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Resumen.

La microangiopatia en retina representa la complicacién ocular con mayor potencial
discapacitante en el paciente diabético en México. Los micro-RNAs (miRNAs) han surgido
como importantes reguladores de la expresion génica asociada a multiples enfermedades. El
objetivo de este estudio fue analizar mediante TagMan Low Density Arrays (TLDAs), la
expresion de miRNAs en suero y vitreo de pacientes diabéticos con microangiopatia retiniana
establecida. Los pacientes se agruparon de la siguiente manera: Retinopatia diabética
proliferativa (RDP), Edema macular diabético (EMD) y Membrana epi-retiniana idiopatica
(MER) como controles no diabéticos. Se reclutaron 16 pacientes con RDP, 17 con EMD y 23 con
MER. Todos ellos con indicacién de vitrectomia via pars plana. Se obtuvieron muestras de
sangre total y vitreo para la extraccién de RNA total. El perfil de expresion de los miRNAs se
analizé utilizando los arreglos de baja densidad (TLDAs) y dichos resultados se sometieron a
un andlisis de validacién con la reacciéon en cadena de polimerasa cuantitativa (qQPCR) en
tiempo real. Los genes diana se identificaron mediante herramientas bioinformaticas. Se
realiz6 un andlisis de enriquecimiento para identificar las vias metabdlicas sobre-
representadas por los genes diana de los miRNAs con expresion diferencial. Tres miRNAs
destacaron en su expresion diferencial en suero al comparar RDP vs MER: hsa-miR-320a-3p,
hsa-miR-92a-3p y hsa-miR-375-3p y dos en vitreo: hsa-miR-541- 5p y hsa-miR-223-5p. Cuatro
miRNAs se expresaron diferencialmente en suero comparando los grupos EMD y MER: hsa-
miR-486-5p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-197-3p y hsa-miR-125b-5p y uno en vitreo: hsa-miR-
212-3p. Curiosamente, cuando se compararon ambos grupos de diabéticos, RDP vs EMD, se
expresaron diferencialmente cinco miRNAs en suero: hsa-miR-486-5p, hsa-miR-100-5p, hsa-
miR-328-3p, hsa-miR-660 -5p y hsa-miR-145. La validacién se llevé a cabo mediante qPCR
utilizando ensayos triples TagMan en el resto de las muestras. La expresiéon se confirmo
después de la validacidn de hsa-miR-145, has-miR-92a y hsa-miR-375 en suero. Ninguno de los
miRNAs expresados en el vitreo obtuvo una validacién por qPCR exitosa. El andlisis de
enriquecimiento reveld la participaciéon de vias relacionadas con el factor de crecimiento
endotelial vascular y su receptor (VEGFA/VEGFR), el receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGFR), el factor de crecimiento epidérmico (EGF/EGFR), la adhesién focal y la
fosfoinositida 3-quinasa (PI3K-Akt), entre otros. Estas vias tienen una implicacién directa en la
fisiopatologia de la RDP y el EMD. Nuestros resultados apoyan la implicacién de los miRNAs en
la fisiopatologia de ambas manifestaciones de la microangiopatia diabética de retina y
refuerzan su potencial como biomarcadores o recursos terapéuticos.

Palabras clave. Retinopatia diabética proliferativa. Microangiopatia diabética. Edema macular
diabético. miRNAs. Vitreo. Suero. Genes diana.



Marco Teorico.
Epidemiologia.

La diabetes mellitus es una de las enfermedades con mayor prevalencia a nivel mundial. De
acuerdo a la Direccidon General de Epidemiologia, en 2012 se reportaron 418797 pacientes
(incidencia anual) con diabetes en México, lo que represent6 el 0.4% de la poblacion, siendo el
grupo etario de 50-59 afios de edad el mas afectado, con una tasa de morbilidad de 1,237.90
casos por cada 100 mil habitantes. Se estima que para el 2030 haya un aumento del 37.8% en
el nimero de personas afectadas. Se calcula que el 25% de los pacientes con diabetes
desarrollan algin tipo de discapacidad. Dentro de este grupo de pacientes, la discapacidad
visual ocupa el segundo lugar afectando al 40%, s6lo por detras de la discapacidad motora que
afecta al 49%.(Ojeda et al.,, 2012). A nivel mundial, el Edema Macular Diabético (EMD) es la
causa principal de pérdida visual asociada a Diabetes. Hay aproximadamente 93 millones de
personas con Retinopatia Diabética (RD). De ellas, 17 millones tienen RD proliferativa. (Lee et
al,, 2015). La prevalencia global del EMD es de 6.81%, de los cuales el 12% corresponderan a
nuevos casos de ceguera legal anualmente. De acuerdo a la historia natural del EMD, se espera
que el 24% de los ojos que lo padecen, pierdan al menos 3 lineas de visién a tres afios. La
prevalencia del EMD depende del tipo y duracion de la diabetes. La discapacidad visual ocupa
el segundo lugar entre las complicaciones diabéticas, afectando al 40% de los pacientes (Yau et
al,, 2012).

En pacientes con Diabetes tipo I, el EMD ocurre en los primero 5 afios posteriores al
diagnostico, con una prevalencia posterior elevada gradualmente hasta llegar al 40% a 30 afios
del diagnoéstico; pero se ha determinado tan alta como el 27% a 9 afios del mismo. (Angelica
and Fong, 2008) Por otro lado, cerca del 5% de los pacientes con DM tipo II ya tienen EMD al
momento del diagndstico, incrementandose gradualmente al 30% en 25 afios. (Zhang, 2014).

Microangiopatias de retina en el paciente diabético.

Las microangiopatias que afectan la retina del paciente diabético son dos: La Retinopatia
Diabética (RD) y el Edema Macular Diabético (EMD). Ambas representan dos de las
complicaciones mas discapacitantes, ya que la primera progresa a desprendimiento de retina y
glaucoma neovascular, y la segunda afecta la visién central. En ocasiones, el edema se cataloga
como “Edema Macular Diabético Difuso”, el cual produce un engrosamiento generalizado del
area macular y representa el tipo de edema mas dificil de tratar. Ver figuras ilustrativas a
continuacion.



Fig. 1 Retinopatia Diabética Proliferativa Avanzada.

La imagen de la izquierda muestra la presencia de vasos de neoformacién en toda la superficie
de la retina, ademas de la presencia de una hemorragia subhialoidea en el sector nasal.

La imagen de la derecha muestra una fase mas avanzada del padecimiento, con fibrosis que
parte del nervio 6ptico y que compromete el drea macular, traccionando la arcada temporal
superior. Se aprecian multiples hemorragias intra-retinianas, asi como otra subhialoidea en la

superficie de la membrana fibro-vascular a nivel de la papila del nervio.

Fig. 2 Edema Macular Diabético Difuso.

Se puede apreciar en la imagen la
presencia de multiples exudados
duros dentro del area macular, a
menos de 500 micras de la févea. Se
aprecian también, hemorragias intra-
retinianas y micro-aneurismas. Es
evidente el arrosariamiento venoso y
la atenuacién del calibre arteriolar.
Todas las anteriores, caracteristicas
tipicas de la Retinopatia Diabética
Severa con Edema Macular
Clinicamente Significativo.




Fig. 3 Membrana Epi-retiniana Idiopatica. (Grupo Control sin DM).

Se puede notar la distorsion de

los vasos sanguineos generada

‘ por la traccion proveniente de
la membrana epi-retiniana.

Dicha membrana se muestra
como un brillo “celofanico” en
la superficie de la macula. La
vitrectomia es necesaria para
removerla y eliminar el
sintoma de metamorfopsia.

Actualmente el diagndstico de RD y de EMD difuso es clinico (bajo observacion de la lJdmpara
de hendidura). La cirugia (vitrectomia) estd indicada en ambos cuando estd presente una
hemorragia vitrea o cuando coexiste traccion que atente la integridad macular con o sin
hemorragia. (Berrocal et al., 2016). En caso del edema macular, las opciones de tratamiento
incluyen inyecciones intravitreas de algtin esteroide o antiangiogénico, la terapia basada en la
aplicacion de laser o la cirugia (vitrectomia con remocién de hialoides posterior y
limitorrexis).(Mathew et al., 2015). Esta dltima es una opcién terapéutica frecuente ya que
diversos estudios demuestran el beneficio de la limitorrexis o pelaje de la membrana limitante
interna de la retina en la zona macular, la cual promueve la liberacién y/o produccion de
factores reparadores del “dano” a nivel de las células de Miiller, lo cual mejora de manera
considerable el espesor de la zona macular y promueve la mejor absorcién y acciéon de los
medicamentos intravitreos. La remociéon de la hialoides posterior y la limitorrexis han
demostrado importantes beneficios: mejoria estructural, disminucién en recaidas y mayor
respuesta al tratamiento convencional posterior a la cirugia.(Ivastinovic et al.,, 2021) (Hu et al,,
2018)(Crim et al., 2017). El estudio que otorga la informacién completa a nivel estructural es
la Tomografia de Coherencia Optica (OCT), la cual es utilizada también en el seguimiento de los
pacientes bajo tratamiento.

Existen muchas preguntas con respecto al EMD, como la relacionada a los factores genéticos
que llevan a un paciente a ser mucho mas susceptible de desarrollarlo. Con frecuencia se
observan pacientes que, incluso en coexistencia de una Retinopatia No Proliferativa Leve o
Moderada, desarrollan el EMD, lo que contrasta con aquellos pacientes que a pesar de su
estadio avanzado de Retinopatia Diabética (RD), nunca desarrollan EMD o expresan una forma
muy leve y tratable del mismo.



Muchos factores sistémicos de riesgo se han identificado en estudios epidemiolégicos basados
en poblacién. En pacientes menores a 30 afos, los factores de riesgo independientes para EMD
incluyen duracién de la diabetes, proteinuria, género, historia de enfermedad cardiovascular,
uso de diuréticos y HbA1C elevada. En pacientes mayores de 30 afios, la incidencia de EMD
estd asociada a duracion de la diabetes, presion sistélica elevada y HbA1C elevada. La
proteinuria esta asociada sélo al grupo insulino-dependiente.(Yau et al., 2012). De igual modo,
se ha confirmado que la hiperglicemia crénica es un factor critico en la patogénesis del EMD.
(Klein et al., 2010).

Existen muchos mecanismos en comin detras de las complicaciones microangiopaticas del
paciente diabético incluyendo la via de los polioles, la via de la proteinquinasa C, la de la
hexosamina y, citoquinas como el factor nuclear kB, el factor de crecimiento beta y el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), etc. Todos ellos bien descritos ademas del mecanismo
unificador de la produccién de superéxido que ha sido propuesto. Sin embargo, las terapias
dirigidas a estas vias no han sido del todo exitosas. Una de las razones es la falta de
entendimiento fundamental de los mecanismos subyacentes. Los estudios genéticos proveen
una herramienta poderosa en el entendimiento de dichos mecanismos. Estudios previos de
andlisis de ligamiento en familias han identificado exitosamente mutaciones responsables de
patologia monogenética altamente penetrante, aunque la mayoria de los loci genéticos de
riesgo identificados por “Genoma-Wide Association Studies” (GWAS) para Retinopatia
Diabética y Edema Macular no han sido concluyentes. (Uno de ellos en poblacién mexicano-
americana).(Chang et al, 2015). La RD es un padecimiento poligenético. La heredabilidad se
ha estimado tan alta como 27% para cualquier grado de RD y hasta de 52% para la RD
Proliferativa (su forma mas avanzada). (Cho and Sobrin, 2014).

