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RESUMEN

Introduccion

La formacidn de catarata tipo senil es un proceso multifactorial, y la fisiopatogenia de la catarata
diabética se debe a un acumulo de sorbitol intracristaliniano. Las citocinas son pequeflas proteinas
de bajo peso molecular, responsables del control del sistema inmunoldgico. Su expresion es

modificada por los cambios bioquimicos o por la exposicion a un antigeno 6 a los rayos UVB.

Materiales y Métodos

Se incluyeron un total de 38 cristalinos de 38 pacientes, 19 con catarata senil y 19 con catarata
diabética, con rangos de edad similares y una dureza semejante. Los cristalinos se obtuvieron por
cirugia de extraccion extracapsular y se almacenaron a -80° C. Se determinaron las citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFNy y TNFo (Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit) y se midieron las
proteinas por arreglo de perlas citométricas. Se uso la prueba de t de Student, una p<0.05 fue

estadisticamente significativa.

Resultados

Los resultados en este estudio muestran la presencia de citocinas en ambos grupos. En ninguno
encontramos la expresion de IL-10, pero en ambos encontramos [L-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IFNy y
TNFa. Se hallé un incremento estadisticamente significativo de IL-6 en catarata diabética (3.96 +

4.67 pg/mL) comparado con pacientes de catarata senil (1.49 + 2.57 pg/mL).

Conclusion

La IL-6 present6 un incremento estadisticamente significativo en catarata diabética, demostrando un

perfil proinflamatorio en catarata diabética, se necesitan mas estudios para comprobar esta teoria.




ABSTRACT

Introduction

The development of senile cataract is a multifactorial process and the pathogenesis of diabetic
cataract is due to an accumulation of sorbitol in lens. Cytokines are small proteins of low molecular
weight, they controlled immune response. Their expression can be modified by biochemical

changes or by exposure to an antigen or to UVB.

Materials and methods

A total of 38 lenses of 38 patients, 19 with senile cataract and 19 with diabetic cataract were
included, both with similar age ranges and similar lens opacities. Lens was obtained by
extracapsular extraction surgery and kept at -80 © C. Cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
IFNy and TNFa were determined (Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit) and proteins were

measured by cytometric bead array. We used a Student t test, p <0.05 was statistically significant.

Results

The results in this study show the presence of cytokines in both groups. None find the expression of
IL-10, in both groups we found IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IFNy and TNFa. A statistically
significant increase of IL-6 in diabetic cataract (3.96 £+ 4.67 pg/mL) compared with senile cataract

patients (1.49 = 2.57 pg/mL) was found.

Conclusion

The IL-6 showed a statistically significant increase in diabetic cataract, showing a proinflammatory

profile in diabetic cataract, more studies are needed to test this theory.




INTRODUCCION

La formacion de catarata tipo senil es un proceso multifactorial, se ha propuesto que existe
desequilibrio hidroelectrolitico con disrupcion de las fibras cristalinianas corticales, estrés
osmotico, alteracion quimica de las proteinas nucleares cristalinianas, procesos de
oxidacion, glicosilacion no enzimatica, proteolisis, desamidacion, fosforilacion,
carbamilacion', radiacion ultravioleta B2, disminucion de antioxidantes como el glutation
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reducido®, acimulo de calcio, aumento de la actividad de proteasas como calpainas* y la

apoptosis de las células epiteliales.’

Por otro lado en la fisiopatogenia de la catarata secundaria a diabetes mellitus a diferencia
de la catarata senil, se ha demostrado que existe una acumulacion de sorbitol
intracristaliniano, secundario a hiperglucemia y a su dificil difusion fuera del cristalino,
provocando aumento de la presion osmdtica, edema, rotura de fibras cristalinianas, aciduria

y protedlisis.®




MARCO TEORICO

Las citocinas son pequenas proteinas solubles de bajo peso molecular. Se ha demostrado la
produccién de citocinas en algunas estructuras oculares como epitelio pigmentario de la
retina, células de Miiller, células epiteliales del cristalino, estroma, epitelio corneal y

7 Son responsables del control del sistema

células epiteliales del cuerpo ciliar.
. ;. 8 . . . . J

inmunolégico.® Las citocinas proporcionan un medio por el cual, las células pueden
comunicarse entre si uniéndose a su receptor ¢ a otro tipo de célula. Ejercen sus efectos a
través de la iniciacion de una cascada de sefalizacion intracelular, que es importante en el
control del desarrollo, la ejecucion y la resolucién de las respuestas inmunes’. Pueden

. , . , . 10 .y
actuar de manera endocrina, autdcrina y paracrina.”” Se sabe que la expresion de las

citocinas intraoculares puede ser modificada por los cambios bioquimicos de las propias

células, por la exposicion a alglin antigeno'! 6 a los rayos UVB.!?

