfermedad inflamatoria
Edad mayor a 50 afos . .
intraocular previa
Catarata madura
Extraccién extracapsular de

catarata

Expediente incompleto

Etica y Recursos financieros

El proyecto fue propuesto, evaluado y aprobado por el comité de ética de la Fundacién Hospital
Nuestra Sefiora de la Luz I. A. P. con base en los preceptos de la Declaracién de Helsinki y mediante
un consentimiento informado. Los recursos financieros fueron otorgados por la Fundacion Hospital
Nuestra Sefiora de la Luz I. A. P., con autorizacidn del Dr. Jaime Lozano Alcazar, director médico, el

Mtro. Pablo Cruz Yafiez, director general.
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Métodos

Se realizé un estudio observacional, analitico, comparativo, y retrospectivo. Se reclutaron pacientes
sometidos a cirugia de catarata por extraccién extra capsular desde Mayo de 2019, hasta
Noviembre de 2020. Los datos obtenidos de los expedientes y sus muestras bioldgicas fueron
recolectados y plasmados en una base de datos para su posterior reporte y analisis.

Obtencion y Almacenamiento de las Muestras

Las muestras cristalinianas fueron obtenidas mediante cirugia extracapsular de catarata tras
realizar la maniobra de presién-contrapresiéon y almacenadas en BSS. Tras haber terminado la
sutura de la conjuntiva, la muestra fue bi- o tri-seccionada mediante una hoja de bisturi para su
almacenamiento en buffer inhibidor de proteasas, formol al 10% o solucidn salina, de acuerdo a la
metodologia de los protocolos participantes en el estudio de nucleos obtenidos mediante
extraccidn extracapsular.

Tras haber colocado las muestras bioldgicas en viales de 1.5 mL (Eppendorff ®), estos
fueron adecuadamente marcados con el nimero de expediente y fecha de nacimiento de cada
paciente para su posterior identificacion. Cada muestra biolégica fue inmediatamente resguardada
a 49C por uno a tres dias y posteriormente se resguardaron a -80 °C indefinidamente hasta la
realizacidn de los experimentos.

Medicion de Peso Himedo

Tras haber sido almacenadas a -80 2C, las muestras fueron expuestas a temperatura ambiente por
aproximadamente 40 minutos hasta haber confirmado visualmente la fusién del buffer inhibidor
de proteasas.

Para disminuir la variabilidad durante la medicién del peso humedo cristaliniano, se
sustituyé el buffer inhibidor de proteasa de cada muestra con 1 mL de buffer de fosfato salino
(PBS) y posteriormente se pesdé cada muestra en una microbalanza (XPR, Mettler Toledo ®)
previamente calibrada con un tubo idéntico con 1 mL de PBS.

Trituracion de las Muestras

Cada muestra biolédgica con su correspondiente volumen de PBS fue vertida en un mortero y
triturada manualmente hasta confirmar visualmente una mezcla homogénea. Posteriormente,
cada emulsién fue tomada con pipeta y devuelta a su correspondiente tubo.

Aislamiento de Proteinas
Cada muestra fue centrifugada a 7,200 revoluciones por minuto por 5 minutos. Posteriormente se
almacenaron por separado el sobrenadante y pellet de cada muestra.

Cuantificacion de Proteinas

El sobrenadante de cada muestra fue homogeneizada mediante vibracidon gentil. Posteriormente
se tomaron 2 microlitros de cada una para su cuantificacion mediante espectrofotometria a 280
nm utilizando el equipo Nanodrop (Thermo Scientific ®).

Ensayos de Inmunoabsorcion Ligado a Enzima (ELISA)

Cada muestra fue diluida 1:1 con PBS y posteriormente se utilizaron kits de ELISA para la
cuantificaciéon de acuaporina 0 (MBS042701, MyBioSource ®), acuaporina 1 (OKEH02648, Aviva
Systems Biology ®), acuaporina 5 (OKEH02652, Aviva Systems Biology ®) y acuaporina 7
(MBS7253806, MyBioSource ®). Cada medicién fue realizada de acuerdo con las especificaciones
de su fabricante, por duplicado.
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A diferencia de los kits para acuaporina 0, 1 y 5, el kit de acuaporina 7 fue disefiado para
para cuantificar la proteina de forma competitiva usando un conjugado de peroxidasa con
acuaporina 7 en lugar de un segundo anticuerpo. Debido a que el nimero de sitios de unién de
acuaporina 7 es limitado, mientras mas sitios son ocupados por el antigeno, menor es la
proporcion del conjugado que puede unirse, por lo que la intensidad del color (y la medicién por
espectrofotometria) es inversamente proporcional a la concentracion de acuaporina 7.

