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RESUMEN

Introduccién: La diabetes mellitus produce un acumulo de estrés oxidativo que
lleva a una desregulacién en las vias de senalizacion celular con una pérdida de
homeostasis por lesion a proteinas, lipidos, ADN y ARN. Por ello, el paciente
diabético tiene 25 veces mas riesgo para el desarrollo de catarata comparado
con la poblacidon general. El NRF2 en el cristalino se encarga de la estabilizacion
de ROS con la sintesis de enzimas antioxidantes, dichos mecanismos se han
encontrado alterados en estados de hiperglicemia ya que por distintas vias se
desmetila su factor inhibitorio (KEAP1). EI GSH es el principal protector de las
proteinas crisatlinianas contra ROS y su expresidn estd inducida por NRF2.
Cuando el GSH disminuye se produce la pérdida de funcion chaperona de las a-
cristalinas, acumulo de agregados proteicos, activacion de caspasas,
desequilibrio entre la cantidad de proteinas solubles e insolubles en el cristalino y
pérdida de la estructura celular normal. Dicha estructura estd conformada por
filamentos intermedios, principalmente por GFAP que ante la elevacion de ROS
provoca un desequilibrio en la funcion de los canales i6nicos, del factor de
crecimiento y en la expresidon de genes inflamatorios. S6lo el NRF2 se ha
estudiado en los mecanismos de dafio por estrés oxidativo en ojos de pacientes
diabéticos. EI GFAP se ha relacionado con la actividad de las células gliales y el
estimulo de VEGF en retinopatia diabética. Se ha encontrado una diferencia
entre los niveles séricos de NRF2 y GFAP en pacientes con diabetes mellitus en
comparacién con personas sanas, sin embargo, no se ha establecido si esto
sucede a nivel del humor acuoso, asi como su rol en el desarrollo de la catarata.
Conocer la expresidon de estas proteinas ampliara el conocimiento que tenemos
sobre el microambiente oxidativo al que esta expuesto el cristalino, siendo util
para métodos diagnosticos, prondsticos y de tratamiento futuros.

Objetivo: Cuantificar la concentracion de NRF2 y GFAP a partir de muestras
obtenidas de suero y humor acuoso obtenido de pacientes con cataratas y
diabetes mellitus tipo 2.

Material y Métodos: Se calculé una muestra con nivel de confianza de 95% y
margen error de 5%. Se realizO un estudio transversal, prospectivo,
observacional, comparativo y analitico. Se incluyeron pacientes operados de
cirugia de catarata en el Fundaciéon Hospital Nuestra Sefiora de la Luz en el
periodo de agosto 2020 — enero 2021. Se recolectaron muestras de plasma y
humor acuoso en el dia quirdrgico. Las muestras se analizaron con kit ELISA
NRF2 y GFAP humano Invitrogen el cual permite conocer la concentracion de




ambas proteinas comparandolas con una curva estandarizada. Para la
distribuciébn de normalidad se utiliz6 la prueba de Kolmogorov Smirnov y el
analisis estadistico se relializé con el test de Mann Whitney y Chi cuadrada.

Resultados: Se incluyeron 80 pacientes con edad promedio de 66 anos, los
cuales fueron asignados a dos grupos: uno de pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 (n=44) y otro grupo de referencia pareado por edad (n=36). La
concentracion de NRF2 en humor acuoso fue mayor en el grupo de casos
(177ng/dl) comparado con el de referencia (162ng/ml) (p=0.254). La
concentracion de GFAP en humor acuoso fue mayor en el grupo de referencia
(82ng/ml) comparado con el de casos (55ng/dl) (p=0.588). En suero no hubo
diferencia entre grupos para NRF2 (p>0.99) ni para GFAP (p>0.92).

Conclusiones: No se encontr6 que tuvieran una concentracion
significativamente distinta en humor acuoso de pacientes con diabetes
comparado con el grupo de referencia, por lo que deben existir otros mecanismos
que pueden aumentar o inhibir su expresién de manera independiente.




INTRODUCCION

Estrés oxidativo

El ojo es un érgano que se encuentra en constante exposicion al estrés oxidativo,
ya sea por la radiacién ultravioleta, la radiacion ionizante, la dieta o el
tabaquismo', lo anterior se ha vinculado con el desarrollo de distintas patologias
oculares, como las cataratas.? El dafio por estrés oxidativo provoca una
combinacion de factores que inducen la cataratogénesis, entre ellos: la disfuncion
de las fibras cristalinianas®, el aumento en la permeabilidad de la membrana
epitelial, mecanismos inflamatorios,* altos niveles de glucosilacion no enzimatica

y una pérdida de los mecanismos antioxidantes.®

La oxidacion es un proceso bioquimico donde existe una constante reduccion de
electrones de oxigeno dentro de la mitocondria provenientes del metabolismo
aerbbico. De la reduccién parcial de electrones se obtienen superdxidos y

especies reactivas de oxigeno (ROS)."

Especificamente el estado de hiperglicemia de pacientes diabéticos satura el
ciclo de Krebs con lo que se inhibe la transferencia de electrones en la
membrana de la mitocondria con acumulacibn de radicales libres en
consecuencia. Al aumentar las ROS se activa la via de los polioles, de la
hexosamina y la protein cinasa C (PKC), asi como la formacién de productos
finales de glicosilacién avanzada® que en conjunto propician la acumulacién de

mas radicales libres.