El tnico estudio realizado hasta la fecha para informar un resultado significativo en todo el
genoma en la etapa de metandlisis de descubrimiento + replicacion fue realizado por Burdon
etal. en 2015 al combinar dos cohortes con Diabetes tipo 2 (DT2) y una cohorte con Diabetes
tipo 1 (DT1) de ascendencia europea con una cohorte india con DT2. Identificaron una
asociacién significativa entre la RD que amenaza la vista (RDNP grave, RDP o Edema Macular)
y los genotipos en polimorfismos nucleétido-tinico (SNP) rs9896052 (P = 4,15 x 10-8), una
variante 17 kb anterior al gen GRB2 que codifica una proteina de unién al receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF). (Burdon et al,, 2015) (Cole and Florez, 2022)  Otros
estudios valiosos al respecto, son el referente al estudio de asociacion pan-genomica (GWAS)
que sugiere la relaciéon del gen NOX-4 con la RD severa en DM tipo 2 (Meng et al,, 2018)
y la revision de los SNP asociados a los genes de Metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 publicada
en 2022 (Gajewska and Sliwinska-Mosson, 2022). Ver resultados resumidos en la Tabla 1.



Tabla 1.

Ejemplo de estudios recientes que reportan genes y SNPs asociados a Retinopatia

Diabética.
Gen SNP Valor de p Fenotipo reportado Poblacién Estudio Referencia
Reportado
N casos/N controles
GRB2 rs9896052 4.2x108 RD que amenaza la | DM1/ DM2 Metanalisis Burdon,et.al
vision (1175 / 1319) transétnico Diabetologia 2015
MMP-2 *1s243865 0.006 ** Variable DM2 con | Revision Beata Gajewska
menos de 10 etal. Int J Mol. Sci.
rs243866 0.012 afios de Dx. 2022
MMP-9 *rs3918242 0.00027
rs17576 0.0054
NOX-4 ***rs3913535 4.05x10-9 RD Severay RDP DM2 Metanalisis Weihua Meng el. al
de Cohortes
rs10765219 7.41x10-8 560 / 4106 Caucasicas Acta Oftalmoldgica
2018
rs11018670 1.23x10-8

*Asociados a mayor riesgo de progresion de Retinopatia Diabética.
**Referencias dentro de la Revision: (Saravani et al., 2017; Sarray et al., 2021; Singh et al., 2013)

***En el metandlisis éste no fue significativo.
MiRNAs.

En afios recientes, los micro-RNAs (miRNAs) han emergido como importantes reguladores de
la expresién génica en aproximadamente el 60% de los genes en humanos. Los miRNAs son
moléculas de RNA no codificante de 20 a 22 nucleétidos que tienen la capacidad de modular la
disponibilidad de una proteina, al regular la traduccién de su RNA mensajero. (Ver Anexo 1
para la comprension de su Biogénesis). regulaciéon
postranscripcional de la expresion génica a través de la degradaciéon del RNA mensajero
(RNAm) o la represion de la traduccion (Chuang and Jones, 2007) (Gomaa et al,, 2017), asi
como funciones promotoras y/o coactivadoras para otros genes. (Saliminejad et al,, 2019). Se
ha demostrado la participacién de los miRNAs en la mayoria de los procesos bioldgicos, tanto
normales como patologicos (Ruiz and Chakrabarti, 2013) . Ademas, los miRNAs se pueden

Estan involucrados en la

detectar en varios fluidos corporales, lo que los convierte en marcadores biolégicos
potenciales atractivos (Hirota et al.,, 2014; Minezaki et al., 2020; Ragusa et al.,, 2013).

En la ultima década se han llevado a cabo algunos estudios para identificar los miRNA
presentes en pacientes con diferentes enfermedades oculares. (Berber et al., 2017; Guo et al,,
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2017; Russo et al,, 2017). En lo que a Retinopatia Diabética se refiere, la importancia de los
miRNAs en regular la funcién de las células endoteliales y particularmente la angiogénesis fue
revelada en estudios in vitro e in vivo (Caporali and Emanueli, 2011)(Wang y Olson, 2009). El
endotelio vascular es una monocapa celular que representa una barrera interna entre el
torrente sanguineo y el resto de la pared vascular. Durante la vasculogénesis (Retinopatia
Diabética Proliferativa), las células endoteliales se diferencian a precursores angioblasticos,
proliferan y migran para formar una red neovascular. Los factores angiogénicos como el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) juegan
un papel importante en este proceso. Basados en la evidencia en la literatura encontrada sobre
la expresion de miRNAs y la funcién de las células endoteliales (CE), es posible dividir los
miRNAs endoteliales en dos clases: 1.) miRNAs que codifican genes involucrados en
angiogénesis (angio-miRNAs) y 2.) miRNAs cuya expresion puede ser modulada por estimulos
pro-angiogénicos o anti-angiogénicos. Los primeros promueven la angiogénesis focalizdndose
en reguladores negativos de las vias de sefalizaciéon de la angiogénesis, mientras que los
segundos inhiben la angiogénesis focalizando reguladores positivos de la angiogénesis.
Algunos angio-miRNAs representativos son miR-126, miR-221/222, miR-23/27, y el racimo de
miR-17-92, miR-17-5, miR-202, miR-92a. El miRNA 15-b se ha demostrado en una relacién
inversa a la expresién del VEGF en la Retinopatia Diabética. (Yang et al., 2020) El MicroRNA-
126 es el tnico miRNA el cual se considera ser expresado en las células progenitoras de las
células endoteliales y hematopoyéticas. Estudios han demostrado en ratones, que la delecién
focalizada del miR-126 demostré un prominente rol del dicho micro RNA en el control de la
integridad vascular y angiogénesis. (Mastropasqua, 2014).

Otros miRNAs involucrados en el proceso inflamatorio y/o de neovascularizacién y ruptura de
la barrera hemato-retiniana son el miRNA-146b-3p, el mRNA200-b y el miRNA-150, entre
otros. (Fulzele et al.,, 2015; Liu et al., 2015; McArthur et al., 2011). Estudios en pacientes
diabéticos sugieren que los miRNAs pueden jugar un papel importante en el desarrollo de
complicaciones asociadas a la enfermedad debido a que participan activamente en el control
de los procesos inflamatorios, el metabolismo de los lipidos y la formacién de vasos
sanguineos (Ruiz and Chakrabarti, 2013). La identificaciéon de estos miRNAs puede permitir
conocer los genes y rutas metabdlicas que sufren modificaciones durante la progresion de la
enfermedad.

Por todo lo anterior, se encuentra en fase experimental la administracién topica o intravitrea
de miRNAs o anti-miRNAs en modelos animales de patologia ocular. Los resultados son
alentadores y, en algin momento, estos tratamientos podrian ayudar al manejo de los
individuos afectados (Liu et al., 2015; Nunes et al., 2015).

Identificar los miRNAs con expresion diferencial en pacientes diabéticos, representa un
eslabon en la cadena de conocimiento que se requiere para la creaciéon de nuevas estrategias
terapéuticas. estan implicados en las complicaciones microvasculares inducidas por la
diabetes, mientras que se encuentra que miR-146a estd relacionado con todas estas
complicaciones. Las publicaciones mas recientes al respecto relacionan a miRNAs como miR-
126, miR-29b y miR-200b con el desarrollo de la RD, mientras que otros, como el miRNA 146
parece estar involucrado con las microangiopatias diabéticas en general (Ismail et al,, 2023)
La tabla 2 resume los miRNAs mas recientemente relacionados al desarrollo y severidad de la
Retinopatia Diabética.
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Tabla 2.

Funcién miRNAs Alteraciéon Blanco Referencia Aio
miR-146a-5p Sub-expresado | HIF1-a-ROB0O4 (Gong et al., 2019) 2019
miR-125b-5p Sub-expresado | SP1/ROB04 (Gong et al., 2019) 2019
miR-29a Sub-expresado | FOX04 (J. Zhang et al., 2018) | 2018
miR-29b Sub-expresado | VASH2 (Dantas da Costa e | 2019
Silva et al., 2019)
VEGF
Reduccion de | miR-200b Sub-expresado | VEGF (Jiang et al., 2015) 2015
inflamacién en
retina PRC2 (Ruiz MA, Feng B,
2015)
miR-200c Sub-expresado | VASH2 (Ding et al., 2017) 2017
miR-7a Sub-expresado | IRS-2 (Jietal., 2021) 2021
miR-126 Sub-expresado | VEGF, TGFpB (Pramanik et al., | 2022
2022)
miR-132 Sub-expresado | Sefializacion de | (Pramanik et al., | 2022
insulina 2022)
miR-143-3p Sub-expresado HIF1-a (Wang JH, Chuang 2022
YF, Chen J, 2022)
miR-1281 Sobre-expresado | VEGFA (Greco et al., 2020) 2020
miR-409-5p Sobre-expresado | PPAR-a (Wang et al., 2020) 2020
Aumento de la | miR-139-5p Sobre-expresado | PTEN (Zhang et al., 2021) 2021
inflamacién en | miR-2116-5p | Sobre-expresado | NOTCH2 (Ji et al., 2020) 2020
retina
miR-3197 Sobre-expresado | NCOR2 (Ji et al., 2020) 2020
miR-145-5p Sobre-expresado | FGF5 (Zhang et al., 2019) 2019
miR-181 Sobre-expresado | Kruppel-like factor | (CaoJ, Zhao C, Gong | 2022
6 L, 2022)

El objetivo de este estudio es analizar la expresién de miRNAs en suero y vitreo de pacientes
diabéticos con una microangiopatia retiniana establecida.

Justificacion

No hay estudios que determinen la expresion de los miRNAs relacionados al desarrollo de
Edema Macular Diabético y/o Retinopatia Diabética en pacientes mexicanos. Una vez
determinada la ruta metabdlica en la que dichos miRNAs ejercen una regulacidn, esta
informacién podra ser de utilidad para el futuro desarrollo de blancos terapéuticos de las
complicaciones microangiopaticas de retina, altamente discapacitantes en el paciente
diabético.

Esta investigacién es de alto impacto para un gran nimero de pacientes diabéticos que en

nuestra poblacién desarrollan dichas complicaciones de manera mas temprana y con mayor
severidad (mé&s que en otras poblaciones). (Angelica, 2008). Nuestra aportacién sumaria a la
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intencién de demostrar potenciales biomarcadores para el desarrollo de la RD en mexicanos.
(Villegas-Ruiz et al., 2017)

Planteamiento del problema

Las complicaciones oftalmoldgicas secundarias a Diabetes mellitus (DM) representan la
segunda causa de discapacidad para estos pacientes, por detrds de la insuficiencia renal. La
fisiopatologia del EMD ha sido ampliamente estudiada y corresponde al dafio estructural
vascular y la ruptura de la barrera hemato-retiniana secundaria a la incompetencia y dafio de
los pericitos, muy similar al dafio microangiopatico a nivel renal. Sin embargo, no se ha
estudiado si existen cambios en la expresion de miRNAs en los pacientes que lo desarrollan;
esta ausencia de conocimiento dificulta el desarrollo de nuevas y mds especificas opciones de
tratamiento a nivel génico-molecular. El estudio de miRNAs en vitreo y suero de pacientes con
EMD puede contribuir a identificar los genes involucrados en el desarrollo de esta patologia,
asi como las vias metabélicas en las que participan. Este conocimiento puede ser la plataforma
para el lanzamiento de nuevas estrategias de diagnéstico, seguimiento y manejo del EMD
difuso y la RDP.

