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4. INTRODUCCION:

El glaucoma primario de dngulo abierto es una neuropatia dptica progresiva multifactorial,
y es una de las principales causas de ceguera irreversible en el mundo. El diagndstico
oportuno es fundamental para reducir la progresion a ceguera, y por ello en los ultimos
anos se han volcado los esfuerzos para desarrollar estudios y tecnologia que apunten a
este propdsito.

La busqueda de biomarcadores moleculares para diagndstico de glaucoma es un area de
investigacion emergente, y la protedmica esta al centro de estas actividades. El estudioy
comparacion del proteoma en diferentes situaciones fisioldgicas y patoldgicas permite
tener una imagen dindmica de las proteinas expresadas en un momento dado y de esta
manera identificar aquellas cuya presencia se correlaciona con determinados estadios
patolégicos. De esta manera es posible identificar proteinas para ampliar el conocimiento
sobre los mecanismos moleculares de la enfermedad, el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, asi como la identificaciéon de potenciales biomarcadores para diagnosticar la
enfermedad o pronosticar la evolucién de la misma.

Aun con los conocimientos actuales sobre la fisiopatologia involucrada en el desarrollo de
glaucoma, no se han determinado y validado las moléculas capaces de funcionar como un

biomarcador.

El objetivo de este proyecto es realizar un andlisis protedmico del suero en pacientes con
glaucoma y compararlo con controles sanos sin glaucoma, para identificar proteinas que

puedan ser utilizadas como biomarcadores para diagndstico temprano.
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5. MARCO TEORICO

El glaucoma primario de angulo abierto es una neuropatia éptica progresiva
que se caracteriza por la muerte de las células ganglionares de la retina y sus axones
que forman el nervio éptico. La consecuencia funcional es el deterioro progresivo del
campo visual, que generalmente empieza en la periferia media superior y puede
progresar a una visién tubular y ceguera en casos avanzados. Es una enfermedad
poligénica y compleja desde el punto de vista genético, en cuyo origen intervienen
multiples factores y cambios epigenéticos. !

El aumento de la presidn intraocular (P1O) es el principal factor de riesgo y uno
de los mecanismos fisiopatogénicos mas estudiados;?3® resulta del incremento de la
resistencia al flujo de salida del humor acuoso a través del trabéculo, por cambios
ultraestructurales en la matriz extracelular de la red trabecular.*® Otros factores de
riesgo también descritos son la edad avanzada, la raza, el antecedente familiar de
glaucoma, la miopia, grosor corneal central disminuido y la disminucion de la presidn
de perfusién.!

La fisiopatologia de la muerte de las células ganglionares alin no se conoce por
completo. De manera clasica existen dos teorias: la mecanica, en la cual se menciona
que el aumento de la presién intraocular ocasiona un dafio mecanico sobre la cabeza
del nervio dptico causando interrupcion del flujo axoplasmico a nivel de la [dmina
cribosa; el blogueo del transporte axonal disminuye el aporte de factores
neurotréficos necesarios para la vitalidad de las célula neuronal, como por ejemplo, el
factor de crecimiento derivado del cerebro. Esta deprivacidon de neurotrofinas dispara
una cascada de eventos celulares que culminan en la apoptosis. 7 La teoria vascular se
basa en que existe una disfuncion vascular a nivel de la microcirculacion de la cabeza
del nervio dptico, lo que ocasiona un dafio por hipoperfusién.'® El ambiente de hipoxia
promueve la liberacién de radicales libres, dxido nitrico y especies reactivas de oxigeno
que generan un ambiente de estrés oxidativo que promueve la muerte celular.!! La
degeneracion inicial de algunas células ganglionares provoca un ambiente de toxicidad
por la liberacidon de glutamato excitotéxico lo cual genera dafio celular secundario.?

Los astrocitos son la célula glial principal de la cabeza del nervio dptico,
proporcionan el suporte tisular de los axones, estimulan la liberacion de factores
neurotréficos y antioxidantes y promueven la degradacion de los depdsitos
extracelulares anormales de proteinas. De manera normal los astrocitos permanecen
es un estado estable, pero pueden volverse reactivos en respuesta a una lesiéon o
enfermedad y pueden exacerbar y propagar el daino al tejido neural. Se ha propuesto
que el aumento de la presién intraocular puede promover la reactivacién anormal de
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la glia a nivel de la lamina cribosa del nervio dptico. El papel que juegan los astrocitos
en la degeneracion del tejido circundante se cree ocurre mediante la liberacién de
especies reactivas de oxigeno, proteasas, citoquinas y acido nitrico.'® La disfuncién del
sistema inmunolégico también se ha propuesto como uno de los mecanismos
generadores del dafio neurodegenerativo secundario a la reactivacion glial. Una
interaccion compleja de acontecimientos celulares incluyendo activacion/disfuncion
glial, disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, y disfuncion de la respuesta
inmunolégica, puede amplificar el proceso de dafio primario y contribuir a la
progresion de la neurodegeneracion.#%

A pesar de todo el avance en el conocimiento de la fisiopatologia del dafio en
glaucoma, aun no se conoce por completo la serie de mecanismos moleculares,
celulares e intercelulares que van ocurriendo en cascada y terminan en la apoptosis de
las células ganglionares de la retina.