Se han hallado citocinas en humor acuoso en enfermedades oculares como glaucoma
. . , . 13 rae . , . e .y

primario de &ngulo abierto,”” uveitis, retinopatia diabética, degeneracion macular

relacionada a la edad,'* sindromes de pseudoexfoliacion, !° catarata congénita, ' y posterior

a algunos procedimientos como facoemulsificacion y cirugia de extraccion extracapsular.'”

La apoptosis en células epiteliales cristalinianas se encuentra elevada en pacientes con
diabetes mellitus, con o sin retinopatia diabética. '* En estudios previos de nuestro grupo de
investigacion, encontramos, que la apoptosis estaba relacionada con la catarata senil,
principalmente, se demostré que el TNFR1 se encontraba sobre expresado en cataratas
seniles comparado con la expresion del mismo en cristalinos sanos.!” Esta reportado en la

bibliografia que la sobreexpresion de este receptor (TNFR1A) esta mediado por citocinas.?




OBJETIVO

Objetivo general

Evaluar la expresion de diferentes citocinas que estén probablemente relacionadas con la
fisiopatogenia de la catarata.

Objetivo especifico

Determinar el perfil de citocinas que actian en material cristaliniano de cataratas seniles.

Determinar el perfil de citocinas que actGan en material cristaliniano de cataratas
secundarias a diabetes mellitus.




JUSTIFICACION

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, la catarata es la principal causa de ceguera en
el mundo.

Segun el Vision Eye Intitute a través del Vision Problems in the U.S. 2008, la catarata
afecta a més de 22 millones de estadounidenses mayores de 40 afios y los costos médicos
directos anuales por servicios de consulta externa, de hospitalizacion y de medicamentos
recetados relacionados con el tratamiento de las cataratas, es en total de 6,8 billones de
dolares.

En la actualidad no se cuenta con la posibilidad de intervenir en el desarrollo de la catarata,
es por ello que gran parte de la investigacion se ocupa en la manera de tratarla. Aunque se
cuentan con diversas teorias que conllevan a la formacion de catarata.

Aun no se analizado la presencia de citocinas inflamatorias en material cristaliniano, sin
embargo la presencia de citocinas inflamatorias en humor acuoso ya ha sido demostrada en
enfermedades como neovascularizacion coroidea y glaucoma.

Determinar la presencia de citocinas, en cataratas secundarias a diabetes mellitus, nos
ayudard a contemplar o descartar un proceso inflamatorio en la fisiopatogénia de la

formacion de catarata secundaria a diabetes mellitus.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes. Se incluyeron un total de 19 cristalinos de 19 pacientes con catarata senil rango
de edad 58 a 84 afios (Media 72.5 afos) y 19 cristalinos de 19 pacientes con catarata
secundaria a Diabetes Mellitus tipo II en un rango de edad 46 a 84 afios (Media 60 afos),
ambos grupos con mismo estadio de dureza cristaliniana (Clasificacion LOCS III de NOS5

NC 5, NO6 NC6, catarata brunescente y catarata total hidratada nucleo duro).

Obtencién de la muestra. Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia de extraccion
extracapsular de catarata, bajo anestesia local asistida, bloqueo retrobulbar, asepsia,
antisepsia, campos estériles, peritomia base fornix, escarificacion de Ténon, cauterizacion
de vasos, surco escleral escalonado, paracentesis, azul de tripano, solucion salina
balanceada, viscoelastico, capsulotomia en sonrisa invertida, hidrodiseccion y rotacion de
nucleo, se amplia surco escleral, extraccion de nucleo. Los nticleos fueron almacenados en
tubos eppendorf de 1.5 mL con buffer de PVC a -80° C.