Se obtuvo la medicién espectrofotométrica utilizando el equipo BIOTEK con software Gen
5.1. Una vez obtenida la medicién espectrofotométrica, se tomé la media de los duplicados para
realizar la curva de concentracidn de los estandares y posteriormente una regresion lineal para el
calculo de la concentracidn de cada AQP se tomd como adecuado un coeficiente de correlacién
mayor a 0.90 para la curva estandar de la concentracion. Debido a que racionalmente no pueden
existir concentraciones negativas de una proteina, todos los valores del calculo que arrojaran un
valor negativo fueron igualados a cero.

Analisis e Interpretacion de Datos

La estadistica descriptiva e inferencial se llevé a cabo usando el programa GraphPad Prism version
8.2.1 (GraphPad Software Inc.). Para confirmar la normalidad de cada distribucidn se realizaron los
tests de D’Angostino-Pearson y Kolmogorov-Smirnov. Se utilizdé la prueba de Pearson para
correlacidon de muestras normales, en el caso contrario se utilizd la prueba de Rhode Spearmany
se consideré como relacidn causal o de asociacion un coeficiente de correlacion mayor a 0.70. Se
utilizd el test de Student para los grupos con distribucién normal, en caso contrario se utilizo el test
de Mann Whitney. Todas las pruebas fueron de dos lados y los valores de p menores a 0.05 se
consideraron como estadisticamente significativos.

Identificacion y Descripcion de Variables
La Tabla 3 ilustra las variables consideradas en este protocolo de investigacion

Tabla 3
Variables a Analizar
Unidad Nivel de Escala
Edad Afos De Razoén
Género Masculino/Femenino Nominal
Comorbilidad Enfermedad Nominal

Miligramos por Mililitro o

De Razoén
Picogramos por Mililitro

Concentracion de Proteina
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Resultados

Tras el escrutinio de los criterios de inclusion, exclusidon y eliminacion, se lograron reclutar 35
pacientes con sus respectivas muestras cristalinianas. Como puede apreciarse en la Figura 4-a, las
muestras bioldgicas pertenecen a 18 mujeres y 17 hombres. La edad del universo estudiado fue de
54 a 88 afios de edad, con un promedio de 72 afios, como se detalla en la Tabla 4. Se considerd
como minimo 5 muestras bioldgicas por grupo para la subdivisién de los pacientes por condicién
sistémica, como se puede observar en la Figura 4-b y en la Tabla 4.

Con respecto a sus comorbilidades sistémicas, 14 pacientes eran sanos, y los otros 21
tenian antecedente de al menos una enfermedad sistémica. Entre los pacientes con antecedentes
sistémicos positivos, 8 pacientes tenian diagndstico de una sola enfermedad, mientras que 13
tenian diagnosticadas dos o mas enfermedades sistémicas. De ellos, 16 pacientes tenian diabetes
mellitus (DM), 15 pacientes hipertension arterial sistémica (HAS) y 11 pacientes tenian diabetes
mellitus e hipertension arterial sistémica (DM + HAS). Todos estos grupos tuvieron una distribucion
normal de acuerdo a Is pruebas estadisticas, como se puede apreciar en la Tabla 4.

Figura 4
Distribucion de Género y Edad de acuerdo a Condiciones Sistémicas

Género Condiciones Sistémicas
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50

1 T T 1 T 1
Total=35 Todos Hombres  Mujeres Sanos DM HAS DM + HAS

a) b)

Edad (afios)
i

o
o
1

a) Proporcidon del universo de acuerdo al género. b) Distribucidon del universo de acuerdo a la edad
variables variables sistémicas.
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Tabla 4

Estadistica Descriptiva de la Edad y su Division por Condiciones Sistémicas

Todos Hombres  Mujeres Sanos DM HAS DM + HAS

Numero 35 17 18 14 16 15 11
Minimo 54 54 57 59 56 54 56
Maximo 88 86 88 85 88 86 86
Rango 34 32 31 26 32 32 30
Promedio 72.9 71.8 73.9 75.9 71.3 71.1 72.6
DE 9.7 10.0 9.6 8.2 10.3 10.1 9.9

cv 0.13 0.14 0.13 0.11 0.14 0.14 0.14

Distrubucion* Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal

Nota: DM = Diabetes Mellitus, HAS = Hipertension Arterial Sistémica, DE = Desviacién Estandar, CV =

Coeficiente de Variacion

* Se realizaron pruebas de normalidad mediante las pruebas de D’Angostino & Pearson y Kolmogorov-

Smirnov

Como se puede apreciar en la Figura 5 y la Tabla 5, se obtuvieron 20 nucleos de ojo
derecho y 15 de ojo izquierdo. Con respecto a la clasificacién clinica LOCS 3, la opalescencia y color
de dichas muestras fue clasificada como 5.5 en 6 pacientes y las otras 30 muestras como 6.0. Estos
grupos tuvieron una distribucién normal con respecto a la edad.