Pruebas Diagnésticas

El diagndstico de glaucoma se establece con la evidencia del dafio estructural del
nervio optico y la evaluacidn de la funcién visual con el campo visual. Actualmente
existen dos modalidades de pruebas diagndsticas, las funcionales y las estructurales.®
Las pruebas funcionales consisten en el examen del campo visual, evaltan la integridad
y la funcidn de la via visual desde la capa de células ganglionares en la retina hasta la
corteza visual; la perimetria automatica estandarizada es la prueba funcional aceptada
en consenso para el diagnéstico y estadificacion del glaucoma.l’ Las pruebas
estructurales son estudios de imagen que evallian de manera objetiva el disco dptico,
la capa de fibras nerviosas y capa de células ganglionares; realizan mediciones
cuantitativas de estas estructuras. La tomografia Optica coherente de dominio
espectral es hoy en dia el estudio estructural mas aceptado para el diagndstico de
glaucoma (SD-OCT). La evidencia del dafio estructural midiendo la pérdida de la capa
de fibras nerviosas peripapilar y la capa de células ganglionares con SD-OCT
actualmente se ha convertido en el estandar de referencia para el diagndstico
temprano de glaucoma.®®°

Biomarcadores moleculares en glaucoma

Un biomarcador molecular es un parametro que puede ser medido objetivamente y
evaluado como indicador de un proceso fisiolégico o patoldgico y cuyos requisitos
fundamentales son una elevada especificidad y sensibilidad.?® Se han propuesto
diferentes tipos de biomarcadores moleculares de acuerdo a los mecanismos
fisiopatologicos del glaucoma:

F01-PR-DI-01 Rev.0



1. Biomarcadores de estrés oxidativo: se han encontrado en tejidos oculares y
en sangre de pacientes con glaucoma, disminucion de las defensas antioxidantes
(Acido ascérbico, vitamina D, Vitamina A) e incremento de moléculas pro-oxidantes
(superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, éxido nitrico, 8-hidroxi-2deoxiguanosina,
malondialdehido). 2!

2. Biomarcadores de inflamacidn y mediadores inmunolégicos. Se han
reportado diferentes alteraciones en los mediadores de la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica en sangre, humor acuoso y tejidos oculares de pacientes con glaucoma,
lo que sugiere una actividad anormal del sistema inmunoldgico. Se han encontrado
autoanticuerpos contra antigenos de retina y nervio dptico en suero de pacientes con
GPAA, asi como niveles aumentados de factor de necrosis tumoral alfa, factor
trasformador de crecimiento beta, molécula de adhesion endotelial-1, interleucinas 1-
alfa y 8 en humor acuoso de pacientes con glaucoma. El andlisis protedmico de retina
en ojos de pacientes con glaucoma, ha revelado expresion y regulacién diferencial de
componentes del complemento. 2!

3. Biomarcadores de moléculas pro-apotéticas. La apoptosis es la via final
comun de muerte de las células ganglionares de la retina. Se han encontrado niveles
elevados de mediadores de la apoptosis como las Caspasas 2, 8, 9, 10, 14, Bax
(proteina de membrana mitocondrial reguladora de apoptosis), calcio, homocisteina y
diadenosina tetrafosfato, en sangre de pacientes con glaucoma. 2*

Protedmica

El desarrollo de las ciencias gendmicas y las diferentes tecnologias con aplicacidon
biolégica hacen posible el estudio de la informacién genética contenida en un
organismo en distintos niveles: el estructural, que describe la secuencia de los
nucledtidos que conforman un genoma; y el funcional, que analiza la expresién de los
productos funcionales del gen, el ARN mensajero (transcriptoma) y las proteinas
(protedmica). La protedmica es una rama de la gendmica que estudia los proteomas,
es decir todas las proteinas que se expresan a partir del genoma de un organismo. Es
el estudio a gran escala de las proteinas, de su estructura, su localizacidn, su funcién, y
la cuantificacion de su expresion. 22 La descripcidn del proteoma permite tener una
imagen dindmica de todas las proteinas expresadas en un momento dado y bajo
determinadas condiciones concretas de tiempo y ambiente; de esta forma, se pueden
encontrar proteinas cuya presencia o alteracidon se correlaciona con determinados
estadios patoldgicos, ampliar el conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la
enfermedad, asi como la identificacion de potenciales biomarcadores con fines
diagndsticos y/o prondsticos.?