En el Instituto Nacional de Rehabilitacién (INR) se reciben alrededor de 40 pacientes al mes
con Retinopatia Diabética con o sin EMD. Este grupo de pacientes representa el 85% de la
cirugia del Servicio de Retina. Esto hace del INR un centro adecuado para el estudio de esta
patologia.

Pregunta de Investigacion

(Cudles miRNAs tienen una expresion diferencial en el suero y vitreo de los pacientes con
Edema Macular Diabético Difuso en comparacion de los pacientes con Retinopatia Diabética
Proliferativa sin EMD y de pacientes metabdlicamente sanos?

Objetivo General

Analizar, mediante tecnologia de arreglos Tagman de baja densidad (TLDAs), la expresién de
miRNAs en suero y muestras de vitreo de pacientes diabéticos con Retinopatia Diabética
Proliferativa Avanzada sin EMD clinico y compararlos con aquellos expresados en los
pacientes cuya causa de vitrectomia sea la presencia de Edema Macular Diabético Difuso
Severo, independientemente del estadio de su Retinopatia Diabética y con controles
metabdlicamente sanos.

Hipotesis General

Existen miRNAs en suero y vitreo de pacientes diabéticos mexicanos que tienen expresion
diferencial dependiendo de la complicacién micro-angiopatica predominante.
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Material y Métodos

Lugar y Fecha. Se invit6 a participar a todo paciente del Departamento de Retina del Servicio
de Oftalmologia del Instituto Nacional de Rehabilitacién que cumpliera con los criterios de
inclusion y previa firma del Consentimiento Informado (ver detalle en Anexo 2) a partir del
afio 2017 y hasta que se complet6 la muestra deseada. Ver hoja de recolecciéon de datos del
paciente en Anexo 3. El Proyecto de Investigacién fue aprobado por el Comité de Etica y
Comité de Investigacion del INRLGII (Ver Anexo 4). Para informacién sobre Apoyo Financiero
ver Anexo 5.

Criterios de Inclusion.
Para pacientes diabéticos:
1.- Para el Grupo de Edema Macular Diabético (EMD):

-Pacientes con diagndstico de Diabetes Mellitus tipo 2 con Edema Macular Diabético Difuso
sin antecedentes de tratamiento previo o con antecedente de haber sido tratado con
cualquiera de las opciones terapéuticas por lo menos seis meses previos a la inclusién en el
estudio (tiempo suficiente para la eliminacién de cualquier medicamento intravitreo y de su
efecto). -Con o sin Retinopatia Diabética Leve, Moderada, Severa o Proliferativa sin CAR
(Caracteristicas de Alto Riesgo, en particular la presencia de hemorragia libre en cavidad
vitrea, lo cual podria representar un sesgo de muestreo por estar analizando sangre periférica
y no s6lo humor vitreo). Con o sin otras complicaciones microangiopaticas sistémicas.

2.- Para el Grupo de Retinopatia Diabética Proliferativa (RDP):

-Pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2 sin Edema Macular Diabético Clinico
(focal o difuso) y Retinopatia Diabética Proliferativa Avanzada (con indicacion de
vitrectomia por presencia de Desprendimiento de Retina Traccional) sin hemorragia
libre en cavidad vitrea, con o sin antecedente de fotocoagulacién con laser Argén. Con o sin
otras complicaciones microangiopaticas sistémicas.

Para el grupo control:

-Pacientes no diabéticos con diagndstico de Membrana Epi-retiniana Idiopatica que tengan
indicacién de tratamiento quirurgico.

Criterios de Exclusion.

-Pacientes que no cumplan criterios de inclusiéon o que decidan no firmar el Consentimiento
Informado.

-Pacientes con patologia de retina coexistente (edema macular quistico de cualquier origen,
enfermedades inflamatorias oculares, degeneracién macular relacionada a la edad, retino-
coroidopatia midpica, neovascularizaciéon coroidea de cualquier origen, antecedente de cirugia
de segmento anterior complicada, antecedente de vitrectomia previa por cualquier causa,
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antecedente de desprendimiento de retina regmatdégeno y cicatrices corio-retinianas de origen
inespecifico).

Tamaiio de la Muestra

Se planed la obtencién de 25 pacientes por grupo. Los 8 pacientes iniciales de cada uno de ellos
para el andlisis de TLDAs y 17pacientes mas para la validacién. Tres grupos:

-Retinopatia Diabética Proliferativa Avanzada (RDP)
-Edema Macular Diabético Difuso (EMD)
-Membrana Epiretiniana (MER)

Adquisicion de la Muestra de Vitreo

Previo al inicio de la vitrectomia y sin abrir la infusién de solucion fisiol6gica, se corta y aspira
con el vitrector 1 mililitro de vitreo, el cual se aspira con técnica estéril con jeringa de insulina
para extraerlo de las mangueras del equipo vitrector. Se coloca en una bolsa estéril y se lleva
en termo al Laboratorio del Servicio de Genética para su centrifugacién y almacenaje a -80°C
hasta su utilizacién.

Adquisicion de la Muestra de Suero

Todos los pacientes que se someten a cirugia de retina son canalizados con solucién salina
balanceada. Antes de abrir la solucién se extrajo una muestra de 5 ml en tubo amarillo de
laboratorio. La muestra se centrifugé para la separacion del suero. El suero fue transferido a
tubos de 1.5 ml para su almacenaje a -80°C hasta su utilizacion.

Extraccion de ARN

Los miRNAs se purificaron de 200 ul de suero vs de vitreo mediante el kit de suero miRNeasy
(QIAGEN, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Se cuantific6 el RNA con un
NanoDrop (Thermo Scientific). Por lo general, el rendimiento fue de 20-50 ng/uL en suero,
mostrando un rendimiento menor en vitreo.

El procedimiento de la extraccién de RNA total fue como sigue:

Se tom6 200 pl de suero en un tubo de 1.5 ml.

Se adicion6 750 pl de TRIzol LS Reagent y mezclar con vortex.
Se incub6 5 minutos a temperatura ambiente.

Se adicioné 200 pl de cloroformo y se mezclé por inversiéon durante 15 segundos.
Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugé a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4 2C.

Se recuperd la fase acuosa en un tubo de 1.5 ml nuevo (~600 pl).
Se adicion6 1.5 volimenes de Isopropanol al 100% (~900 pl).

. Se mezcl6 tubos por inversion.

10. Se incubé a temperatura de -20°C durante 20 minutos.

11. Se agreg6 700 pl a una columna de purificacion.

© PNV WN e
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12. Se centrifug6 a 12,500 rpm durante 1 minuto.

13. Se descarté el filtrado.

14. Se repitieron los pasos 12 y 13, hasta pasar toda la muestra.

15. Selavé con 700 pl de buffer RWT, y centrifugé a 12,500 rpm 1 minuto.

16. Se lavé con 500 pl de buffer RPE, y se centrifugé a 12,500 rpm 1 minuto.

17. Selavé con 500 pl de EtOH 75%, y centrifug6 a 12,500 rpm 1 minuto.

18. Se colocaron las columnas en tubos de coleccién limpios y se centrifugé durante 3
minutos a 12,500 rpm con la tapa abierta.

19. Se colocaron las columnas en tubos de coleccion limpios (tubos de 1.5 ml).

20. Se adicion6 20 pl de H20 (se precalent6 a 42°C) en el centro de la columna.

21. Se incub6 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12,500 rpm.

22. Se cuantificé en el espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher, Inc.).

23. Se almacen6 a temperatura de -702C hasta su utilizacion.

Perfiles de microRNAs (miRNAs)

La cuantificacién global de miRNAs en suero, se realiz6 mediante los arreglos TaqMan de baja
densidad v2.0 (TLDAs, Applied Biosystems), los cuales incluyen dos placas (A y B). La placa A
contiene 384 sondas TagMan de miRNAs conocidos, permitiendo la cuantificacion simultanea
de 377 miRNAs maduros humanos y 4 controles endégenos. La placa B, contiene 290 sondas
TagMan de miRNAs maduros humanos y 7 para controles endégenos.

Cuando se completaron 15 pacientes por grupo, se incluyeron 8 muestras de cada uno para
cada pool por grupo, por lo que se prepararon 6 pools de RNA total: Los tres grupos
(Retinopatia Diabética, Edema Macular Diabético y Membrana Epi-retiniana) en suero y los
mismos tres grupos en vitreo. Se tomaron 3 pl de RNA de cada pool, para posteriormente hacer
la trascripcién reversa y la sintesis de cDNA utilizando primers Megaplex RT de acuerdo con el
protocolo recomendado por el fabricante Applied Biosystems. Las reacciones se mezclaron
por inversioén y se centrifugaron. Se tomé 4.5 pl de cada mezcla (A y B) en 4 tubos para PCR (8
tubos en total) y finalmente se agregaron 3 pl de RNA (30ng).

Posteriormente, los productos de RT Megaplex fueron pre-amplificados usando primers
PreAmp Megaplex y el Master Mix preamplificador TagMan (Applied Biosystems). Las
reacciones se mezclaron por inversién y se centrifugaron, se tomé 22.5 pl de cada mezcla (A y
B) en 4 tubos para PCR (8 tubos en total). Se agreg6 2.5 pul del producto de RT y se agregd 75ul
de agua a cada tubo. El resto de las reacciones se almacenaron a -202 C.

Una vez obtenido el cDNA pre-amplificado, este fue diluido con agua destilada en una
proporcién 1:8 para posteriormente distribuirse en los 384 pozos por centrifugacién segin
instrucciones del fabricante. Los parametros de la qPCR fueron 95 °C durante 10 min, seguido
por 40 ciclos a 95 °C por 15 s y a 60 °C durante 1 minuto. Los TLDAs fueron analizados con el
Software QuantStudio 7 (Applied Biosystems) para determinar el valor de CT. Se utiliz6 el
Software Expression Suite para el andlisis estadistico. S6lo los miRNAs con un valor de Ct
menor a 35 fueron considerados para el andlisis de expresion. Se calcul6 las veces de cambio
(FC, fold change) y se registraron las P significativas. Se utilizé el valor de la expresién media
global de todos los miRNAs como el factor de normalizacion.
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Validacion por PCR-Tiempo real

Para la validacién de los resultados, algunos de los miRNAs diferencialmente expresados
fueron analizados en reacciones por triplicado utilizando los ensayos predisefiados TagMan
MicroRNA Assay (Life Technologies). La validacion de los miRNAs expresados
diferencialmente se realiz6 en cada una de las muestras de los 6 grupos de estudio. Los
resultados se analizaron mediante el método 2-2Act,

Resultados.