Figura 5

Lateralidad, Opalescencia y Color de las Muestras Cristalinianas

Lateralidad

Il 57.14% 20 Ojo Derecho
I 42.86% 15 Ojo Izquierdo

Total=35

a)

Opalescencia

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

Il 17.14% 65.5

= 82.86% 296.0

b)

Color

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
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Il 17.14% 65.5

B 82.86% 296.0
Total=35
c)

a) Lateralidad de la muestra obtenida, b) Opalescencia del cristalino obtenido, medida clinicamente previo
a la cirugia, basado en la clasificacién LOCS 3, c) Color del cristalino obtenido, medido clinicamente previo
a la cirugia, basado en la clasificacion LOCS 3
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Adicionalmente 18 pacientes se reportaron sanos, y otros 6 tenian diagndstico de
retinopatia diabética (RD), como se puede apreciar en la Figura 6 y en la Tabla 5. Estos grupos
tuvieron una distribucion normal con respecto a su edad.

Figura 6
Distribucidn de la Edad por Subgrupo de Acuerdo a las Condiciones Oftalmoldgicas

Edad y Condicion Oftalmolégica

90— I
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=
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©
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——
50 T T T T
Derecho Izquierdo Sano RD

Condicién

Distribucién de la edad de los pacientes con respecto a lateralidad y estado oftalmoldgico

Tabla 5
Estadistica Descriptiva de la edad y su Estratificacion por Variables Oftalmoldgicas
Derecho Izquierdo Sano RD
Numero 20 15 18 6
Minimo 56 54 58 56
Maximo 88 85 88 78
Rango 32 31 30 22
Promedio 75 71 74 66
DE 9.6 9.7 9.4 9.3
cv 13% 14% 13% 14%
Distrubucién* Normal Normal Normal Normal

Nota: RD = Retinopatia Diabética, DE = Desviacion Estandar, CV = Coeficiente de Variacién
* Se realizaron pruebas de normalidad mediante las pruebas de D’Angostino & Pearson vy
Kolmogorov-Smirnov

El peso humedo de las muestras bioldgicas tuvo un promedio de 91.5 mg, mientras que la
concentracion de proteina total tuvo un promedio de 5.53 mg/ml. Al normalizar la concentracidn
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de proteina total con el peso himedo obtenido se encontré una concentraciéon promedio de 0.075
mg/ml de proteina por miligramo de peso cristaliniano, como puede apreciarse en la Figura 7 y la
Tabla 6. El peso himedo y la concentracidon de proteina total tuvieron una distribucion normal, sin
embargo, esta distribucidén no se conservd en e andlisis de concentracidon de proteina total por
miligramo de peso.

Figura 7
Peso Humedo, Concentracion de Proteina Total y Concentracion de Proteina Total por
Miligramo de Peso de las Muestras Cristalinianas

Peso Himedo Concentracion de Concentracion de Proteina Total
Cristaliniano Proteina Total por Miligramo de Peso

200 10 0.5+

0.4+
150 .

Concentracion (mg/mL)
Concentracion (mg/mL)

0.3
100 2.°%,

Peso (mg)

0.2+

o
0.1

° *. o
har - o
. T 0.0 T
Todos Todos Todos

a) b) c)

a) Peso humedo de las muestras bioldgicas, b) Concentracién de proteina total, ¢) Normalizacién de
concentracion de proteina total con el peso himedo obtenido de las muestras cristalinianas

Tabla 6
Estadistica Descriptiva del Peso y la Concentracion de Proteina Total Cristaliniana
Peso Himedo (mg) Concer)tracién de Concentra‘c‘ion de Proteina
Proteina Total* total por Miligramo de Peso*
Numero 35 35 35
Minimo 17 2.85 0.030
Maximo 170 9.11 0.443
Rango 153 6.26 0.413
Promedio 91.5 5.53 0.075
DE 33.9 1.68 0.069
cv 37.1% 30.3% 92.9%
Distrubucidn** Normal Normal No normal

Nota: DE = Desviacidon Estandar, CV = Coeficiente de Variacion

* Concentracidn expresada en miligramos por mililitro (mg/mL)

** Se realizaron pruebas de normalidad mediante las pruebas de D’Angostino & Pearson y Kolmogorov-
Smirnov
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Como puede apreciarse en la Figura 8 y la Tabla 7, la concentracién de AQPO tuvo un
promedio de 1.6 pg/mL, la de AQP1 de 109.5 pg/mL, la de AQP5 de 56.3 pg/mL y la de AQP7 de
194 pg/mL. Ninguno de los grupos tuvo distribucién normal.