En condiciones fisioldgicas, la produccion controlada de factores oxidantes regula
las vias de senfalizacion intracelular y contribuye al mantenimiento de la
homeostasis celular.’ Por otro lado, al ser moléculas de vida corta y altamente

reactivas, al acumularse ocasionan desnaturalizacion de proteinas, oxidacion de



membranas lipidicas, pérdida de la homeostasis del calcio y fragmentacion de
ADN y ARN.°

El estrés oxidativo es un término empleado desde hace 15 afios para definir la
falla en el equilibrio que mantiene el organismo entre la produccién de ROS y la
sintesis de moléculas antioxidantes que buscan contrarrestar el dafio celular y la

activacion de vias inflamatorias que conducen hacia la muerte celular.?

Las vias antioxidantes celulares se pueden clasificar en tres sistemas de
reaccion de fases consecutivas (fase I, Il y 1ll). Los sistemas de reaccion de fase
| involucran las reacciones de reduccién-oxidacion (REDOX) llevadas a cabo en
el sistema enzimatico del citocromo P450, los productos de esta reaccion
posteriormente se conjugan con otras moléculas, como el glutation (GSH), en
reacciones de fase 2. Las moléculas que catalizan las reacciones de fase 2 se
pueden clasificar como antioxidantes de accion directa o indirecta; dentro de los
de accién directa se incluyen la superéxido dismutasa (SOD1) y el glutation,
estos antioxidantes actuan secuestrando ROS. Los antioxidantes indirectos
sintetizan y reciclan moléculas como GSH vy tioredoxina (Trx).” Finalmente, las
moléculas del sistema de fase lll transportan y eliminan los metabolitos finales de
las reacciones previas hacia el espacio extracelular. Las enzimas involucradas
en estas vias tienen acciones coordinadas que se superponen para la proteccion

de proteinas, lipidos y ADN susceptibles a dafio por estrés oxidativo.?

La funcién de las enzimas de fase Il esta controlada por el factor de transcripcion
eritroide nucelar tipo 2 (NRF2), la proteina Kelch derivada de eritroide, la proteina

ECH1 asociada (Keap 1) y la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK).°



Factor eritroide nucelar tipo 2

El factor de transcripcion NRF2 esta localizado en el cromosoma 2931° y se
expresa en diversos tejidos del organismo, tales como musculo, pulmén'® y
cristalino. Es un citoprotector clave contra el estrés oxidativo asociado a radicales
libres.”  Ademas de sus funciones antioxidantes y antiinflamatorias que
favorecen la supervivencia y proliferacion celular, regula la expresion de diversos
genes involucrados en la remodelacion de tejidos y fibrosis, asi como la
restriccién calorica celular. Este factor de transcripcidn participa también en el

metabolismo de lipidos y regula la actividad de la insulina.®

Normalmente, ante la ausencia de ROS, el NFR2 se encuentra inactivo en el
citoplasma unido a la proteina Keap 1, la cual funciona como un sensor de estrés
oxidativo. La unidbn de Keap 1 con NRF2, promueve la ubiquitinizacién y
degradacion proteosémica de la subunidad 26 de NRF2 para mantenerlo en
cifras basales inhibitorias.® Otros inhibidores de NRF2 son el selenio, la

homocisteina y el &cido valproico.

La activacion de NRF2 depende de diferentes estimulos como la radiacién
UVA', la hipoxia, los estimulos xenobiéticos, la inflamacién, la oxidacion y el
estrés en el reticulo endoplasmico (RE); la duracién de su actividad corresponde
con la presencia del estimulo.’® Existen otros factores exdgenos como los
polifenoles, los flavonoides y terpenos que también inducen su activacion y son
compuestos clave para la proteccion ocular contra el estrés oxidativo, la

inflamacion vy la fibrosis.™

Ante la presencia de cualquiera de estos factores Keap 1 sufre un cambio
residual en su aminoéacido lisina, liberando asi a NRF2 y permitiendo su
movilizacion hacia el nucleo de la célula, este movimiento se encuentra mediado

por la PKC. Una vez en el nacleo, NFR2 interactia con la region promotora del



elemento de respuesta antioxidante (ARE) y lo fosforila para que presente un
cambio conformacional e inicie la transcripcion de diversos genes que regulan,
mediante la via de las MAPK, la PKC y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la
expresion de enzimas antioxidantes, enzimas que detoxifican xenobibticos,
chaperonas moleculares, enzimas de reparacion del ADN, y proteinas de
respuesta antiinflamatoria; cabe destacar que la activacion de la PI3K, es un

componente importante en vias de sefializaciéon de insulina.’®?®

Algunas de las enzimas expresadas por la activacion de NRF2, son las del
sistema antioxidante del glutatibn, como la glutation S-transferasa (GST),
glutamato-cisteina ligasa (GCL), glutation reductasa (GR), y glutatién peroxidasa,
asi como también las del sistema tiorredoxina y otras enzimas involucradas en la
regeneracion de NADPH. Estos grupos de enziméticos inhiben el dafio
estructural y funcional mediante diferentes mecanismos, como el secuestro de
catalizadores de O6xido de metales de transicion, agentes quelantes, regulacion
de la actividad enzimatica, barrido de radicales libres de reacciones en cadena,

regeneracion de otros antioxidantes, etc.’

En los ultimos afnos, se han descubierto nuevas funciones de NFR2, las cuales
van mas alla de su regulacion antioxidante. Entre estas funciones, se encuentran
la regulacién de la funcidn mitocondrial en los fibroblastos (produccion e ATP y
respiracion), eliminacion de proteinas anormales y regulacién de células madre

hematopoyéticas, entre otras.’