Datos clinicos. Se recolectaron con éxito muestras de 17 pacientes con EMD, 16 pacientes con
RDP y 23 pacientes con MER. Las edades medias fueron significativamente diferentes entre los
grupos (p < 0.001), siendo mayores los del grupo de MER y menores los del grupo de RDP
(Tabla 1). El sexo predominante en los tres grupos fue el femenino, aunque la diferencia de
proporciones no es significativa (p = 0,614). La media de los afios desde el diagnéstico de DM
fue mayor en el grupo EMD en comparacion con el grupo RDP (p = 0.003). La mejor agudeza
visual corregida media (AVMC) fue menor en el grupo EMD (transformada logaritmicamente
en la Tabla 1) sin significancia frente a los controles, pero, al comparar ambos grupos de
diabéticos, los pacientes con EMD tienen una visidn significativamente menor que los
pacientes con RDP (p < 0.001). Alrededor del 27 % de los pacientes diabéticos habian sido
tratados con un anti-VEGF mas de 12 meses antes de su participacion en el estudio. La media
preoperatoria de glucemia es mayor en el grupo de EMD (p = 0.010). Solo un paciente en el
grupo de RDP y dos en el grupo de EMD tenian nefropatia diabética. No se informaron otras
complicaciones relacionadas con la DM en el estudio de poblacién. Respecto al grupo control
formado por individuos con MER, en todos ellos se descarté la presencia de Diabetes Mellitus.
La edad media del grupo de MER fue significativamente mayor que la de los pacientes
diabéticos; esto esta relacionado con la edad habitual de presentacion de la MER idiopatica. La
agudeza visual promedio en este grupo fue de 0.7 en logMAR, que es aproximadamente
20/100 en la tabla de Snellen (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los grupos estudiados.

Grupos de Estudio

RDP (n=16) EMD (n=17) MER (n=23) Valor de p

Edad, media (DE) 55.65 (10.74) 64.25 (9.48) 77.69 (8.42) %p < 0.001
Sexo

Masculino n (%) 4 (25) 7 (41) 8 (35) bp = 0.614

Femenino n (%) 12 (75) 10 (59) 15 (65)
Afos desde el dlag(BoEs)tlco de DM, media 16.3 (8.51) 21.26 (10.56) WA 0 = 0.003
ap < 0.001
. 9p=0.173
AVMC, media logMAR * (DE) 1.0 (0.35) 1.5(0.27) 0.7 (0.25) °p = 0.064
p <0.001
Tratamiento Anti-VEGF previo n (%) 3 (18.75) 6 (35.29) n/A °p = 0.286
ap =0.071
Lo . dp = 0.0032
Glicemia (mg/dl), media (DE) 114.25 (45.15) 121.16 (41.95) 96.08 (16.66) 0 = 0.0022
p=0.010

Complicaciones relacionadas a DM

Nefropatia Diabética n (%) 1 (6.25%) 2 (11.76%) n/A p=0.581
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RDP: retinopatia diabética proliferativa, EMD: edema macular diabético, MER: membrana epi-retiniana
idiopatica, DM: diabetes mellitus, AVMC: agudeza visual mejor corregida, DE: desviacién estandar, VEGF: factor
de crecimiento vascular endotelial. La edad se expresa en afios. Valor de 2p derivado de ANOVA comparando
los tres grupos. Valor de bp para comparacién de proporciones a través de una prueba de chi-cuadrado. Valor
de cp obtenido a través de una prueba t que compara los grupos RDP vs. EMD. Valor de dp de la comparacion
de RDP vs. MER. Valor ¢p de la comparacion de EMD vs. MER. Valor fp de la comparacién RDP vs. EMD.
*logMAR (logaritmo del angulo minimo de resolucién, es un logaritmo en base 10 para permitir una
estimacién mas precisa de la agudeza visual).

Andlisis de expresion de miRNAs. TLDAs.

Los resultados de las placas fueron analizados utilizando el Software Quant Studio 7(Applied
Biosystems). En este primer analisis se asigné el valor de CT que mejor se ajustaba a los resultados
(en la fase exponencial de las curvas de amplificacion sin tomar en cuenta el ruido). Se utilizé el
mismo CT para el analisis de todas las placas realizadas. Posteriormente, para identificar los
miRNAs con expresién diferencial entre los grupos estudiados, se realizd la prueba de t de student
utilizando el software Expression Suite v1.0.3 (Life Technologies). Aquellos miRNAs con un valor
de p <0.05 y una razén de cambio > 1.5 0 < 0.05 se consideraron como diferencialmente expresados.
Se opt6 por una estrategia de normalizacion global para todas las placas analizadas.

El andlisis de expresién a través de TLDAs de cada grupo de estudio se realizé por duplicado.
Cuando comparamos los perfiles de expresion de pacientes con RDP frente a MER, tres
miRNAs mostraron expresién diferencial en suero, hsa-miR-320a-3p, hsa-miR-92a-3p y hsa-
miR-375-3p, y dos lo hicieron en las muestras de vitreo, hsa-miR-541-5p y hsa-miR-223-5p.
Cuando la comparacién fue entre pacientes con EMD contra MER, cuatro miRNAs tenfan una
expresion diferencial significativa; en suero, estos fueron: hsa-miR-486-5p, hsa-miR-197-3p y
hsa-miR-125b-5p, mientras que en las muestras de vitreo: hsa-miR-212-3p. En la comparacién
entre ambos grupos de pacientes diabéticos (RDP vs EMD, considerando al EMD como
referencia), se expresaron diferencialmente en suero cinco miRNAs: hsa-miR-486-3p, hsa-miR-
100-5p, hsa-miR- 328-3p, hsa-660-5p y hsa-145-5p. En las muestras vitreas, la comparacion
entre estos dos grupos no mostré a ningin miRNA de manera diferencial. La Tabla 4 resume
estos hallazgos.

Tabla 4. miRNAs expresados diferencialmente en las muestras de suero y vitreo, obtenidos
mediante TLDA.

RDP vs. MER EMD vs. MER RDP vs. EMD
hsa-miR  Valor de p FC hsa-miR  Valor de p FC hsa-miR  Valor de p FC
Suero 375-3p 0.004 2.84 486-5p 0.018 0.382 486-3p 0.018 0.382
320a-3p 0.021 0.687 197-3p 0.014 0.533 100-5p 0.033 0.41
92a-3p 0.0029 0.934 125b-5p 0.019 0.112 328-3p 0.038 0.481
660-5p 0.039 2.719
145-5p 0.010 2.72
Vitreo 223-5p 0.016 0.360 212-3p 0.005 6.412
541-5p 0.016 0.390

En negrita: miARNs seleccionados para su validaciéon mediante qPCR. En la comparacién de RDP vs EMD, el
EMD fue considerado el grupo de referencia. RDP: retinopatia diabética proliferativa, EMD: edema macular
diabético, MER: membrana epi-retiniana idiopatica, FC: veces de cambio (fold change).
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Identificacion de genes diana y andlisis de enriquecimiento.

Un total de 14 miRNAs mostraron expresion diferencial en el ensayo de TLDAs. Para identificar
aun mas las funciones enriquecidas bajo la regulacién de los miRNAs expresados
diferencialmente, utilizamos los genes blanco como entrada para el andlisis de
enriquecimiento. El analisis con miRNet revelé 1911 genes diana conocidos, con elementos de
respuesta del miRNA en su regién 3'UTR, para los cinco miRNAs que se expresaron de manera
diferencial en la comparaciéon de RDP frente a MER. Para los cuatro miRNAs con expresion
diferencial al comparar EMD frente a MER, se identificaron 1417 genes diana. Estos se
utilizaron como entrada para el andlisis de enriquecimiento. La Tabla 5 muestra las rutas
enriquecidas de cada comparacién. Para ambas comparaciones, el analisis de ontologia de
genes mostré que la mayoria de los genes diana participan en la regulaciéon bioldgica, se
expresan en el nucleo y tienen una funcién relacionada con la unién a proteinas (Figura 4).

Tabla 5. Rutas enriquecidas basadas en los genes diana bajo la regulacién de miRNAs con
expresion diferencial, encontrados a través del analisis de TLDAs.

Descripcién Rate Valor de p FDR
RDP vs. MER
Ciclo Celular 2.087 1.008E-11 3.287E-09
Uniones adherentes 2.272 1.949E-09 1.059E-07
Via de sefializacion AGE-RAGE en complicaciones diabéticas  1.883 5.621E-07 1.078E-05
Resistencia al inhibidor de la tirosina cinasa del EGFR 1.926 2.952E-06 4.375E-05
Adhesion focal 1.530 9.972E-06 1.161E-04
Via de sefializacion de ErbB 1.835 1.055E-05 1.186E-04
Via de sefalizacion de TGF-beta 1.767 5.141E-05 5.079E-04
Via de sefializacién de AMPK 1.617 7.505E-05 6.796E-04
Via de sefializacion de HIF-1 1.636 1.962E-04 1.330E-03
Uniones estrechas 1.477 1.999E-04 1.330E-03
EMD vs. MER

Ciclo celular 2.5656 1.421E-14 2.316E-12
Via de sefializacién de TGF-beta 2.3213 6.262E-08 2.807E-06
Via de sefializacion AGE-RAGE en complicaciones diabéticas 2.1251 3.783E-07 9.487E-06
Resistencia al inhibidor de la tirosina cinasa del EGFR 2.2084 1.295E-06 2.380E-05
Via de sefializacion de HIF-1 2.0525 1.533E-06 2.380E-05
Via de sefializacién de AMPK 1.7959 4.239E-05 3.735E-04
Resistencia Endécrina 1.8326 1.138E-04 8.631E-04
Via de sefializacion de ErbB 1.8714 1.781E-04 1.290E-03
Uniones adherentes 1.9242 2.713E-04 1.805E-03
Via de sefalizacion del TNF 1.726 2.987E-04 0.0019

FDR, false Discovery rate. RDP, retinopatia diabética proliferativa. MER, membrana epi-retiniana idiopatica.
EMD, edema macular diabético.
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Figura 4. Andlisis de ontologia génica de los genes diana bajo la regulacion de los miRNAs que mostraron
expresion diferencial en el ensayo TLDAs. Arriba: comparacion de la retinopatia diabética proliferativa frente a
la membrana epi-retiniana idiopatica. Abajo: comparacién del edema macular diabético frente a la membrana
epi-retiniana idiopatica. Categorias de procesos bioldgicos en rojo, categorias de componente celular en azul y
categorias de funcién molecular en verde.

qPCR Validacion de miRNAs.

Realizamos una revision de la literatura enfocada en aquellos miRNAs que muestran expresion
diferencial en el andlisis de TLDAs. Con base en la evidencia previa informada, (Zhang et al,,
2019) (Bonauer et al,, 2009; Wang et al,, 2019), (An et al,, 2020) (Wu etal, 2012; Xiong et al,,
2014) (Sun et al., 2018), cuatro miRNAs en el suero, hsa-miR-145, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-
486-5p y hsa-miR-375-3p, y dos en las muestras vitreas, hsa-miR-223-5p y hsa-miR-212-3p,
fueron seleccionados para su posterior validacién a través de qPCR. Se realizaron ensayos de
validacion en todos los individuos de cada grupo de estudio. El anélisis de los cuatro miRNAs
en suero valid6 la expresion diferencial en tres de ellos, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-92a-3p y
hsa-miR-145, entre los grupos de estudio. Un andlisis posterior revelé diferencias
significativas entre algunos de los pares de grupos (Figura 5).
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Figura 5. Expresion relativa de los cuatro miRNAs validados en suero. Cuatro miRNAs fueron validados en
todos los participantes de los tres grupos de estudio. Se muestran los valores de p de las comparaciones por
pares (NS, no es un valor de p significativo). El grafico presenta medianas con un rango intercuartilico. MER,
membrana epi-retiniana idiopatica. EMD, edema macular diabético. RDP, retinopatia diabética proliferativa.