Figura 8

Concentracion de Acuaporina 0, 1, 5 y 7 en las Muestras Cristalinianas por Miligramo de
Peso

Concentracion de Acuaporinas
por Miligramo de Peso
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Concentracion de acuaporinas por miligramo de peso hiumedo cristaliniano

Tabla7
Estadistica Descriptiva de la Concentracion de Acuaporinas por Miligramo de Peso
Acuaporina 0* Acuaporina 1* Acuaporina 5* Acuaporina 7*
Numero 35 35 35 35
Minimo 0 0 0 1.27
Maximo 0.20 15.02 4.71 13.10
Rango 0.2043 15.02 471 13.10
Percentil 25% 0 0 0 1.27
Mediana 0 0 0 2.1
Percentil 75% 0.01 0.13 1.76 2.73
cv 244.9% 253.1% 151.0% 78.63%
Distrubucion** No Normal No Normal No Normal No Normal

Nota: DE = Desviacion Estandar, CV = Coeficiente de Variacion
* Concentracidn expresada en picogramos por mililitro (pg/mL)

** Se realizaron pruebas de normalidad mediante las pruebas de D’Angostino & Pearson y Kolmogorov-
Smirnov
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Se realiz6 una prueba de t no pareada para comparar la edad con respecto a las
condiciones sistémicas como puede apreciarse en la Tabla 8. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la edad de los pacientes en relacion con sus
condiciones sistémicas.

Tabla 8
Estadistica Inferencial de la Edad con Respecto a las Condiciones Sistémicas de los
Pacientes

Interpretacion

Grupos Comparados Prueba Utilizada Valor de p Estadistica
Hombres y Mujeres t de Student 0.52 No diferentes
Sanos y DM t de Student 0.18 No diferentes
Sanos y HAS t de Student 0.17 No diferentes
Sanos y DM + HAS t de Student 0.38 No diferentes
DMy HAS t de Student 0.97 No diferentes
DMy DM + HAS t de Student 0.72 No diferentes
HAS y DM + HAS t de Student 0.70 No diferentes

Nota: DM = diabetes mellitus, HAS = hipertensidn arterial sistémica, DM + HAS = diabéticos e hipertensos

Como puede apreciarse en la Tabla 9, también se realizé la prueba de t no pareada para
comparar la edad con respecto a la lateralidad y la comorbilidad oftalmolégica. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la edad con respecto a la lateralidad de la muestra
obtenida, asi como entre pacientes sanos y aquellos con retinopatia diabética.

Tabla 9
Estadistica Inferencial de la Edad con Respecto a las Condiciones Oftalmoldgicas de los
Pacientes

Interpretacion
Grupos Comparados Prueba Utilizada Valor de p P !

Estadistica
ODyOl t de Student 0.25 No diferentes
Sanos y RD t de Student 0.07 No diferentes

Nota: OD = ojo derecho, Ol = ojo izquierdo, RD = retinopatia diabética
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La Concentracion de Proteina Cristaliniana no tiene Relacion con la Edad

Se realizd un analisis de correlacién para determinar la relacidn de la edad con la concentracion de
proteina obtenida. Como se puede apreciar en la Figura 9 y la Tabla 10, tomando en consideracion
el peso humedo cristaliniano, se puede apreciar que la concentracién de proteina tiende a

disminuir a medida que la edad aumenta, con un coeficiente de correlacidon también muy bajo (R?2

= 0.046)

Figura 9

Andlisis de Correacion de la Edad con la Concentracion de Proteina Cristaliniana
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Tabla 10

Andlisis de Correlacion de la Edad con la Concentracion de Proteina Cristaliniana

Concentracién de Proteina Total por Miligramo de

Peso
Pendiente 0.0015
Interseccidn con el eje Y 0.18
Interseccidn con el eje X 121.3
Ecuacion Y =0.0015*X +0.18
R2 0.046

Nota: R2 = Coeficiente de Correlacién de Pearson
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La Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 no tiene Relacion con la Edad
De igual manera, se realizé un analisis de correlacidn para determinar la relacién de la edad con la
concentracion de cada AQP valorada. Como puede apreciarse en la Figura 10 y en la Tabla 11, la
relacion entre la edad y las concentraciones de AQPO y AQP5 que a mayor edad mayor
concentracion de éstas, aunque con un coeficiente de correlacion muy bajo (R2= 0.018 y 0.013,
respectivamente). Por otro lado, la relacidn entre la edad y las concentraciones de AQP1 y AQP7
fue que a mayor edad mejor concentracidn de las mismas, nuevamente con un coeficiente de

correlacion muy bajo (R2 = 0.044 y 0.070, respectivamente).