Expresion de NRF2 en el cristalino

Es bien conocido el papel del desequilibrio entre factores oxidantes vy
antioxidantes en el cristalino y la formacidon de catarata. Dentro de los

antioxidantes mas importantes en el cristalino, se encuentra el glutatién reducido



(GSH) el cual es un tripéptido que se une a los radicales libres, cuya sintesis esta
controlada por las enzimas antioxidantes dependientes de NRF2.

Cuando los niveles de glutation disminuyen, diversos mecanismos llevan a la
opacificacion del cristalino, entre ellos la oxidacién de proteinas cristalinianas (q,
B y gamma cristalinas), la generacion y acumulo de agregados proteicos, la
pérdida de funcion chaperona de las a-cristalinas, con pérdida de la estructura
celular normal, el incremento en la peroxidacion lipidica y el desequilibrio entre la
cantidad de proteinas solubles e insolubles en el cristalino.’

Existen otras vias que se activan ante el incremento en el estrés oxidativo, como
la activacion de la via de las caspasas, las cuales también contribuyen también a

la formacion de cataratas.®

Se ha observado que algunas modificaciones epigenéticas y polimorfismos en los
genes de NRF2 y Keap 1 pueden acelerar el desarrollo de cataratas,
especialmente en pacientes sometidos a mayor cantidad de estrés oxidativo
como aquellos con Alzheimer'?; la expresion de NRF2 en el epitelio cristaliniano
de pacientes mayores de 65 anos disminuye mientras que la expresion de Keap
1 se encuentra aumentada, esto como consecuencia de una desmetilacion que
ocurre secundaria a concentraciones excesivas de ROS, llevando a un aumento

en la transcripcion de Keap 1 y niveles bajos de proteinas antioxidantes. '

En publicaciones recientes, se han estudiado otras moléculas como el
metilglioxal (MGO), dentro de la supresidn de la actividad de NRF2. Debido a que
el cristalino se encuentra en un ambiente con poco oxigeno, la generacion de
MGO a partir de la hiperglicemia se favorece. El MGO aumenta la produccion de
ROS, generando estrés oxidativo en el RE, posteriormente se activan los
mecanismos de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), éstas alteran la
homeostasis del calcio al liberarlo del RE y activan una via enzimatica alterna

que se encarga también de la desmetilacion de Keap1.?
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Por lo tanto, el estimulo en la via de sefalizacién de NRF2 se ha propuesto como
una terapia blanco para la proteccion celular, la prevencién de complicaciones

macro y microcelulares por diabetes asi como la prevencién de cataratas.’

Los filamentos intermedios del cristalino

Las ROS se han identificado en distintas estructuras oculares, por ejemplo en el
humor acuoso que se encuentra en contacto con el endotelio corneal, la malla
trabecular y el cristalino.'”® A pesar que estas estructuras tienen un origen
embriologico distinto, comparten caracteristicas en comdn ya que son tejidos
avasculares y su nutricibn depende del humor acuoso, cuando éste sufre
cambios en sus composicidn se producen alteraciones en dichas estructuras

como consecuencia.'

En el epitelio del cristalino se mantienen altas concentraciones de GSH para
evitar que las ROS danen a las proteinas del grupo sulfhidrilo (NA/K-ATPasa,
proteinas del citoesqueleto y proteinas de transporte de membrana), las cuales
son claves para su funcionamiento'®; cualquier cambio en la relacion intercelular
lleva a alteraciones en la difraccion, absorcion y reflexion de la luz, lo que altera

la calidad de la vision.'®

El citoesqueleto esta formado por tres sistemas de filamentos: microfilamentos,
microtubulos y filamentos intermedios. Los filamentos intermedios son el
componente mas dinamico, estan constituidos por varias proteinas y se
denominan intermedios ya que su diametro es aproximadamente de 8 a 15 nm.%°
Sus funciones van desde participar en el proceso de sefializacién celular hasta
proporcionan un andamio a las chaperonas, al proteosoma y a las cinasas de
estrés para la reparaciéon de proteinas dafiadas y eliminan las que no pueden

restaurarse para evitar la activacion de las vias de sefializacion por estrés.'
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En los humanos hay 70 genes diferentes que codifican para las distintas
subunidades que forman los filamentos, y estos ultimos se clasifican en 6 grupos
principales. El grupo Il se subdivide a su vez en 4 grupos: vimentinas, desminas,

proteina fibrilar acida y periferina.?’

La proteina glial fibrilar acida

La proteina glial fibrilar acida (GFAP) estd presente principalmente en los
astrocitos en células ependimarias del sistema nervioso central y en menor

medida en las células de Miller y en el epitelio cristaliniano.

Puede expresarse en 10 isoformas distintas, formando filamentos de 10 nm bajo
un pH de 7, tiene un peso molecular de 50 KDa y se compone de tres regiones:

cabeza, barra y cola, compuestas por un total de 430 aminoéacidos.?

Los filamentos intermedios sufren cambios estructurales todo el tiempo, se
conoce que existe una fosforilacion y desfosforilacion constante en la region de la

cabeza de las GFAP lo que las lleva de un estado soluble a insoluble.

Se han desarrollado distintos anticuerpos para reconocer a las GFAP en estados
de fosforilacion, las cuales coinciden con fases mitéticas®® en respuesta a dafio
celular por lo que se emplean como marcadores de proliferacion de astrocitos y
neoplasias del sistema nervioso central. El aumento de GFAP también se ha

observado en Alzheimer, leucodistrofias y esclerosis maltiple.?