De modo interesante, no hubo diferencias significativas entre los grupos de MER y EMD. Por
otro lado, la expresiéon de hsa-miR-145 y hsa-miR-92a-3p fue significativamente mayor en el
grupo de RDP en comparacion con el grupo de MER. El inico miRNA con expresién diferencial
entre los dos grupos de diabéticos fue hsa-miR-375-3p, que mostré una mayor expresion en el
grupo EMD en comparacion con el grupo de RDP. También realizamos la validacién de qPCR en
dos miRNAs de las muestras vitreas, hsa-miR-212-3p y hsa-miR-223-5p. Estos dos no se
pudieron detectar en la mayoria de las muestras de los tres grupos, incluso cuando el gen de
referencia se amplificd correctamente. Por lo tanto, no pudimos validar estos dos miRNAs. El
analisis de correlacién entre los tres miRNAs validados y los niveles de glucemia, el nimero de
afios desde el diagnéstico de DM2 y la AVMC no reveld correlaciones estadisticamente
significativas (datos no mostrados).
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Anadlisis de enriquecimiento.

Los genes diana de los tres miRNAs validados se obtuvieron utilizando la base de datos
miRNet. Se reconocieron un total de 1326 genes blanco. Estos genes se usaron como entrada
para el analisis de enriquecimiento funcional en gProfiler para buscar en las bases de datos de
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), Reactome y Wikipathways.
Posteriormente, las redes de interaccion de las vias se construyeron utilizando la aplicacién
Enrichment Map para Cytoscape. Reactome y Wikipathways revelaron un enriquecimiento de
las vias relacionadas con VEGF y también se identificaron las vias de interaccién mas cercanas
(Figura 6). La via metabdlica relacionada a la Adhesién Focal también mostr6 enriquecimiento
en dos bases de datos, Wikipathways y KEGG.
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Figura 6. Interaccion de vias enriquecidas. Los genes diana de los tres miRNAs validados con expresion diferencial
en el suero se utilizaron como entrada para el analisis de enriquecimiento en las bases de datos KEGG, Reactome y
Wikipathways. Las vias relacionadas con VEGF se enriquecieron en Wikipathways (A) y Reactome (B).
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Discusion.

En lo que respecta a las complicaciones microvasculares, se ha reconocido que los estudios
genéticos son herramientas poderosas para develar el mecanismo molecular de la enfermedad.
Se ha demostrado que, una variedad de genes estd involucrada en el desarrollo y la progresién
de la retinopatia diabética (Chang et al, 2015). Por otro lado, se ha estimado que la
heredabilidad llega al 27 % para cualquier retinopatia diabética y al 52 % para la RDP (Cho
and Sobrin, 2014). Existe una gran cantidad de evidencia sobre el papel diverso de los miRNAs
en muchos procesos biologicos, incluidas la proliferacidn, la diferenciacién, la apoptosis y el
desarrollo. El conocimiento de las rutas metabélicas relacionadas con la DM en las que se ha
implicado la disregulaciéon de los miRNAs estd en constante crecimiento (Kantharidis et al,,
2011), y es interesante la observaciéon de que algunos miRNAs comparten acciéon sobre la
microangiopatia diabética multisistémica, como lo demuestran los miR-200a/b /c (Ruiz and
Chakrabarti, 2013). La importancia de los miRNAs en la regulaciéon de la funcién de las células
endoteliales y particularmente de la angiogénesis fue revelada por estudios in vitro e in vivo.
Zhang et al, revisaron y compilaron con éxito el conocimiento publicado sobre el papel de los
miRNAs involucrados en la diabetes y la disfuncién vascular inducida. Uno de los mas
destacados es el miR-200b, que ha demostrado tener un papel importante en la regulacién de
la retinopatia diabética mediada por VEGF (McArthur et al,, 2011; Y. Zhang et al.,, 2018). Otro
de gran interés es el miR-126, que ha sido reportado como protector frente a la
neovascularizacion inducida por hipoxia con efecto inhibidor de la expresiéon de VEGF. Varios
estudios en todo el mundo demuestran la expresion descendente de miR-126 en presencia de
PDR (Barutta et al,, 2016; Sabbah and Saad, 2016; Ye et al., 2013). Si bien estos ultimos no se
expresaron diferencialmente en el presente estudio, los que si lo hicieron tienen un vinculo
fundamental en la fisiopatologia de la vasculopatia diabética segtin lo registrado en los bancos
de informacién que relacionan a los miRNAs con sus vias metabdlicas. Entre los miRNAs
implicados en la modulacidén de vias cruciales para el metabolismo de la glucosa, el miR-375 se
expresa en gran medida en las células 3 pancreaticas. Estd demostrado ser capaz de reducir
directamente la secrecién de insulina (Mastropasqua et al., 2014; Poy et al., 2004). Se encontr6
que los niveles de miR-375 estaban relacionados con el dafio a la adherencia de la zénula y la
zonula ocludens, lo cual esta estrechamente relacionado con la ruptura de la barrera hemato-
retiniana. Mas especificamente, miR-375, que se encontré regulado al alza en el suero de
pacientes con PDR en el presente estudio, se ha encontrado expresado de manera diferencial
en el tejido retiniano de ratas diabéticas frente a controles (Wu et al, 2012). También se ha
descrito que regula la actividad de las células endoteliales microvasculares pulmonares de rata
durante la hipoxia al dirigirse a Notch1 (An et al,, 2020). Este Gltimo representa una via crucial
que regula la angiogénesis del desarrollo en la retinopatia diabética (Miloudi et al., 2019).

En ratas diabéticas, miR-320 reguld negativamente el aumento de VEGF inducido por glucosa
(Feng and Chakrabarti, 2012). Dado lo anterior, no es de extrafiar que la encontremos
expresada a la baja en el suero de pacientes con RDP, aunque no fue validada con éxito por
gPCR. Estos hallazgos se correlacionan con otro estudio que demuestra la expresion
diferencial significativa de varios miRNAs relacionados con la angiogénesis y la fibrosis,
presentes en el vitreo (miR-15a, miR320a, miR-320b, miR-93, miR-29a y miR- 423-5p), y en el
suero (miR-23a, miR-320a y miR-320b) de pacientes con RDP, frente al vitreo y suero de
pacientes con agujero macular, estos ultimos utilizados como controles sanos (Hirota et al.,
2014). Por otro lado, Zampetaki y cols, identificaron miR-320 y miR-27b como posibles
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biomarcadores predictores de la progresiéon de la retinopatia en pacientes con DM tipo
1(Zampetaki et al., 2016a). Es de hacer notar que miR-320 y miR-125b se han relacionado con
dafio endotelial (Silambarasan et al, 2016), dirigidos a vias metabdlicas inflamatorias,
totalmente consistentes con nuestros hallazgos. Otro miARN que encontramos digno de
representacion de lo descrito previamente por otros autores y que encontramos expresado a la
baja en pacientes con RDP fue el miR-92a-3p. Este se ha descrito como inhibidor del estrés
oxidativo (Y. Zhang et al,, 2018) y predictor de sindrome coronario agudo en diabéticos (Wang
et al, 2019). También se ha reconocido como parte de los miARN endégenos que regulan los
genes implicados en la hipertensién en las células endoteliales. (Kriegel et al., 2015). Este
miARN tiene como diana el ARNm de Nox4 (el silenciamiento del mismo, lo cual concuerda con
su expresion a la baja), que a su vez, se ha demostrado que su delecion reduce el estrés
oxidativo y la lesion en la nefropatia diabética. (Thallas-Bonke et al., 2014).

La familia hsa-miR-92a se ha descrito como uno de los miembros del grupo de miRNAs
reguladores de la angiogénesis. (Caporali and Emanueli, 2011) . Bonauer y cols demostraron
que el miR-92a controla el crecimiento de nuevos vasos sanguineos y su sobreexpresion en las
células endoteliales bloquea la angiogénesis in vitro e in vivo. (Bonauer et al., 2009).

El miR-92a inhibe la angiogénesis al dirigirse a VEGFA y la subunidad alfa5 de la integrina.
(Sun et al, 2018). Nuestros hallazgos revelaron una regulacién a la baja de hsa-miR-92a,
segun sus efectos descritos, podria ser parte de los mecanismos moleculares que promueven la
neovascularizaciéon de la retina en pacientes con retinopatia diabética proliferativa. Se ha
demostrado que la inhibicién de has-miR-92a desencadena el crecimiento de vasos en ratones.
Aunque hsa-miR-92a parece un recurso terapéutico potencial, es importante considerar que
incluso al inducir su expresién para inhibir la vascularizacion en la retina, podria haber efectos
fuera del objetivo en otros tejidos. Ese es uno de los grandes retos de la ciencia a considerar
cuando hablamos de miRNAs como potenciales blancos terapéuticos.

La permeabilidad vascular es una caracteristica fundamental de la inflamacién y puede
conducir a microangiopatias retinianas diabéticas y dafio a la matriz mesangial en el rifién. En
el andlisis de enriquecimiento, las vias metabdlicas que se encuentran vinculadas con los
miRNAs regulados a la alza o baja en el presente estudio, estan relacionadas con la apoptosis,
la adhesion focal, las zonulas adherentes y las uniones celulares estrechas; todas ellas
involucradas en la pérdida de pericitos, que representa el factor mas importante
desencadenante de las caracteristicas clinicas de la RD (Joglekar et al., 2016; Sarai et al., 2009;
Zampetaki et al, 2016b). Algunos otros miRNAs ya descritos estan involucrados en la
inflamacién y/o neovascularizacién y ruptura de la barrera hematorretiniana: el miRNA-146b-
3p, el miRNA200-b y el miRNA-150, entre otros. (Fulzele et al,, 2015; Liu et al., 2018; McArthur
etal, 2011).

Cabe sefialar que, aunque la RD y el EMD comparten fisiopatologia, por ser ambas
complicaciones microvasculares de la retina, los hallazgos descritos anteriormente sélo se
demuestran en la RD y no especificamente en el EMD. Hasta donde sabemos, es el primer
estudio que informa la expresion diferencial de miRNAs en suero de pacientes con edema
macular diabético.

Las vias enriquecidas que consideran los genes diana bajo la regulacién de los miRNAs

expresados diferencialmente incluyen, en el presente estudio, vias de sefializacién diferentes,
pero estrechamente relacionadas, como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su
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receptor (HGFR), el factor de crecimiento epidérmico (EGF y EGFR), P13K-AKt, Receptor de
Tirosina Quinasa (RTKs) y evidentemente, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGFA y
VEGFR). HGF es una citoquina multifuncién que juega un papel importante en la fisiologia
pancreatica. Hablando de microangiopatias diabéticas en la retina, J-H Yun descubrié que el
HGF participa en la supervivencia de los pericitos al aumentar la via de sefalizaciéon de AKT y
fortalecer la unién estrecha endotelial. (Yun, 2021). En contraparte, Lorenc y cols informaron
que los niveles acuosos de HGF se correlacionan con la gravedad del edema y también
aument6 en células y macréfagos asociados con la neovascularizacién retiniana en el modelo
de retina isquémica de ratones. (Lorenc et al,, 2020). Nosotros encontramos una relacién entre
DR y esta via de sefializacion, pero aiin no podemos saber si se activa a favor o en contra de la
progresiéon de la microangiopatia de la retina. Varios receptores de tirosina quinasas (RTK)
han sido involucrados en la angiogénesis, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su
receptor (EGFR). El primero ha sido propuesto como biomarcador de RD.(Tayyari et al., 2019).
You y cols han proporcionado conocimiento al respecto, mostrando que el vitreo normal tiene
la capacidad de promover el crecimiento de las células epiteliales y endoteliales de la retina
humana a través de la via de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K)/Akt (Han et al., 2019; You et al,,
2020). Este ultimo se ha relacionado con la migracién, proliferaciéon y disfuncién de la
angiogénesis inducida por hiperglucemia de las células endoteliales en pacientes con diabetes
y representa una via de sefializacion celular que regula el crecimiento.