Figura 10

Andlisis de Correlacion de la Edad con la Concentracion de Acuaporinas
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a) Concentracién de AQPO por miligramo de peso, b) Concentracién
AQP1 por miligramo de peso, c¢) Concentracién de AQP5 por miligramo de
peso, d) Concentracion de AQP7 por miligramo de peso

Tabla 11
Andlisis de Correlacion de la Edad con Concentracion de Acuaporinas
AQPO AQP1 AQP5 AQP7
Pendiente 0.00057 -0.069 0.013 -0.057
Interseccidn con el eje Y -0.024 6.32 -0.024 6.83
Interseccidn con el eje X 43.63 91.32 18.19 119.2
Ecuacion de la linea Y =0.00057*X- Y=0.069*X + Y =0.013*X - Y =-0.057*X +
0.024 6.32 0.024 6.83
R2 0.018 0.044 0.013 0.070

Nota: R2 = Coeficiente de Correlacién de Pearson
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La Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 no Difiere con Respecto al
Género

Se realizé un andlisis de la concentracién de las cuatro acuaporinas estudiadas con respecto al
género de los pacientes. Como puede apreciarse en la Figura 11 y la Tabla 12, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la concentracidon de cada acuaporina en relacién con el género.

Figura 11
Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto al Género
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Tabla 12

Estadistica Inferencial del Género con Respecto las Concentraciones de AQPO, AQP1, AQP5
y AQP7

. Grupos . Interpretacion
Variable Comparados Prueba Utilizada Valor de p Estadistica
Homb
AQPO Omores 'y Mann Whitney 0.74 No diferentes
Mujeres
Hombres
AQP1 oresy Mann Whitney 0.13 No diferentes
Mujeres
Homb
AQP5 ombresy Mann Whitney 0.31 No diferentes
Mujeres
Homb
AQP7 om. resy Mann Whitney 0.77 No diferentes
Mujeres
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La Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 no Difiere con Respecto a la
Comorbilidad Sistémica
Se realizé la comparacidn estadistica de la concentracién de cada acuaporina con respecto a los

grupos de comorbilidad sistémica antes mencionados. Como puede observarse en la Figura 12 y
Tabla 13, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes sanos

con los pacientes diabéticos e hipertensos para ninguna acuaporina

Figura 12

Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto a la Comorbilidad Sistémica
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Tabla 13
Estadistica Inferencial del Género con Respecto las Concentraciones de AQPO, AQP1, AQP5
y AQP7
Variabl Grupos Prueba Utilizad Valor d Interpretacion
ariable Comparados rueba Utllizada alordep Estadistica
AQPO Sanos y DM Mann Whitney 0.61 No diferentes
Sanos y HAS Mann Whitney 0.85 No diferentes
Sanosy DM + HAS ~ Mann Whitney 0.78 No diferentes
AQP1 Sanos y DM Mann Whitney 0.81 No diferentes
Sanos y HAS Mann Whitney 0.66 No diferentes
Sanosy DM + HAS  Mann Whitney 0.73 No diferentes
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Grupos Interpretacion

Variable Comparados Prueba Utilizada Valor de p Estadistica
AQP5 Sanos y DM Mann Whitney 0.96 No diferentes
Sanos y HAS Mann Whitney 0.76 No diferentes
Sanosy DM + HAS  Mann Whitney 0.86 No diferentes
AQP7 Sanos y DM Mann Whitney 0.50 No diferentes
Sanos y HAS Mann Whitney 0.21 No diferentes
Sanosy DM + HAS  Mann Whitney 0.14 No diferentes

Nota: DM = diabetes mellitus, HAS = hipertension arterial sistémica, DM + HAS = diabéticos e
hipertensos

La Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 no Difiere con Respecto a la

Lateralidad de la Catarata

Nuevamente se realizd una comparacion estadistica de las cuatro acuaporinas esta vez con
respecto a la lateralidad de la catarata. Como puede apreciarse en la Figura 13 y Tabla 14, no hubo
diferencias estadisticamente significativas para ninguna acuaporina con respecto a la lateralidad de
la catarata.

Figura 13
Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto a la Lateralidad de la Catarata
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Tabla 14

Estadistica Inferencial de la Lateralidad de la Catarata con Respecto las Concentraciones de
AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7

. Grupos . Interpretacion
Variable Comparados Prueba Utilizada Valor de p Estadistica
D h
AQPO erecho e Mann Whitney 0.29 No diferentes
Izquierdo
D h
AQP1 ere.c o€ Mann Whitney 0.39 No diferentes
Izquierdo
D h
AQP5 erecho e Mann Whitney 0.81 No diferentes
Izquierdo
D h
AQP7 ere.c o€ Mann Whitney 0.71 No diferentes
Izquierdo

La Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 no Difiere con Respecto a la
Dureza de la Catarata

Debido a que el reporte de la opalescencia y color del universo estudiado fue la misma para los
pacientes, en este apartado se englobaran como “dureza”. Como puede observarse en la Figura 14
y Tabla 15, la concentracidn de las cuatro acuaporinas no tuvo diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la dureza de la catarata, sin embargo, AQP5 mostré una tendencia a la
diferencia estadistica (p=0.07).