La respuesta glial de los astrocitos ante el dano es similar a la presentada por las
células de Miiller en condiciones patolégicas®®, se conoce como gliosis, funciona
como un sensor de estrés ocular®® y dicho proceso conlleva a la hipertrofia y
proliferacion celular y a una aumento de las proteinas de los filamentos

intermedios como la nestina, vimentina y GFAP.?°
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Por otro lado, la expresion de GFAP se afecta secundariamente por varios
mecanismos, entre ellos por diabetes, provocando alteraciones en la
sefalizacion de neurotransmisores, en la funcion de los canales idnicos, asi
como alteraciones en el factor de crecimiento y la expresion de genes

inflamatorios.?®

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés oxidativo es un factor esencial dentro de la fisiopatologia de la catarata,
sobretodo en pacientes con diabetes mellitus ya que propicia el acumulo de
radicales libres. Hasta ahora no esta establecida la relacion que guardan las
proteinas NRF2 y GFAP dentro del microambiente que rodea al cristalino cuando

éste se encuentra sometido a estrés oxidativo.

JUSTIFICACION

El estado de hiperglicemia crdnica en conjunto con otras vias, producen la
acumulacion de radicales libres, que inhiben el NRF2 favoreciendo el dafio por
estrés oxidativo y en consecuencia a la formacidén de cataratas. Por otro lado, la
GFAP responde al estrés oxidativo con gliosis provocada por la estimulacion
proteica lo que lleva a una proliferacion celular y desorganizacion de la
arquitectura del citoesqueleto que afecta la transparencia del cristalino.

El estudio de las proteinas NRF2 y GFAP pueden ayudar a comprender si su
relacion y expresion favorecen o retrasan la cataratogénesis y en un futuro ser de

utilidad para la prevencién y el tratamiento de las cataratas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cudl es la expresidn de las proteinas NRF2 y GFAP en pacientes con diabetes

mellitus tipo 2 con cataratas?

13



HIPOTESIS
La expresion de NRF2 y GFAP es diferente en los pacientes sanos que
desarrollan cataratas en comparacion con los pacientes con diabetes mellitus

que desarrollan cataratas.

OBJETIVO GENERAL
* Cuantificar la concentracion de NRF2 y GFAP a partir de muestras
obtenidas de suero y humor acuoso de pacientes sanos y pacientes con

diabetes mellitus tipo 2 con cataratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar la correlacion de la expresion de NRF2 en el desarrollo de
catarata en suero.

* Determinar la correlacion de la expresion de NRF2 en el desarrollo de
catarata en humor acuoso.

* Determinar la correlaciéon de la expresion de GFAP en el desarrollo de
cataratas en suero.

* Determinar la correlaciéon de la expresion de GFAP en el desarrollo de
cataratas en humor acuoso.

* Determinar si la expresion de NRF2 ofrece un efecto protector para el

desarrollo de cataratas.

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio transversal, prospectivo, observacional, analitico y
comparativo, los pacientes se captaron a partir de la programacion quirargica de
facoemulsificacion de una poblacién mexicana del Departamento de Microcirugia
del Segmento Anterior del Hospital Fundacién Nuestra Sefiora de la Luz .A.P.,

en un periodo comprendido de Abril 2020 a Enero del 2022.

14



Tamano de muestra

Se realiz6 un calculo del tamafio de muestra de comparacion de promedios con
un nivel de confianza del 95%, una potencia del 80%, un porcentaje de pérdidas
de 20%. Se considerd una varianza 6.38 para el grupo de referencia pareado por
edad y una varianza de 6.86 para el grupo de pacientes con diabetes, basadas
en el protocolo de Vujosevic?* sobre la concentracion de GFAP en humor acuoso
de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, ya que actualmente no se han
encontrado estudios donde se estudien ambas proteinas (NRF2 y GFAP) en

humor acuoso. La diferencia entre estos grupos se establecid de 2 picogramos.

El tamano de muestra calculado es de 31 pacientes utilizando la siguiente

féormula:

(21072121 6)7*(S1%4S,%)

(Xl'xz)z

Seleccion de pacientes

Los pacientes se dividieron en dos grupos, los casos con diagnéstico de diabetes
mellitus tipo 2 (de acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la
Salud) y el de referencia pareado por edad. Los criterios de exclusién fueron
diagnostico de diabetes mellitus tipo 1, presencia de retinopatia diabética
proliferativa, enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo Alzheimer,
Parkinson, etc.), el uso de medicamentos antiepilépticos como el acido valproico,
multivitaminicos que contengan selenio y el uso concomitante de esteroides

sistémicos y topicos.

Se aprobd el estudio por el Comité de Etica e Investigacién con clave de
protocolo 2020058R2. Los consentimientos informados de cada paciente estan
incluidos en el protocolo de acuerdo a los términos establecidos en la

Declaracion de Helsinki para el manejo de tejidos biologicos.
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Todos los sujetos en estudio firmaron el consentimiento informado acerca de los
alcances del estudio y la autorizacion para usar los datos obtenidos en
presentaciones y publicaciones cientificas, manteniendo el anonimato de los
participantes.

La base de datos de los pacientes se concentr6 en programa Microsoft Excel.