Los autores mencionados también demostraron que el propio humor vitreo aumenta la
proliferacion, la migracion y la formacién de tubos vasculares a través de EGFR en las células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). Por otro lado, el hallazgo de que la
supresion de la activaciéon de Akt inducida por el vitreo y la proliferaciéon y migracion celular
por el bloqueo de este receptor (EGFR) en cultivos celulares, exalta la importancia del vitreo en
la patobiologia ocular de las enfermedades oftdlmicas relacionadas con la angiogénesis. (You et
al,, 2020). En relacion con estos hallazgos, esta el que la familia EGFR de RTK estd involucrada
en la angiopatia diabética multisistémica. (Ju et al., 2019; Majumder et al., 2019; Shraim et al.,
2021).

Finalmente, no podemos hablar de RD dejando de lado la permeabilidad de la barrera
hematorretiniana (BHR) y la importancia de las adherencias focales entre pericitos y células
endoteliales (EC-FAs) como principales componentes estructurales. Las adherencias focales
(AF) estan compuestas por una alta densidad de proteinas y proporcionan enlaces dinamicos
entre la matriz extracelular y el citoesqueleto intracelular. La quinasa de adhesidon focal (FAK)
o vinculina es una proteina tirosina quinasa no receptora. Se encuentra principalmente en las
AF y es una molécula clave implicada en el control de la migracién de pericitos, la cual
representa uno de los mecanismos demostrados de pérdida de estos en la retina diabética. La
migracién de pericitos promueve el aumento de la permeabilidad vascular y la fuga de la BHR,
lo cual es una caracteristica temprana de la retinopatia diabética. (Lin et al, 2018).

Interesante es, que algunos de los miRNAs mdas reportados en la literatura asociados con
nuestra patologia de interés no mostraron expresion diferencial en nuestros resultados; otras
coinciden plenamente, y algunas otras, con expresién significativa en nuestro estudio, estan
siendo descritas por primera vez en asociacién con la microangiopatia retiniana. Hasta donde
sabemos, este es el primer andlisis de la expresién de miRNAs en vitreo y suero que busca
diferencias dentro de dos manifestaciones diferentes de la microangiopatia diabética de la
retina. Nuestros resultados apoyan un papel potencial de los miRNAs en la patogenia de
ambos, aun cuando ain queda mucho por saber sobre los mecanismos por los que cada
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paciente se ve afectado de forma preferencial. Estos hallazgos proporcionan un conocimiento
valioso para comprender los procesos moleculares que subyacen a las complicaciones
oftalmolégicas de la Diabetes Mellitus.

Este estudio, sin duda, tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el tamafio de la muestra, el
cual podria parecer relativamente pequefio. Sin embargo, pudimos demostrar que los miRNAs
aqui validados, regulan genes diana que participan en vias relacionadas con la fisiopatologia de
las microangiopatias diabéticas. En segundo lugar, no pudimos validar los miRNAs presentes
en el vitreo, una posible razon podria estar relacionada con la cantidad de RNA total obtenida
de muestras tan pequenas 0, el tamafo de la muestra en si. Es probable que un tamafio de
muestra mas grande pudiera superar la falta de deteccién de estos miRNAs. Sin embargo, esta
evidencia podria ser evaluada por diferentes grupos de investigacion para confirmar o
descartar nuestros hallazgos.

Conclusiones.

e Incluso cuando el en el presente trabajo algunos de los miRNAs mas reportados en la
literatura asociados con el desarrollo y/o severidad de la microangiopatia diabética de
retina, no mostraron expresion diferencial; otras, con expresién significativa en
nuestro estudio, estdn siendo descritas por primera vez.

e Tres miRNAs en suero se expresaron de modo significativo y diferencial en el grupo de
RDP en comparacién con el grupo control, hsa-miR-320a-3p, hsa-miR-92a-3p y hsa-
miR-375-3p, y dos lo hicieron en las muestras de vitreo, hsa-miR-541-5p y hsa-miR-
223-5p.

e El inico miRNA con expresion diferencial entre los dos grupos de diabéticos fue hsa-
miR-375-3p, que mostré una mayor expresion en el grupo EMD en comparacién con el
grupo de RDP.

e Ningin miRNA expresado de modo diferencial en vitreo obtuvo el mismo resultado
durante su validacién por g-PCR.

e Utilizando software especializado para el analisis de enriquecimiento, las principales
vias metabdlicas relacionadas a los miRNAs descritos, son aquellas relacionadas con el
factor de crecimiento vascular endotelial VEGFA y su receptor (VEGFR), el factor de
crecimiento de hepatocitos HGF y su receptor (HGFR), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF y EGFR), P13K-AKt, el Receptor de Tirosina Quinasa (RTKs), la via de
sefializacion AGE-RAGE y de Adhesién Focal, entre otras. Todas ellas relacionadas al
desarrollo y severidad de la microangiopatia diabética.
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Perspectivas.

Para los autores, el presente estudio abre ventanas importantes de conocimiento a seguir
explorando. En el futuro inmediato debemos abordar las preguntas de investigacién que
refuercen los puntos débiles y las limitaciones de la investigacion realizada:

Revalorar la metodologia en el manejo de las muestras de vitreo de tal forma que puedan ser
utiles, a pesar de la escasa cantidad de las mismas y plantear interrogantes sobre la
incapacidad del método utilizado para validar los resultados en ellas.

Continuar en el esfuerzo de ampliar el tamafio de la muestra que nos permitan elevar la
potencia en los resultados descritos.

Un estudio de secuenciacion permitiria la descripciéon de nuevos miRNAs involucrados, sin la
limitante de los ya contenidos en los TLDAs.

La validacién de los miRNAs destacados en el presente estudio por otros grupos de
investigadores en el mismo grupo etario (mexicanos), seria una gran aportacioén, asi como la
elecciéon del mas representativo de ellos y su deteccién masiva en el grupo de interés versus
controles sanos para determinar su posible uso a modo de biomarcador capaz de predecir el
progreso y severidad de la patologia y/o ser util como potencial blanco terapéutico.
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Biogénesis de los miRNAs.

Los miRNAs son inicialmente transcritos por la RNA polimerasa II en el nucleo a una forma
larga denominada miRNA primario, con una estructura de tallo y asa, en la cual se encuentran
las secuencias del futuro miRNA maduro. La enzima ribonucleasa III Drosha, escinde a pri-
miRNA a una forma mas corta de aprox 70 pares de bases para formar el precursor-miRNA
(pre-miRNA). Drosha es una RNAasa no especifica. Para mediar la génesis de los miRNAs
desde el pre-miRNA, ésta forma un complejo proteico de aproximadamente 600 kDa,
denominado microprocesador, con el cofactor esencial DGCR8, también conocido como Pasha.
La escision especifica en la estructura de tallo-asa es dirigida por Pasha. Seguido a la escision
por Drosha, los pre-miRNAs son exportados por exportina 5 del nucleo al citoplasma, donde
ocurre la maduraciéon de los miRNAs. Una vez en el citoplasma, el pre-miRNAs son cortados
por otra RNAsa III llamada Dicer, en un duplex pequefio, imperfecto, que contiene ambos, la
cadena Madura y su complementaria. Después de la ruptura por Dicer, el resultado es una
cadena duplex de 21 a 24 nucleétidos. Una de las cadenas (pasajera) se suelta y desaparece o
degrada. La otra (guia) se convierte en el miRNA maduro. Estudios recientes demuestran que
hay una regién semilla en el miRNA, del nucleétido 2 al 8 que sirve de reconocimiento y
acoplamiento con su RNAm.
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ANEXO 2.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO:

“Analisis de expresion diferencial de miRNAs en vitreo y suero de pacientes con Agujero
Macular Idiopéatico en comparacion con pacientes con Retinopatia Diabética Proliferativa y
Edema Macular Diabético"

Investigador principal: Dra. Adriana Solis Vivanco.

Direccion del investigador: Av. México — Xochimilco 289. Col. Arenal de Guadalupe, delegacion
Tlalpan. C.P. 14389. INR. Servicio de Oftalmologia.

Teléfono de contacto del investigador: 59 99 10 00 ext. 18175

Investigadores participantes: Dr. Alberto Hidalgo Bravo, Dra. Dalila Rodriguez Juarez , Dra.
Margarita Valdés Flores, Dra. Ana Cristina Garcia Ulloa.

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Version 2. Fecha de
preparacion: 24 de mayo del 2018

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al investigador
sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaracién de Helsinki y las
Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Para decidir si participa 0 no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de
los riesgos y beneficios que esto implica, con el fin de tomar una decisién informada. Este
documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion, la cual podrd comentar
con su médico tratante o con algin miembro del equipo de investigadores. Al terminar de leer este
documento se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi, bajo ninguna presion o
intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado
Sr.(a)

El Servicio de Retina del Instituto Nacional de Rehabilitacion le invita a participar en este estudio
que tiene como objetivo el anélisis de algunas caracteristicas moleculares de su sangre y vitreo (0jo)
para contribuir en el conocimiento de las caracteristicas genéticas de los pacientes diabéticos
mexicanos. Esto tiene como objetivo el futuro desarrollo de medicamentos que puedan prevenir la
evolucion del padecimiento a estadios graves de las complicaciones de la Diabetes a nivel
oftalmoldgico, lo cual resulta en la discapacidad visual por Diabetes Mellitus (primera causa de
ceguera en nuestro pais).

Antes que nada debe saber que durante el presente estudio, NO SE LE REALIZARAN
MANIOBRAS, CIRUGIAS, PROCEDIMIENTOS O NINGUN TIPO DE MANIPULACION
EXTRA A LO QUE SU PADECIMIENTO REQUIERE. Es decir, si en este momento se le esta
invitando a participar en el estudio, es porque hemos detectado que usted es candidato a cirugia de
retina (Vitrectomia) como parte del tratamiento que requiere para resolver o frenar el problema de
Sus 0jos y por tanto, le estamos solicitando su consentimiento para analizar dos muestras suyas:
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1.-Cinco mililitros de sangre que son tomadas en el momento de la canalizacion de su vena, antes de
la cirugia. Cabe resaltar que la canalizacidn venosa es un procedimiento que se le realiza a todos los
pacientes que se someten a una cirugia oftalmoldgica, sea cual sea, con la finalidad de tener una via
de administracion de medicamentos que pueda requerir durante su procedimiento. La toma de
muestra de sangre NO IMPLICA PARA USTED UNA MOLESTIA EXTRA NI UNA PUNCION
ADEMAS DE LA QUE SE LE VA A REALIZAR COMO PARTE DEL PROTOCOLO ANTES
DE SU CIRUGIA. Es decir, la solicitud que le hacemos es la de poder extraer una muestra de su
sangre en dicho momento para poder ser analizada en el Laboratorio de Genética de esta Institucion.