Figura 14
Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto a la Dureza de la Catarata
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Tabla 15

Estadistica Inferencial de la Dureza de la Catarata con Respecto las Concentraciones de
AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7

Variable Cogr:aprzfjos Prueba Utilizada Valor de p In;{g;‘?:;i:m
AQPO 5.5y 6.0* Mann Whitney 0.41 No diferentes
AQP1 5.5y 6.0* Mann Whitney 0.87 No diferentes
AQP5 5.5y 6.0* Mann Whitney 0.07 No diferentes
AQP7 5.5y 6.0* Mann Whitney 0.22 No diferentes

* Clasificacion clinica LOCS 3. En el grupo estudiado, opalescencia y color tienen el mismo resultado

La Concentracidon de Acuaporinas no Difiere con Respecto a la Comorbilidad
Oftalmoldgica

Se realizd la comparacidn estadistica de la concentracién de las cuatro acuaporinas con respecto a
la comorbilidad oftalmolégica. Como puede apreciarse en la Figura 15 y la Tabla 16, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de las cuatro acuaporinas entre
pacientes sin comorbilidad oftalmoldgica con aquellos con retinopatia diabética. No obstante, la
concentracidon de AQP5 mostrd una tendencia a la diferencia (p=0.054)

Figura 14

Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto a la Comorbilidad
Oftalmoldgica

Concentracion de AQP0O Concentracion de AQP1
por Miligramo de Peso por Miligramo de Peso
0.25+ 20
g 0.20 g
g g 154 .
c 0.154 o
3 3 104
£ 0.0 g :
=4 f=
§ 8 5
S 0.05- § : .
0.00 = e 0——emple—oopoo—0
Sanos RD Sanos RD
Condiciéon Oftalmolégica Condicién Oftalmolégica
a) b)
Concentracion de AQP5 Concentracion de AQP7
por Miligramo de Peso por Miligramo de Peso
59 15+
.
Za z
E} o e 2 104
S e
8 8 .
2 ¢ -
M D &
.
8 - . 8
o——*—o«roo— 0-
Sanos RD Sanos RD
Condicién Oftalmolégica Condicién Oftalmolégica
c) d)

25



Tabla 16

Concentracion de AQPO, AQP1, AQP5 y AQP7 con Respecto a la Comorbilidad
Oftalmoldgica

Variable Cogr;aprca)fjos Prueba Utilizada Valor de p In;zz;ﬁ;zfn
AQPO Sanos y RD Mann Whitney 0.41 No diferentes
AQP1 Sanos y RD Mann Whitney 0.54 No diferentes
AQP5 Sanos y RD Mann Whitney 0.054 No diferentes
AQP7 Sanos y RD Mann Whitney 0.87 No diferentes

Nota: RD = retinopatia diabética

26



Discusion

En este estudio se obtuvieron 35 muestras correspondientes a 18 hombres y 17 mujeres con edad
promedio de 72 afios con catarata madura. Los resultados de este estudio muestran que la
concentraciéon de proteina total y de las cuatro acuaporinas estudiadas no tiene relacidon con la
edad, género, antecedente de diabetes mellitus o hipertensidn sistémica. Adicionalmente,
tampoco se demostraron diferencias con respecto a la lateralidad de la catarata, la opalescencia y
coloracién estimada clinicamente y tampoco con respecto a retinopatia diabética. En general, la
concentracién de acuaporinas fue muy cercana a cero en la mayoria de los pacientes a excepcion
de AQP7.

La gran mayoria de la literatura con respecto al rol de las acuaporinas en la génesis de
catarata ha sido obtenida gracias a modelos animales en donde se inducen mutaciones genéticas
que tienen como resultado la formacion de catarata y existen poco estudios que describen el perfil
proteico o protedmico de la catarata senil.

Similar a lo obtenido en este estudio, Horwitz y Wong describieron mediante estudios
proteicos que, a medida que el cristalino envejece, tanto el término carboxilico como el amino de
AQPO sufren protedlisis, formando un a proteina de desecho llamada MP22, demostrando una
forma en que la concentracién, y por ende, la funcidn de AQPO puede disminuir a medida que el
cristalino envejece (35). Ademas, se han demostrado otros mecanismos para la degradacién
paulatina de AQPO como la fosforilacién del término carboxilico que disminuye su trafico hacia la
membrana plasmatica (36). También, se ha demostrado que la glucosilacion de AQPO disminuye su
capacidad de interactuar con calmodulina, afectando la regulacion de su permeabilidad vy
aumentando la opacificacion del cristalino, como puede ocurrir en pacientes diabéticos (37).