Toma de muestras

El plasma se obtuvo de muestras de sangre por puncion de vena periférica el dia
de la cirugia durante la canalizacibn del paciente en hospitalizacién, se
almacenaron un tubo rojo para centrifugarse. Todas rotuladas con el nombre del

paciente, expediente clinico y fecha de nacimiento

La toma de muestra de humor acuoso se realiz6 en quiréfano previo a comenzar
la cirugia de catarata. El procedimiento fue con asepsia y antisepsia, anestesia
topica y blefarostato, el paciente en decubito supino, bajo microscopia se realizé
paracentesis de la cadmara anterior en el limbo temporal, con una jeringa de
insulina de 30 Gauge con el bisel de la aguja apuntando hacia arriba y con la
aguja paralela al plano del iris, manteniendo la punta de la aguja sobre la
periferia media del iris evitando tocar el cristalino. Se obtuvieron 150-200
microlitros de humor acuoso. La muestra se coloc6 en un tubo de
microcentrifugacién Eppendorf previamente rotulado con el nombre del paciente,

su fecha de nacimiento, asi como numero de expediente.

Las muestras de sangre se refrigeraron a 2-8° C por 2 horas y después de

centrifugarlas se almacenaron a -80°C.
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Analisis de muestras

El ELISA tipo sandwich es un estudio que se basa en una micro-placa con

anticuerpos de captura a la cual se agregan las muestras tomadas de los

pacientes con los antigenos de interés que en este caso son las proteinas NRF2

y GFAP. Posteriormente, se agregan anticuerpos de deteccidén biotinilados y

conjugados enzimaticos de estreptavidina para incubarse. Se lava y se agrega

una solucién con sustrato a cada pozo y aquellos que reaccionen con la enzima

emitiran una sefal visible cuya intensidad se mide por espectrofotometria. Para

calcular la concentracion proteinas, se comparan la intensidad de las sefiales

obtenidas con la curva estandar de la prueba.

La siguiente tabla resume las

caracteristicas del manejo de muestras de cada

prueba:
Kit ELISA NRF2 GFAP
Almacenamiento 2-8°C si se procesa dentro | 2-8°C
de los 30 minutos de la
toma de muestra o de -20 a
-80°C si se procesara
posteriormente
Sensibilidad 0.1ng/mL 0.19ng/mL
Especificidad No tiene reacciones No tiene reacciones

cruzadas que interfieran
con la deteccion

cruzadas que interfieran con
la deteccidn

Manejo de muestra de
plasma

Centrifugar por 10 minutos
a 3000 revoluciones por
minuto el mismo dia

Centrifugar por 10 minutos a
3000 revoluciones por
minuto el mismo dia, Prueba
no util si la muestra es
hemolisada.

Manejo de humor acuoso

Refrigerar a -80°

Refrigerar a -80°

Para

la distribucion de normalidad se utilizd Kolmogorov Smirnov y el analisis

estadistico se hizo con test de Mann Whitney y Chi cuadrada.
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Variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE | ESCALA / UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
Edad Tiempo de vida | Afios de vida hasta el | Secundaria Cuantitativa discreta

de una persona

momento del estudio

Expresion de
NRF2

Factor eritroide
nucelar tipo 2

Factor de transcripcion
encargado de la
activacion génica para
la sintesis de enzimas
antioxidantes, factores
antiinflamatorios se
encarga de la
restriccion calérica
celular, el matabolismo
de lipidos y la actividad
de la insulina.

Dependiente

Cuantitativa continua

Expresion de | Proteina glial | Proteina de filamento | Dependiente Cuantitativa continua
GFAP fibrilar 4cida intermedio del grupo Il
componente del
citoesqueleto
relacionado con células
gliales.
Diabetes Enfermedad Se registra en los | Independiente Cualitativa nominal
Mellitus tipo 2 | cronica, antecedentes Cualitativa dicotomica:
metabdlica, que | personales patolégicos e Si
consiste en una | del paciente si cuenta * No
actividad con diagnéstico de
deficiente de la | diabetes mellitus.
insulina
resultando en
estados de
hiperglicemia
sérica elevados.
Comorbilidad | Enfermedades Se registran los | Secundaria Cualitativa nominal
cronicas, ademas | antecedentes politébmica:
de diabetes | personales patologicos * Enfermedad
melitus, que | del paciente neurodegenerativa
padezca el * Enfermedad
paciente y se han reumatica
relacionado con e Enfermedad
alteraciones hepatica
relacionadas con e Enfermedad
NRF2y GFAP pulmonar
* VIH
e Cancer
e Enfermedad
cardiaca

¢ Enfermedad renal
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Cronograma de actividades (anexo 1)

RECURSOS FINANCIEROS Y DE FACTIBILIDAD

Se requiere de una poblacibn de pacientes con catarata y diagndstico
concomitante de diabetes mellitus tipo 2. Siendo el Hospital Fundacion Nuestra
Sefiora de la Luz un centro de referencia donde se concentran un gran numero
de casos como el del tema a investigar, se vuelve factible encontrar una
poblacidon con los diagnosticos antes mencionados. De acuerdo con la
programacion revisada del Departamento de Microcirugia del Segmento Anterior
del Ojo, se realizan diariamente un promedio de 22 cirugias de
facoemulsificacion y del total de pacientes programados durante el turno
matutino y vespertino. El Hospital puede garantizar el empleo de quir6éfanos con
material completo, asi el de corriente y planta eléctrica que permita el uso
continuo del equipo de facoemulsificacion, a la vez de contar con médicos de alta

especialidad capacitados para el empleo de dicha técnica quirurgica.

Se requiere de 31 tubos rojos y 31 morados con EDTA para la toma de muestras
de sangre, asi como 31 agujas de insulina y tubos de microcentrifugado
Eppendorf para las muestras de humor acuoso.