Extraccién de proteinas. Se descongelaron los cristalinos y fueron lisados con ayuda del
Tissue extraction reagent (Invitrogen, CA, USA) y un coctel de inhibidor de proteasas
(Sigma Aldrich, MO, USA). Los tejidos fueron homogeneizados con la ayuda de un
mortero y un pistilo. El extracto total se recolectdé en tubos eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos, se recolecto el sobrenadante el cual contiene
las proteinas totales y se almaceno a 80°C hasta su uso.

Determinacion de citocinas solubles. 1L-2, 1L-4, 1L-6, IL-10, IL-17A, IFNy y TNFa
(Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, BD Biosciences, CA, USA) fueron medidas en el

extracto proteico obtenido de las cataratas por medio de arreglos de perlas citométricas
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(CBA, por sus siglas en inglés), siguiendo las instrucciones del proveedor (BD
Biosciences). Los resultados fueron obtenidos con un citometro de flujo FACS Canto II con
el software FACS DIVA y posteriormente analizados con el software FCAP. Los limites de
deteccion del Kit fueron los siguientes: 1L-2, 2.6pg/mL; IL-4, 4.9pg/mL; IL-6, 2.4pg/mL;
IL-10, 4.5pg/mL; IL-17A, 18.9pg/mL; IFNy, 3.7pg/mL y TNFa, 3.8pg/mL.

Etica. Los tratados de la declaracion de Helsinki se siguieron para el procesamiento de
tejidos humanos. Este estudio fue aprobado por el comité de Etica en investigacion del
hospital.

Analisis estadistico. Se usé la prueba de t de Student para detectar diferencias significativas
entre el grupo de catarata senil y el grupo de cataratas diabéticas y una p<0.05 fue

considerada una diferencia estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

De las 7 citocinas analizadas, encontramos lo siguiente: La IL-2 se presentd en ambos
grupos, sin una diferencia estadisticamente significativa, en catarata senil encontramos
(0.09 £ 0.26 pg/mL) y en catarata diabética (0.17 = 0.52 pg/mL) (p=0.3). La IL-4 tampoco
demostré diferencia estadisticamente significativa, en catarata senil hallamos (0.11 £ 0.26
pg/mL) y en catarata diabética (0.13 = 0.32 pg/mL) (p=0.4). La IL-10, fue la tinica citocina
que no se expresd en ningun tipo de catarata. La IL-17A, aunque se expresd en mayor
cantidad en pacientes con catarata senil, (valores de 11.14 = 15.47 pg/mL) contra (7.65 +
9.61 pg/mL) en catarata diabética (p=0.21), esta diferencia, no fue estadisticamente
significativa. El IFNy tampoco representd diferencia significativa, (valores de 0.08 + 0.32
pg/mL) en catarata senil, y (0.08 £ 0.32 pg/mL) en catarata diabética (p=0.5). El TNFa,
tampoco fue estadisticamente significativo para ambos grupos, (con valores de 0.64 + 0.80
pg/mL) en catarata senil y (0.50 + 0.84 pg/mL) en catarata diabética (p=0.30). Los valores
de las citocinas analizadas se resumen en la tabla 1.

Sin embargo para el caso de IL-6 se encontrdé una mayor concentracion en pacientes con
catarata por diabetes mellitus tipo 2 (3.96 £ 4.67 pg/mL) comparado con pacientes con
catarata senil (1.49 = 2.57 pg/mL). Esto significa que la IL-6 fue 2.65 veces mayor en
material cristaliniano de pacientes diabéticos comparado con material cristaliniano de

pacientes con catarata senil, lo que representa una diferencia estadisticamente significativa

(p=0.03). (Fig. 1).
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DISCUSION