Modelos animales de catarata han identificado numerosos residuos de importancia en la
funcién y transporte de AQPO y han ayudado a caracterizar las funciones Unicas de AQPO (38-40).
Por ejemplo, ratones con delecion de AQPO tienen catarata, embalaje celular desorganizado, y
propiedades épticas alteradas (41, 42) donde la expresion de AQP1 en estos ratones no restaura la
transparencia o arquitectura celular, lo cual evidencia la importancia de las funciones Unicas e
imprescindibles de AQPO (39).

Otros estudios en ratones con delecion del gen AQP1 mostraron que pese a la ausencia de
esta proteina no tiene repercusion en la morfologia cristaliniana, sin embargo, estos érganos
tuvieron una menor permeabilidad al agua, mostrando con un mayor contenido de agua basal y
una menor capacidad de respuesta homeostatica cuando se incubacién en soluciones hipotdnicas,
por lo que tuvieron una deficiencia para contrarrestar el edema celular (22).

La funcion de AQP5 se ha descrito sobre todo en el epitelio cristaliniano, por lo que su
funcién en las fibras es auin desconocida. En modelos murinos, la delecion de AQP5 causa catarata
en condiciones de hiperglucemia, proponiendo una funcién importante de esta molécula en
diabetes mellitus (43). En este estudio, la concentracion de AQP5 no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre cristalinos de ojos sanos aquellos con retinopatia diabética,
pero si revelé una tendencia a la diferencia donde la concentracion de AQP5 fue mayor en ojos
sanos. De igual manera, AQP5 mostrd una tendencia a la diferencia estadistica con respecto a la
dureza de la catarata.

Adicionalmente, se ha sugerido que la translocacion de AQP5 a la membrana celular podria
aumentar la permeabilidad del cristalino al agua para compensar por la translocacién de AQPO al
constituir uniones celulares (17), condicidn que no fue evidente en este estudio.

Hasta la fecha, no se ha caracterizado el papel de AQP7 en el cristalino, aunque se piensa
gue podria permitir el transporte de pequefias moléculas (3, 13). En este estudio, AQP7 fue la
proteina con mayor concentracion en todos los grupos de pacientes con catarata madura. Al ser
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una gliceroacuaporina, es posible que su permeabilidad a glicerol tenga un papel importante en el
mantenimiento de este tejido en degradacion.

Por otro lado, se ha demostrado que las acuaporinas en el cristalino actian como
peroxiporinas, es decir que permiten la difusion de perdxido de hidrogeno a través de ellas,
proporcionando una via de excrecion de especies reactivas de oxigeno fuera del cristalino (44). En
consecuencia, la disminucién en la concentracion y/o funcidon de acuaporinas podria ser causante
de un circulo vicioso en el que, ademas de ser menos capaz de regular el flujo de agua, el cristalino
se vuelve incompetente para eliminar estos agentes de estrés oxidativo provocado por la
exposicién a la luz y el metabolismo celular, aunado a una disminucion de los mecanismos
compensadores antioxidantes caracteristicos del envejecimiento.

Ademas, se ha demostrado en tejido bovino que las fibras cristalinianas cuentan con
proteasomas, que son complejos proteicos con capacidad proteolitica altamente especifica
dependiente de ubiquitinizacién (45). En el cristalino, la actividad del proteasoma se ve
incrementada por el estrés oxidativo (46, 47), el cual se piensa que es uno de los principales
factores que influyen en la génesis de la catarata senil. De esta manera, el estrés oxidativo causaria
de manera indirecta una estimulacién de la degradacién de acuaporinas, proporcionando mayor
sustento para la disminucién de su concentracién y funcién en relacion a la senescencia.
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Conclusiones

Este estudio tiene como fortalezas el disefio experimental, que ha sido meticuloso desde la
procuracidon de las muestras bioldgicas con red de frio y con el uso de inhibidos de proteasas.
Adicionalmente, el andlisis de datos fue cuidadoso buscando intencionadamente sesgos
relacionados con la edad y otras condiciones clinicas. La concentracion de proteina fue controlada
con el peso himedo del cristalino, lo cual también redujo sesgos propiciados por variaciones en el
tamafio de la muestra. Adicionalmente, no hay en la literatura internacional ningun otro estudio
gue describa el perfil de proteina total cristaliniana ni de las cuatro acuaporinas estudiadas en en
catarata madura.