Para el analisis de las muestras de emplearan los Kits ELISA de NRF2 y GFAP
humanos. Cada microplaca de ELISA puede contener hasta 96 pozos. El Kit
ELISA para GFAP humano para 24 tiras tiene un costo de $190 USD. El Kit
ELISA para NRF2 humano para 48 tiras tiene un costo de $440 USD. De acuerdo
al tamano de muestra se solicitara la cotizacién conveniente para el nUmero de

tiras.

BIOSEGURIDAD

Se trata de un estudio que representa un riesgo minimo para el paciente
cumpliendo criterios que garantizan la observancia de las normas universales de

bioseguridad y se complementa siguiendo las diferentes normas oficiales
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mexicanas en la materia, las cuales se mencionan a continuacion: la Ley General
de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, la NOM-178-SSA1-1998. Requisitos minimos de infraestructura y
equipamiento de establecimientos para la atencion médica de pacientes
ambulatorios y la NOM-003-SSA2-1993. Para la disposicion de sangre humana y

sus componentes.

Se cuenta con un laboratorio con nivel de bioseguridad 2 destinado a
diagnostico, investigacion y analisis clinico donde se trabaja con un amplio

espectro de agentes de riesgo moderado que se encuentran presentes.

Carta de consentimiento informado (Anexo 2)

RESULTADOS

Se obtuvo una muestra de 112 pacientes, de los cuales 32 se excluyeron por
presentar una toma de muestra incompleta. Se incluyeron 80 pacientes, de los
cuales 56.25% (n=45) fueron mujeres y 43.75% (n=35) fueron hombres
(p=0.909). El 96.25% (n=77) fueron operados de cirugia de facoemulsificacién y

el 3.75% (n=3) de cirugia de extraccion extracapsular de catarata (p=678).

De todos los pacientes que cumplieron criterios de inclusion, 36 fueron asignados
al grupo de referencia pareado por edad y 44 al grupo de casos, la distribucion

demografica de los grupos estéa representada en la Tabla 1.

Grupo referencia Grupo casos Valor de p
n=44 n=36
Sexo (H:M)  16:20 19:25 0.909
Edad (SD) 67 £9.94 6518.46 0.333
Ojo (D:1) 19:17 19:25 0.392
HAS 12 26 0.021
Tabla 1. Distribucién demogréafica de los pacientes incluidos. H: hombre, M: mujer. SD:
desviacion estandar. D: ojo derecho, I: ojo izquierdo. HAS: hipertension arterial

sistémica.
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En total 38 pacientes tenian diagnéstico de hipertensidn arterial sistémica, cuya
distribucion de tratamientos se muestra en la Tabla 2.

De los pacientes con medicamentos combinados, 4 usaban betabloqueador con
ARAZ2; 2 usaban diurético con IECA y otros 2 diurético con ARA2; 3 bloqueadores
de canales de calcio con betabloqueador y 2 bloqueadores de canales de calcio
con ARA 2; 1 paciente utilizaba betabloqueador con bloqueador de canales de
calcio y ARA2.

Se encontrd un promedio de glicemia en ayuno para el grupo de casos de 130
mg/dl £ 48.11 y para el grupo de referencia de 100 mg/dl + 12.09 (p<0.0001).

El tratamiento para diabetes mellitus tipo 2 del grupo de casos se encuentra en la
Tabla 3. De los pacientes en tratamiento con hipoglicemiantes orales, 34 usaban
metformina, como monotratamiento 0 combinada con insulina u otro
hipoglicemiante oral como acarbosa, glibenclamida o linagliptina. Sélo 2
pacientes usaban otro hipoglicemiante diferente a metformina como vidagliptina y

acarbosa.

Tratamiento Grupo referencia Grupo casos
IECAS 1(1.3%) 6 (8.8)
ARA2 3 (3.8%) 10(12.5%)
Betabloqueador 0(0%) 1(1.3%)
Bloqueadores Ca 1(1.3%) 2(2.5%)
Combinado 7(8.8%) 7(8.8%)
Ninguno 24(30%) 18(21.3%)
Total 36(45%) 44(55%)

Tabla 2. Tipo de tratamiento para hipertension arterial sistémica entre grupo de casos y grupo
pareado por edad. IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. ARA2: antagonista
del receptor de angiotensina Il. (p=0.072)
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Tratamiento Grupo casos

Insulina 5(6.3%)
Insulina + oral 9 (11.3%)
Metformina 14 (17.5%)
Combinado oral 10(12.5%)
Otros 2(2.5%)
Sin tratamiento 24(30%)
Total 4(5%)

Tabla 3. Tipo de tratamiento para diabetes mellitus tipo 2 en el grupo de casos.

La mediana de NRF2 en humor acuoso para el grupo de referencia fue de
162ng/ml y para el grupo de casos fue de 177ng/dl (p=0.254). La mediana de
GFAP en humor acuoso para el grupo de referencia fue de 82ng/ml y para el
grupo de casos fue de 55ng/dl (p=0.588). En cuanto a la comparacion de
concentracion de NRF2 y GFAP en suero no hubo diferencia significativa entre

grupos (p=0.997 y p=0.921 respectivamente).
DISCUSION

En este estudio se presenta la relacion entre la expresion de NRF2 y GFAP en
pacientes con catarata y diabetes mellitus. No se encontré diferencia entre la
concentracion de estas proteinas en humor acuoso y suero entre pacientes con

diabetes y el grupo de referencia.