2.-0.3 mililitros del vitreo que vamos a retirar de su ojo (Vitrectomia). Dicho de otra forma, el
liquido que le es retirado de su ojo durante la cirugia y el cual normalmente se deshecha. Esta
muestra es tomada directamente de las mangueras del equipo con el que lo operamos y TAMPOCO
IMPLICA UNA MANIOBRA EXTRA para su ojo. De igual forma que la muestra de su sangre,
esta pequefia muestra se conserva en un recipiente especial muy pequefio y se llevara al Servicio de
Genética para ser analizada.

Si usted es candidato a participar en el presente estudio, es porque cumple los siguientes
requisitos dependiendo si es o no diabético:

Pacientes Diabéticos:

-Cualquier género, mayor a 18 afios y con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2.
-Haber tenido padres, abuelos y bisabuelos nacidos en México.
-Contar en este momento con uno de los siguientes diagndsticos:

1.-Retinopatia Diabética Proliferativa con Caracteristicas de Alto Riesgo sin
Edema Macular Diabético .

Las caracteristicas de alto riesgo (CAR) se refieren a la presencia de sangre en el
interior de su ojo y/o de vasos sanguineos nuevos (neovasos) propensos a sangrar.

2.-Edema Macular Diabético Difuso Severo con Retinopatia Diabética no

Porliferativa .

El Edema Macular Diabético se refiere a la presencia de liquido entre las células que

conforman el centro de su retina (macula) y que conlleva una pérdida de su visién

central.

La Retinopatia Diabética no Proliferativa se refiere a que en su retina aun no se

desarrollan vasos sanguineos nuevos propensos a sangrar en el interior de su ojo.
Otras caracteristicas:

-Que no haya sido tratado con inyecciones intraoculares en los Gltimos seis meses.
-Que no haya sido operado previamente de la retina del ojo que vamos a operar.

Pacientes No Diabéticos:

Cualquier género, mayor a 18 afios y dispuesto a descartar con estudios de laboratorio (Glucosa en
ayuno y Hemoglobina glicosilada) el diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2.
Con uno de los siguientes diagnosticos:

1.-Membrana Epi-retiniana Idiopatica.
Se refiere a la presencia de un tejido pegado al centro de retina (macula) que genera
pliegues en ella y por ende distorsiona la imagen que usted percibe.

2.-Agujero Macular Idiopatico.

Se refiere a la presencia de una pérdida de continuidad (agujero) en el tejido central de la
maécula, es decir, un agujero al centro de su vision que le genera un escotoma o area de NO
vision al centro de la imagen.
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Otras caracteristicas:

-Que no haya sido tratado con inyecciones intraoculares en los Gltimos seis meses.
-Que no haya sido operado previamente de la retina del ojo que vamos a operar.

Cualquiera que sea su caso, el medico tratante del Servicio de Retina del INR le dard una
explicacion amplia de su padecimiento y del por qué es candidato a cirugia.

Cualquiera de los cuatro diagnésticos mencionados requieren Vitrectomia via pars plana para
el abordaje quirtrgico resolutivo de su padecimiento.

Cada uno de los diagnésticos mencionados tiene diferente prondstico para la visién asi como
cada paciente en particular. Usted debe hacer todas las preguntas sobre esto a su médico, de
tal forma que le quede muy claro lo que puede esperar como resultado visual después de su
cirugia y el hecho de participar o no participar en el estudio, de ningiin modo modifica su
pronéstico de visién, ni a favor ni en contra. El prondstico o esperanza de mejorar la visién
después de su cirugia depende de muchos factores que en cada paciente son muy particulares
como tiempo de evolucién del padecimiento, estado de salud en general, apego a indicaciones
postquirargicas, etc... por ello es muy importante que platique con su médico sobre sus
espectativas y su caso en particular.

Su participacién es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su relacién con el
Instituto Nacional de Rehabilitacion o su derecho para recibir atencion médica o cualquier servicio
al que tenga derecho. Si usted decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e
interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su atenciéon médica. Cabe sefialar
que en el presente estudio NO se le va a solicitar ningln tipo de participacién después de su cirugia.
El estudio consiste en analizar en UNA SOLA OCASION las muestras que obtengamos de usted, en
caso de aceptar.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

La toma de muestras se realizara el dia de su cirugia.

La muestra de sangre se tomara al momento de la canalizacion venosa la cual forma parte de su
preparacion de ingreso a quiréfano.

Usted notara que recolectamos aproximadamente cinco mililitros de sangre en un tubo de laboratorio
y esto no implicara otra puncién en su brazo.

La muestra de vitreo se tomara del equipo de cirugia. Durante su cirugia, de manera normal, unas
mangueritas estériles se van quedando con el liquido que sale de su ojo, el cual nunca pierde su
forma gracias a la entrada de otro liquido que mantiene la presidn necesaria para que asi sea. La
toma de la muestra de vitreo consiste simplemente en recolectar el primer medio mililitro que sale
del ojo, a través de la aspiracién directa a las mangueras del aparato vitrector. Esto no pone en riesgo
a su ojo de ninguna manera ni implica una intervencién no prevista , es decir, usted no notara ni
sentird nada al momento de la toma de esta muestra.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

El costo de la cirugia y los examenes de laboratorio prequirdrgicos se ajustaran a las mismas tarifas
establecidas por el instituto para la atencion del paciente en general. Participar del estudio no le
generard ningln gasto extra asi como no le ahorrard nada del costo normal de su cirugia de acuerdo
al nivel socioeconémico que Trabajo Social le asigne. EI Unico beneficio que podemos asegurarle
al participar de este estudio es estar contribuyendo al conocimiento de las bases genéticas de
los pacientes mexicanos diabéticos para el futuro desarrollo de medicamentos preventivos de la
ceguera.
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RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud sefiala que la
obtencion de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion.

Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretdn en el
sitio de la puncion, mareo o sensacién de desmayo. El personal que extraera la muestra sanguinea
esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.

Los riesgos de la toma de muestra de vitreo son: Ninguno. Es decir, la toma de muestra de vitreo no
afiade ningun riesgo al evento quirdrgico.

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningin momento
como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos clinicos usted no enfrenta riesgos
mayores a los relativos a la proteccién de la confidencialidad la cual sera protegida mediante la
codificacidn de sus muestras y de su informacidn.

BENEFICIOS POTENCIALES

En caso de no conocerse diabético, el beneficio potencial que obtendra es corroborar su situacién de
NO diabético o, en caso de que asi lo determinen sus laboratorios previos a la cirugia, contar con un
diagndstico temprano de Diabetes, lo cual promueve el tratamiento temprano y la prevencion de
complicaciones.

En caso de conocerse diabético, el beneficio potencial que obtendra es su contribucion al estudio
genético de pacientes mexicanos que como usted, se encuentran en la esperanza de contar con
terapias preventivas que impidan el desarrollo de la ceguera como complicacion de su Diabetes
Mellitus.

COMPENSACION

No contamos con presupuesto para financiar compensaciones por lesiones, pero por el tipo de
maniobra que el presente estudio implica, NO es factible provocar en usted un tipo de lesion
discapacitante ni mucho menos. El Instituto Nacional de Rehabilitacién no brinda ningln tipo
adicional de compensacion para cubrir dafios.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO

A pesar de ser una investigacion cuya finalidad es detectar nuevos blancos terapéuticos para las
microangiopatias diabéticas de la retina, por el momento no se prevee que esta investigacion pueda
generar de manera directa un producto que pueda comercializarse; por lo que de ningln modo se
espera que los pacientes y/o los investigadores gocen de algun beneficio econémico producto de la
investigacion a nivel farmacéutico comercial.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus exdmenes clinicos en cualquier momento. En caso de
resultar diabético sin conocerse antes como tal , se le informara debidamente, se le proporcionaré la
atencién a su padecimiento oftalmoldgico pero deja de ser candidato a participar en el estudio. A
cerca de las conclusiones del estudio, puede preguntarlas a la Dra. Adriana Solis Vivanco en el
Servicio de Retina con Tel. 59991000 vy ext 18175. La investigacion es un proceso largo y
complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios afios.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION:

Su nombre no serd usado en ninguno de los estudios. Las muestras bioldgicas obtenidas no
contendran ninguna informacion personal y se codificard con un ndmero de serie para evitar
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cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicién legal las muestras biolégicas, incluyendo la
sangre, son catalogadas como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razon durante el
curso de la investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras bioldgicas
asi como su informacion médica y/o genética puedan ser usadas para otros proyectos de
investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser usados para
estudios de investigacion que estén relacionados con condiciones distintas a las estudiadas en este
proyecto. Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 5 afos.

Los cddigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores titulares,
quienes estan obligados por ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran guardados en un
archivero con llave y solo tendradn acceso los investigadores. Existe la posibilidad de que su
privacidad sea afectada como resultado de su participacion en el estudio. Su confidencialidad sera
protegida como lo marca la ley. Serd mantenida asignando codigos a su informacion. EI codigo es un
numero de identificacion que no incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona
sera compartida con otros sin su autorizacion, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una lesion
y requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacion de los participantes.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material bioldgico y
de su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas con las mismas medidas
de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos que tienen su
nombre.

La Comision de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion aprobo la realizacion
de este estudio. Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en
humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos informacion que consideremos importante
para su salud, consultaremos con dicha Comision de Etica que supervisa el estudio para decidir la
mejor forma de darle esta informacion a usted y a su médico. Ademas, le solicitamos que nos
autorice re-contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle informacion que podria ser
relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacion personal serdn eliminados antes de usar los
datos.

Para estudios genéticos:

Por su participacion, el investigador puede solicitarle informacion médica de los miembros de su
familia.

Su material genético no serd usado con fines distintos a los mencionados en este documento. Si el
investigador desea usarlo con fines distintos debera notificarselo, solicitar su autorizaciéon y
solicitarle su firma en un documento similar a éste.

Los resultados de los estudios genéticos no seran incluidos en su expediente, a menos que tengan
implicaciones para su tratamiento.

Los resultados de estudios genéticos podria ser causa de discriminacién para las personas que tengan
alguna anormalidad que los predisponga para sufrir una enfermedad. Tomaremos las acciones
necesarias para evitar que su informacién sea conocida por terceros que pudieran tomar acciones
discriminatorias contra usted.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted tenga preguntas sobre el estudio, por favor pongase en contacto con la Dra.
Adriana Solis Vivanco del Servicio de Retina del INR.

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas me han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de
acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales,
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particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi
entera satisfaccion.
Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biol6gicas (sangre y orina) para ser
utilizadas en éste estudio. Asi mismo, mi informacion médica y biol6gica podra ser utilizada con los
mismos fines.
Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere
colectar informacion adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.
Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.
Por favor responda las siguientes preguntas:
Si
(marque
por favor)

(Haleido y entendido la forma de consentimiento informado, en su lenguaje a
materno?

;Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este estudio?
;Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas?

;Ha recibido suficiente informacién acerca del estudio y ha tenido el tiempo
suficiente para tomar la decisién?

(Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de suspender su O
participacion en este estudio en cualquier momento sin tener que justificar su

decision y sin que esto afecte su atencion médica o sin la pérdida de los beneficios

alos que de otra forma tenga derecho?

Si aplica :; Autoriza se dé acceso a sus registros médicos para este estudio de O
investigacion y para propésitos regulatorios a , Sus representantes, los
auditores, oficinas regulatorias del estudio, otras agencias gubernamentales de la

salud en México y posiblemente otras agencias gubernamentales de la salud en

otros paises en donde se pueda considerar al farmaco en estudio para la

aprobacion de su comercializacién?

;Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son atin desconocidos, de O
participar en este estudio?

;Entiende que puede no recibir algiin beneficio directo al participar en este O
estudio?

;Ha discutido usted otras opciones de tratamiento con el médico participanteenel [
estudio y entiende usted que otras opciones de tratamiento estin a su disposicién?

;Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos legales a los que es O
acreedor de otra forma como sujeto en un estudio de investigacién?

¢.Comprende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del mismo O
sin su consentimiento, ya sea debido a que Usted no cumpli6 con los

requerimientos del estudio o si el médico participante en el estudio considera que
médicamente su retiro es en su mejor interés?

Si aplica;Entiende que el estudio puede ser suspendido por el patrocinador del O
estudio en cualquier momento?

;Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta Forma de O
Consentimiento, para sus registros personales?
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Declaracion del paciente:

Yo, declaro que es mi decision
participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado que puedo negarme a
participar o terminar mi participacién en cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad
alguna o perdida de beneficios. Si suspendo mi participacién, recibiré el tratamiento médico habitual
al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) y no sufriré perjuicio en mi
atencion médica o en futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional
acerca de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi participacion en el estudio. Puedo
obtener los resultados de mis examenes clinicos si los solicito. Si yo tengo preguntas sobre el estudio
0 sobre mis derechos como participante, puedo ponerme en contacto con la Dra. Adriana Solis
Vivanco. Estoy de acuerdo en informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de
salud (por ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco o en la ciudad
donde resido, etc) tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda la informacion que me han
dado sobre mi participacion en el estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas.
Todas las preguntas han sido respondidas a mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia
firmada de este consentimiento informado.

Nombre y Firma del Participante Fecha

Cologue su huella digital si no sabe escribir

Nombre y Firma del Investigador Fecha en que explic6 el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Relacion con el participante:

El presente documento es original y consta de 10 paginas
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ANEXO 3.

Hoja de recoleccion de datos clinicos

Ficha de identificacion

Nombre: Apellidos: Fecha de Nacimiento:

Edad: Género: Registro:

M _| [F |

Lugar de nacimiento: Teléfono casa: Teléfono celular:

Historia clinica.

Padecimiento de Base

Sl

oz

Retinopatia Diabética Proliferativa Presencia de restos de sangre en vitreo

Edema Macular Diabético Tiempo de Gltimo tratamiento

Agujero Macular Se descarta Diabetes Mellitus

Membrana Epi-retiniana Se descarta Diabetes Mellitus

Antecedentes Personales Patologicos

Padecimiento Medicamentos Relacionados

Diabetes Mellitus

Hipertension Arterial Sistémica

Insuficiencia Renal Croénica

Hipercolesterolemia/trigliceridemia

Cardiopatia

Lupus

Artritis Reumatoide

Plrpura

Parkinson

Alzheimer

Esclerosis Multiple

Cancer de

Quimioterapia previa o actual

Otros padecimientos

Se toma muestra : Etiquetado | Hora | Horade Estabilidad Cadena Centrifugacion

correcto de traslado | de la muestra fria
toma

Almacenaje -
70 grados

Suero

Vitreo
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ANEXO 4.

Comité de Etica e Investigacién Instituto Nacional de Rehabilitacién.

Instituto Nacional

SA LUD de Rehabilitacion
iis DF INR | comi _—

INR/CU104/18
Ciudad de México a 26 de Mayo 2016
Dra. Adriana Solis Vivanco

Presente

En respuesta a la solicitud que usted amablemente envid a este comité para la revision del proyecto de

gacion titulado “Analisis de expresion diferencial de miRNAs en vitreo de pacientes con agujero
macular idiopatico en comparacién con vitreo de paci con retinopatia diabética proliferativa y
edema macular diabético.”

Le informo que el Comité de Investigacion decidid aprobarlo otorgandole registro definitive 19116

Estatus del proyecto. APROBADO

Investigador
Responsable: Adriana Solis Vivanco
Participantes:
Alberto Hidalgo Bravo Margarita Valdés Flores
Ana Cristina Ulloa Francisca Dominguez Duefias

Cabe sefalar, que de acuerdo con los datos declarados en el cronograma de actividades del proyecto de
investigacion. éste tiene una vigencia de 24 meses, siendo la fecha de termino 31 de Mayo de 2018, es
requisito informar los avances del mismo cada 6 meses, en el formato FO1.PR-DI-04 Seguimiento de
Protocolos, el cual se encuentra disponible en la pagina electronica del INR, asi como cualquier otro asunto
relacionado con el mismo

No omito comentar que en el caso de los protocolos que Incluyan pacientes, un requisito adicional de la
Direccién de Investigacion es dar cumplimiento a la Encuesta de Satisfaccion de Pacientes en protocola FO1-
PR-DI-08 que se encuentra disponible en la pagina del INR en la Seccion de Documentos ISO en el apartado
de Investigacion. hitp //isoB001. inr.gob mx/Dascargas/ise/Formatos/F01-PR-DI-08 doc

En caso de ser un protocolo con financiamiento de la industria éste debera contar con convenio administrativo el
cual debe ser sancionado por el drea |uridica de este Instituto

112

; & 3

Estatus : APROBADO

Registro definitivo: 19/16
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ANEXO 5.
Apoyos financieros y optimizacion de recursos

CONVENIO DE ASIGNACION DE RECURSOS

1000/654/2016 ACTUALIZACION MOD.ORD./23/2016 FONDO SECTORIAL DE
INVESTIGACION EN SALUD Y SEGURIDAD SOCIAL CAR GENERAL 000000000273192

CONVENIO DE ASIGNACION DE RECURSOS QUE CELEBRAN POR UNA PARTE, NACIONAL
FINANCIERA, S.N.C., LB.D., FIDUCIARIA DEL FIDEICOMISO PUBLICO DE ADMINISTRACION
E INVERSION DENOMINADO “FONDO SECTORIAL DE INVESTIGACION EN SALUD Y
SEGURIDAD SOCIAL”, EN LO SUCESIVO EL “FONDO”, REPRESENTADO EN ESTE ACTO POR
EL DR. RODOLFO CANO JIMENEZ, EN SU CARACTER DE SECRETARIO ADMINISTRATIVO,
ASISTIDO POR LA M. EN C. MARGARITA IRENE CALLEJA Y QUEVEDO, EN SU CARACTER DE
SECRETARIO TECNICO; Y POR LA OTRA, EL/LA SECRETARIA DE SALUD / INSTITUTO
NACIONAL DE REHABILITACION, EN LO SUCESIVO EL “SUJETO DE APOYO",
REPRESENTADO POR EL/LA DR. JOSE CLEMENTE IBARRA PONCE DE LEON, EN SU
CALIDAD DE REPRESENTANTE LEGAL, INSTRUMENTO QUE SUJETAN AL TENOR DE LOS
ANTECEDENTES, DECLARACIONES Y CLAUSULAS SIGUIENTES:

ANTECEDENTES

1. El articulo 1, fracciones I y II de la Ley de Ciencia y Tecnologia (LCyT), regula los
apoyos que el Gobierno Federal se encuentra obligado a otorgar para impulsar,
fortalecer, desarrollar y consolidar la investigacion cientifica, el desarrollo tecnoldgico
y la innovacién general en el pais, asi como determinar los instrumentos, mediante los
cuales éste cumplird con dicha obligacion.

2. La Ley Orgdnica del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia dispone, en su articulo
13, que la canalizacién de recursos por parte del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia, en lo sucesivo el “CONACYT”, a programas, proyectos, estudios,
investigaciones especificas, otorgamiento de becas en sus diferentes modalidades y
cualquier otro apoyo o ayuda de cardcter econémico que convenga o proporcione,
estara siempre sujeta a la celebracion de un Contrato o Convenio, segun sea el caso.

3. El Plan Nacional de Desarrollo (PND) 2013-2018, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 20 de mayo de 2013, establece en su Objetivo 3.5 Hacer del desarrollo
cientifico, tecnolégico y la innovacién pilares para el progreso econdémico y social
sostenible.

4. El Programa Especial de Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon (PECITI), publicado en el
Diario Oficial de la Federacion el 30 de julio de 2014, cuyos objetivos, estrategias y
lineas de accion deberdn alinearse con la Meta IIl y el Objetivo 3.5 del PND, establecen
la obligacién de contribuir a que la inversién nacional en investigacién

5. Con fecha 20 de septiembre de 2002, la Secretaria de Salud (“SECRETARIA”), el
Instituto Mexicano del Seguro Social (“IMSS”) y el “CONACYT” con fundamento en los
articulos 23, fraccion 11, 25 y 26 de la LCyT, celebraron un Convenio para establecer el
“FONDOQ”.

6. Con fecha 3 de septiembre de 2003, se suscribi6 un Convenio Modificatorio al
“CONTRATO” con objeto de formalizar la incorporacién del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (“ISSSTE”), al Convenio celebrado
por la “SECRETARIA”, el “IMSS” y el “CONACYT”, con fecha 20 de septiembre de 2002.

7. EI“FONDO”, en términos del articulo 25, fraccion II de la LCyT, considera como sujetos
de apoyo a las Universidades e Instituciones de Educacién Superior, publicas y
particulares, centros, laboratorios, empresas publicas y privadas y demas personas
que se inscriban en el Registro Nacional de Instituciones y Empresas Cientificas y
Tecnoldégicas (RENIECYT), los cuales son elegidos mediante concurso y bajo las
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modalidades que expresamente determine el Comité Técnico y de Administracion, con
apego a las Reglas de Operacion del Fideicomiso y segin la Convocatoria
correspondiente.

8. En fecha 22 de febrero de 2016, se publicé la Convocatoria denominada: “Fondo
Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social SS/IMSS/ISSSTE-
CONACYT, Convocatoria 2016”, en lo sucesivo la “CONVOCATORIA”, con las
categorias FOSISS 2016-1 (Convocatoria de problemas especificos del sector salud) y
FOSISS 2016-2 (Investigadores jovenes).

9. El Comité Técnico y de Administracidn, en su Trigésima Sesién Ordinaria, de fecha 02
de agosto de 2016, autoriz6 la canalizaciéon de recursos a favor del “SUJETO DE
APQYO” por un monto de $700,000.00 ( SETECIENTOS MIL PESOS 00/100 MN ),
para el desarrollo de la propuesta denominada “"ANALISIS DE EXPRESION
DIFERENCIAL DE MIRNAS EN VIiTREO DE PACIENTES CON AGUJERO MACULAR
IDIOPATICO EN COMPARACION CON VITREO DE PACIENTES CON RETINOPATIA
DIABETICA PROLIFERATIVA Y EDEMA MACULAR DIABETICO"”, en lo sucesivo el
“PROYECTO". ....

Se concluy6 con éxito la ministracion de los recursos. Fueron entregados los reportes
financieros y técnicos en tiempo y forma.
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