La formacion de catarata diabética y senil no se asocia a un proceso inflamatorio clasico,
como el caso de uveitis que ya cuenta con estudios que lo demuestran.?! Dentro de nuestra
revision bibliografica no se encontraron reportes previos de citocinas en material
cristaliniano. Los resultados en este estudio muestran la presencia de citocinas en ambos
grupos, en ninguno encontramos la expresion de IL-10, pero en ambos encontramos I1L-2,
IL-4, IL-6, IL-17A, IFNy y TNFo. Hayashi demostré que en células epiteliales
cristalinianas (LECs por sus siglas en inglés) de pacientes con diabetes mellitus comparado
con pacientes con catarata senil, €l concluy6d que existe mayor actividad de citocinas (IL-1
y TGF-B) en ojos diabéticos comparado con ojos normales.??> Nosotros encontramos
predominio de IL-17A en catarata senil sobre la catarata diabética sin considerarse
estadisticamente significativo. Sin embargo se halld un incremento estadisticamente
significativo de IL-6 en catarata diabética sobre la senil pudiendo asociar nuestro hallazgo
con el encontrado por Canataroglu y colaboradores, quienes compararon vitreo en pacientes
con retinopatia diabética proliferativa con vitreo sano de cadadver, encontrando cifras
elevadas de IL-6 en 85.7% de ojos diabéticos y ausencia de la misma en vitreo sano.?® Asi
mismo Ohara, ha reportado mayores concentraciones de IL-6 en humor acuoso que en
sangre en pacientes con retinopatia diabética.>* La IL-6 es una citocina producida por
diferentes estirpes celulares, la principal fuente son fibroblastos, células endoteliales y
monocitos estimulados; los macréfagos, linfocitos T y B, granulocitos entre otros también
producen IL-6 después de su estimulacion.?® La IL-6 tiene multiples funciones, incluyendo
la induccién del crecimiento y diferenciacion de células B, produccion de anticuerpos,

induccion de diferenciacion y proliferacion de células T.?® Nishi y colaboradores posterior a
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una cirugia de catarata, cultivo la capsula anterior con citocinas para evaluar la mitosis que
estas inducian, demostr6é que la presencia de IL-1 increment6 la mitosis, IL-1ra disminuyo
la mitosis, ademds reporta un aumento de la IL-6 posterior a la implantacion del lente
intraocular?’ y posterior a una inyeccion intravitrea.”s

Nuestros hallazgos en la elevacion de IL-6 en catarata diabética, sugieren un perfil
proinflamatorio, que no se encontr6 en pacientes con catarata senil. Se sabe que la IL-6 es
inducida por la IL-1, incluso pueden actuar de manera sinérgica.”?’ No pudimos evaluar la
presencia de IL-1 pero suponemos que se encuentra mas elevada en catarata diabética.
Podemos intuir que la IL-6 de algiin modo estimula a TNFa, y asi al receptor TNFR1 para
que proceda al desarrollo de la cadena de apoptosis, sin embargo necesitamos mas estudios
para comprobarlo. Con lo anterior se crea la perspectiva de poder intervenir en el desarrollo
de la formacion de catarata secundaria a diabetes mellitus tipo 2 mediante la intervencion

sobre la IL- 6 en procesos tempranos de la formacion de catarata.
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CONCLUSION

La IL-6 presentd un incremento estadisticamente significativo en catarata diabética con
respecto a catarata senil, posiblemente es uno de los primeros hallazgos que justifican la
intervencion de la inflamacion en la formacién de catarata diabética. Aunque son
necesarios mas estudios para comprobar esta teoria, podriamos utilizar la IL-6 como un

biomarcador terapéutico.
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ANEXOS

*p=0.0264
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Catarata Senil Catarata Diabetica

Fig. 1. Secrecion de IL-6 en cataratas senil y diabética.

Fig. 1. Secrecion de IL-6 en material cristaliniano de cataratas senil y diabética. Se observo
un incremento en la concentracion de IL-6 en el material cristaliniano de cataratas
diabéticas comparado con cataratas seniles. Los valores se presentan en promedio +
desviacion estandar (pg/mL). Para la comparacion entre los dos grupos se realizo una t de

Student, considerandose una p < 0.05 como una diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 1. Citocinas encontradas en cataratas seniles y por diabetes mellitus tipo 2.

Citocina Catarata senil Catarata diabética
n=19 n=19

IL-2 0.22+0.62 0.16 £0.51 0.3
IL-4 0.13+0.26 0.12+0.32 0.4
IL-6 1.53 +£2.50 3.75+4.63 0.03*
IL-10 0 0 -
IL-17* 12.21 +£15.74 8.08 £9.53 0.2
IFNy 0.13+0.38 0.07+£0.31 0.5
TNFa 0.72 +£0.85 0.47 +0.82 0.3

Tabla 1. Citocinas analizadas en cataratas seniles y por diabetes mellitus tipo 2. Se
incluyeron 19 cataratas por grupo. Los valores se presentan en promedio + desviacion
estandar (pg/mL). Para la comparacion entre los dos grupos se realiz6 una t de Student,

considerandose una p < 0.05 como una diferencia estadisticamente significativa.
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