La sintesis de enzimas antioxidantes a partir de la activacion de genes
citoprotectores por medio del factor de transcripcibn NRF2 se ha confirmado
como una linea clave para la proteccion contra el dafio celular, sin embargo, la
induccién de su expresion depende de otras vias subcelulares, muchas de las
cuales aun no se han elucidado y que aparentemente son muy variables segun el

tejido estudiado.?’
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El NRF2 tiene un tiempo de vida promedio menor+ a 20 minutos en distintas
lineas celulares®, y su concentracion dentro del cristalino es baja.® Esto lo hace
una proteina dificil de detectar y cuantificar. Lo que podria explicar las
concentraciones negativas cercanas a cero encontradas en el suero de los
pacientes incluidos en este estudio.

Su principal via de degradacion es a través de la Ligasa E3 especifica para

NRF2 que es dependiente de Keap1?®

, aunque ya se han encontrado otras
formas de degradacién independientes a esta ultima.

Contrario a la mayoria de reportes, estudios mas recientes encontraron que la via
de ubiquitinacibn del proteosoma activada por Keap1, puede evitar la

degradacion del NRF2.%°

Rowan, et al. compararon dos grupos de ratones knockout NRF2 negativo
alimentados con dietas hipo e hiperglicémicas sin encontrar diferencia
significativa entre la incidencia y severidad de las cataratas.*® Nuestro estudio no
encontrdé una diferencia de concentracibn en humor acuoso para NRF2 entre
grupos, por lo que el NRF2 no representd un componente especifico para el
desarrollo de cataratas en pacientes diabéticos y mas bien estaria involucrado
con el desarrollo de opacidades del cristalino relacionadas con la edad. En este
sentido, se podrian comparar por grupos de edad, las concentraciones de NRF2
y relacionarlas con la localizacion y severidad de la catarata para futuros

estudios.

Por otro lado, sustancias enddégenas como las prostaglandinas y el 6xido nitrico
inducen la activacion del NRF2, mientras que la PKC puede modular su
respuesta®’; estos factores se encuentran en mayor concentracién en pacientes
diabéticos y forman un componente esencial para el desarrollo y progresion de la
retinopatia diabética. En este estudio la concentracion de NRF2 se encontrd en
mayores concentraciones en el grupo de casos comparado con el de referencia,

aunque no se encontr6 una diferencia significativa, podrian considerarse estas
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sustancias como factores que favorecieron la expresion de NRF2 en pacientes
con diabetes mellitus en quienes aun no se observan datos clinicos de

retinopatia diabética.

Los pacientes con diabetes mellitus ademas presentan dafo células de la glia
por isquemia y el tratamiento con insulina revierte la disminucidén de la expresion
de proteinas por parte de los astrocitos, como la GFAP que es un filamento
intermedio esencial para el citoesqueleto. Las células gliales juegan un papel
importante en la homeostasis, mantienen las barreras hematoldgicas, regulan el

pH, la transmisién sinaptica, entre otras cosas.

Fernandes et al, midieron el GFAP en ratones con diabetes, encontrando una
disminucion en su expresion mas que en el nimero de astrocitos®. Barber et al.
explican que existe una reduccidn y redistribucién de ocludinas en las células
endoteliales, ademas de la disminucion en la expresion de GFAP lo que altera las
interacciones del endotelio con la glia favoreciendo la ruptura de la barrera
hematoretiniana®®. En 2015 Vujosevic, et al encontraron concentraciones
mayores de GFAP y AQP1 y 4 en pacientes diabéticos comparado con los
controles®. Este estudio no demostré una diferencia significativa entre los niveles
de GFAP para ambos grupos, sin embargo, existe contradiccion con respecto al
papel de GFAP en un microambiente con hiperglicemia y los mecanismos que

modulan su expresion.

Los resultados de este estudio sugieren que deben existir multiples mecanismos
para la expresion de NRF2 y GFAP en el cristalino que no dependen

directamente del estrés oxidativo secundario a la diabetes mellitus.
La ausencia de diferencia entre los grupos podria deberse a que el principal

factor determinante en el desarrollo de catarata fue la edad por encima de los

niveles de glucosa. Habria que comparar si la concentracion de estas proteinas
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es distinta en pacientes sanos jovenes y aquellos que desarrollan catarata

metabdlica de manera temprana.

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que relaciona la
concentracion de NRF2 y GFAP, a partir de muestras de humor acuoso y suero,

con el desarrollo de cataratas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Muchos de los estudios moleculares en oftalmologia se han estudiado en
modelos animales por las limitaciones para obtener biopsias del ojo. A nivel
oftalmolégico, la biopsia de fluidos es accesible y segura para el diagnoéstico de
patologias intraoculares y el humor acuoso representa un fluido biodinamico que
permite la cuantificacion precisa, in vivo, de proteinas y factores que pueden

establecerse como biomarcadores de enfermedades oftalmoldgicas en un futuro.

La dificultad para detectar NRF2 en el humor acuoso resulta un reto para los
siguientes estudios. Se podrian hacer diluciones para determinar su
concentracion ya que nuestros resultados fueron cercanos a cero, para lo que se
requiere una mayor cantidad de muestra de humor acuoso por paciente para ser

analizadas por pruebas mas sensibles como Western Blot.