Una potencial debilidad de este estudio es que el calculo de muestra se basé en un tamano
de muestra de 16 cristalinos, para comparaciones de dos grupos por variable, es decir 8 individuos
por grupo a estudiar. Esta condiciéon no se cumplié para los pacientes con retinopatia diabética.
Indiscutiblemente, incrementar el tamafo de la muestra permitiria realizar comparaciones mas
confiables con respecto a la retinopatia diabética en catarata, pero también identificar diferencias
con efectos menores a 0.7 en todas las condiciones estudiadas.

Otra potencial debilidad de este estudio es que la cuantificaciéon de proteina fue realizada
mediante espectrofotometria con Nanodrop. Este método de medicion fue disefiado en principio
para la cuantificacién de proteinas purificadas de las que se conoce su coeficiente de extincidn
proteica. Para una adecuada estimacion de la concentracién protéica, este coeficiente debe
determinarse para cada muestras tisular, por lo que habria sido ideal realizar dicha cuantificacién
mediante métodos mds exactos como el ensayo de Bradford o de Lowry que si estan disefiados
para muestras proteicas como las utilizadas en este estudio. Sin embargo este método es
conveniente porque utiliza sélo 2 microlitros de muestra lo que disminuye el desperdicio de la
muestra, no requiere otros reactivos por lo que resulta barato y es técnicamente facil de realizar, y
en consecuencia reproducible.

Por otro lado, se utilizé el sobrenadante de las muestras titulares para realizar la
cuantificacion acuaporinas. Aunque los ensayos se realizaron de acuerdo a las especificaciones del
fabricante, las acuaporinas son proteinas liposolubles que se encuentran en la membrana
plasmatica, por lo que cabe la posibilidad de que la medicion de estas proteinas haya sido
subdptimas. Lo anterior puede ser una motivacion para el desarrollo de técnicas de laboratorio
que permitan enriquecer la abundancia de proteinas no solubles como las acuaporinas.

Adicionalmente, y pese a que la identificacion y cuantificacion de estas proteinas mediante
ensayos ELISA es técnicamente facil, dista mucho de ser ideal debido a que el protocolo implica la
utilizacién de volumenes relativamente altos de muestra tisular, lo cual dificulta la replicacion de
estos experimentos con las mismas muestras biolégicas en el futuro. La identificacion vy
cuantificaciéon de proteinas por medio de Western Blot, por ejemplo, facilitaria la medicién de
multiples proteinas con sdélo una fraccion del volumen que se utiliza en los ensayos ELISA y
también seria mas especifico. Sin embargo, este método requiere de un gran nimero de pasos,
entrenamiento, destreza técnica, tiempo e infraestructura con la que actualmente no se cuenta en
el Centro de Investigacién Biomédica.

Ademas, es importante considerar dentro de las limitaciones de este estudio, la ausencia
de un grupo control de cristalinos sin catarata o con catarata no madura. Este hecho resulta
éticamente complicado debido a que la extraccién del ndcleo cristaliniano requiere de una incisién
quirargica de al menos 10 mm y debido al advenimiento de la facoemulsificacién, se reserva para
cataratas especialmente duras que impliquen un mayor riesgo de complicaciones quirudrgicas o
postquirdrgicas de esta técnica. Seria éticamente incorrecto realizar esta técnica quirdrgica mas
cruenta con el Unico objetivo de obtener un nucleo integro. Adicionalmente, este estudio carecié
de un control interno que verificara que las mediciones obtenidas, como pudo ser el caso de la
cuantificacién de actina u otra proteina estructural del cristalino.
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En conclusidn, los resultados obtenidos apoyan la teoria general de que la fisiopatologia de
la catarata se acompana de una disminucidn de su permeabilidad al agua y probablemente
especies reactivas de oxigeno, donde el estrés oxidativo a su vez propicia un aumento en los
mecanismos de degradacion de estos canales transmembrana, dando sustento a un circulo vicioso
gue da como resultado la pérdida de transparencia de este érgano refractivo.

Considerando estos hechos, la consecuencia directa de un menor flujo de agua seria la
disminucién de la difusién de glucosa y oxigeno a las fibras cristalinianas, ademds de una dificultad
importante para la eliminacion de piruvato y otras productos del metabolismo celular,
incrementando exponencialmente el dafio causado por el estrés oxidativo y comprometiendo la
integridad y funcién de las fibras cristalinianas. Sin embargo, hay ain mucho qué investigar con
respecto a los mecanismos que dan lugar a estos fendmenos y cémo proporcionar un tratamiento
gue logre disminuir o retrasar el dafio tisular cristaliniano generado por el envejecimiento.
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