Se encontrdé ademas que, de la poblacién operada de cirugia de catarata, el 47%
de los pacientes del grupo de referencia, presentaron cifras alteradas de glicemia
en ayuno con un promedio de 124 mg/dl sin conocerse con algun antecedente
patoldgico y 5 pacientes que pertenecian a este grupo fueron reasignados al
grupo de casos por presentar cifras diagnosticas de diabetes mellitus. México es
uno de los paises con mayor prevalencia de enfermedades crénico-metabdlicas
por lo que se requieren protocolos mas efectivos de tamizaje para poder realizar

un diagndstico temprano y sobretodo una prevencion activa.
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CONCLUSION

El dafo por estrés oxidativo es uno de los cambios celulares mas estudiados en
los ultimos afos y se ha reconocido como uno de los responsables principales de
la cataratogénesis. Este estudio no demostré que hubiera una diferencia
significativa en la expresibn de GFAP y NRF2 en suero y humor acuoso de
pacientes con diabetes mellitus comparado con el grupo sin diabetes, sin
embargo, se requieren estudios adicionales para identificar si estas proteinas

juegan algun papel en relacion con el desarrollo de cataratas.
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ANEXO 1

Datos del paciente

Nombre:
Fecha de nacimiento:

Expediente clinico No.

Médico informante
(investigador principal):

Firma:

Diagnéstico

Datos de la investigacién

Nombre del protocolo

EXPRESION DE GFAP Y NRF2 EN PACIENTES CON CATARATA

Investigadores

Dra. Liliana Cristal Salinas Cerrillo
Dra. Astrid Lucero Espinosa Soto
Dra. Selma Aline Somilleda Ventura

Justificacién y objetivos

En esta institucion se desarrollan investigaciones que forman parte de nuestro quehacer
cientifico. El propdsito de este estudio es conocer la concentracion de las proteinas NRF2
y GFAP en plasma y humor acuoso de pacientes con catarata. Sobre todo en aquellos que
ademéas cuentan con diagnostico de diabetes mellitus comparandolos con pacientes
sanos. Esta investigacién aporta nueva informacion sobre la relacion de la concentracion
de estas proteinas y la precipitacion del desarrollo de cataratas secundario al estrés
oxidativo en pacientes diabéticos mexicanos. El andlisis de los datos recolectados
contribuird como base para futuros estudios que favorezcan a los pacientes diabéticos
para el uso de estas proteinas como biomarcadores y terapia blanco de nuevas
alternativas terapéuticas para la prevencion de cataratas.

Periodo de estudio o duracién

Abril 2020 — Enero 2022

Descripcion de los métodos a
emplear y su proposito

Se obtendran muestras de sangre por puncion de vena periférica el dia de la cirugia
durante la canalizacion del paciente en hospitalizacién y colocadas en un tubeo rojo y un
tubo morao con EDTA.

Para la toma de muestra de humor acuoso se aplicaran procedimientos de asepsia y
antisepsia en se coloca anestesia topica y blefardstato en quir6fano previo a la cirugia de
catarata, el paciente deberd estar en decubito supino, bajo microscopia se realizara
paracentesis de la camara anterior con una jeringa de insulina de 30 Gauge, en el limbo
temporal. Se obtendran 150-200 mcl de humor acuoso y posteriormente se extraera la
aguja. Se almacenara la myestra en tubos Eppendorf.

Las muestras para andlisis de GFAP y NRF2 seran almacenadas a 2-8°C por 2 horas, y se
almacenaran posteriormente de -20°C a -80°C.

Las muestras seran analizadas con kit ELISA de NRF2 humano y GFAP humano.

Beneficios esperados:

Determinar la correlacion de expresion de proteinas NRF2 y GFAP en plasma y humor
acuoso con el desarrollo de catarata en pacientes con diabetes mellitus tipo2.

Alternativas:

No participar en el estudio.

Riesgos o molestias:

La toma de muestra de humor acuoso bajo anestesia no debe generar dolor. En casos
excepcionales puede lesionarse alguna estructura intraocular como iris , capsula anterior
de cristalino, hiphema o dano al endotelio corneal. En el momento de la toma de muestra
de sangre por venopuncién, sentird un leve dolor al pinchazo. En casos esporadicos se
podrian presentar complicaciones de este procedimiento, como hematoma y/o dolor leve ,
los cuales mejoraran espontaneamente o con medidas locales. En casos excepcionales,
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este dolor podria ser méas severo y persistente o presentarse inflamacioén de la vena,
infeccion o trombosis localizadas.

Grupo de referencia Si

Gastos Los gastos del estudio seran cubiertos por Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz IAP.

Su identidad y la informacion que proporcione como parte de esta investigacion seran tratadas
Confidencialidad bajo criterios de confidencialidad. En caso de que los resultados exijan su identificacion,
previamente se le solicitara la autorizacion correspondiente.

El participante tendra derecho a recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a cualquier
Dudas, aclaraciones y duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
actualizacion investigacion y su tratamiento.

Es importante que sepa que retirar su participacién no afectaré su atencién en el hospital.

Por este medio manifiesto mi satisfaccion con la informacion recibida y, consciente de las
especificaciones y en qué consiste la investigacion descrita en este documento, sus
beneficios, riesgos y consecuencias, otorgo mi consentimiento para incorporarme a
ella, asumiendo el compromiso de asistir puntualmente a las citas que se me
indiquen y proporcionar verazmente la informacién de mi evolucién en la
forma y periodicidad que se requiera.

Asimismo, entiendo que puedo retirarme de esta investigacion voluntariamente en cualquier
momento sin mayor requisito que la manifestacion al investigador principal o a la Direccién
Médica de este hospital.

Ciudad de Méxicoa ____de de

Firma del paciente

Testigos

Nombre y firma Nombre y firma
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ANEXO 2

Marzo
2020

Abril
2020

Mayo-
Junio
2020

Julio-
Agosto
2020

Septiembre-
Octubre
2020

Noviembre-
Diciembre
2020

Septiembre-
Octubre
2021

Entrega vy
correccion
de
protocolo

Llenado de
base de
datos

Toma de
muestras

Analisis de
datos

Entrega de
resultados

Conclusion
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