Protedmica y glaucoma
Estudios recientes de glaucoma usando técnicas de analisis proteémico han dado
como resultado una lista de proteinas expresadas de forma diferencial en muestras de
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pacientes con glaucoma y en modelos animales de glaucoma experimental. El analisis
global de la expresién de proteinas en glaucoma ha sido seguido por un andlisis del
proteoma de células especificas como células del trabéculo, células ganglionares de la
retina y astrocitos.?*

Duan y colaboradores estudiaron el proteoma diferencial en muestras de
humor acuoso de 5 pacientes con GPAA que fueron sometidos a cirugia filtrante y lo
compararon con 5 controles pareados sin glaucoma que se operaron de catarata.
Utilizaron el método de Bradford para determinar la concentracién total de proteinas
en humor acuoso y analizaron el perfil de separacidn por electroforesis en gel de dos
dimensiones. Usaron tincién de plata para evaluar las densidades de los spots y
finalmente los péptidos fueron aislados e identificados por espectrometria de masas.
Las proteinas en las que se observd incremento significativo en pacientes con
glaucoma fueron Prostaglandina H2D-isomerasa, precursor de caspasa 14, transferina,
Cysteina C y Transtiretina. Los autores concluyen que estas proteinas podrian ser
potenciales biomarcadores para diagndstico de GPAA. 2°

El objetivo de un biomarcador para diagndstico es ser obtenido mediante una
técnica no invasiva, por esto la muestra de humor acuso no es la ideal, pues implica
una intervencién quirurgica con el riesgo potencial de complicaciones. La muestra de
sangre es facil de obtener y con riesgo minimo, por lo tanto es la ideal. Con las
técnicas actuales para depletar albumina e inmunoglobulinas que son las proteinas
mas abundantes, el hallazgo de proteinas en concentraciones proporcionalmente bajas
es posible.

Tezel y colaboradores analizaron muestras serolégicas de pacientes con glaucoma
primario de angulo abierto, glaucoma de tensiéon normal y glaucoma secundario a
pseudoexfoliaciéon, en busca de biomarcadores serolégicos. Mediante un analisis
mediante 2D-LC-MS/MS, identificaron 325 proteinas, de las cuales sdlo 22 estuvieron
presentes en las muestras de pacientes con glaucoma. Las proteinas identificadas
incluyeron mediadores inmunoldgicos y componentes de la sefializacion de muerte
celular, los autores las proponen como potenciales biomarcadores. Debido a la
evidencia del involucro del sistema inmunolégico en el desarrollo del dafo
glaucomatoso, también realizaron un analisis inmunoprotedmico serolégico de
pacientes con glaucoma con el objetivo de buscar anticuerpos contra antigenos
especificos e identificaron una lista de proteinas antigénicas como biomarcadores
candidatos. De estos candidatos se encuentran titulos elevados de forma significativa
de 3 proteinas, AIF, CREB-bindidng protein y ephrina. 2

Gonzdlez Iglesias y colaboradores realizaron un analisis protedmico serolégico
en pacientes con glaucoma primario de angulo abierto, glaucoma secundario a
pseudoexfoliacion y controles sanos, e identificaron 35 proteinas seroldgicas con
expresion diferencial en los pacientes con glaucoma. Los autores proponen a 17 de
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ellas como biomarcadores candidatos dentro de las que cabe sefalar la
apolipoproteina A-l, el complemento C3, y la serotransferrina.?’

Sin embargo estos estudios han sido realizados en pacientes bajo tratamiento
farmacolégico glaucomatoso, y es conocido que esto puedo modificar el patrén de
expresion proteica diferencial.

7. JUSTIFICACION

El glaucoma primario de angulo abierto es una de las principales causas de ceguera
irreversible en el mundo y tiene una prevalencia del 2 al 4 % en mayores de 40 afios.?®
30 El hecho de que la pérdida visual producida por esta enfermedad es irreversible hace
necesaria la blsqueda de métodos de deteccién precoz, asi como el desarrollo
biotecnolégico de nuevas alternativas de tratamiento. En los ultimos afos se han
volcado los esfuerzos para desarrollar estudios y tecnologia que apunten a este
propdsito.

La busqueda de biomarcadores para el diagndstico de glaucoma es un drea emergente
de oportunidad en investigacion. Con el avance hoy en dia de las técnicas de
protedmica como la espectrometria de masas y el desarrollo de la bioinformatica y
descripcién del proteoma humano, se estan identificando candidatos biomarcadores,
sin embargo se requiere de estudios adicionales, en diferentes grupos poblacionales,
gue incluyan pacientes sin tratamiento, en diferentes estadios de la enfermedad,
primordialmente en etapas tempranas, para identificar biomarcadores y validarlos en
una muestra poblacional grande.?*

La identificacion de las proteinas que intervienen en las diversas etapas de la
enfermedad en diferentes grupos poblacionales ayudard a comprender las bases
moleculares y la naturaleza de la patologia; de igual modo, estas proteinas
identificadas pueden utilizarse como biomarcadores de diagndstico o prondstico de la
enfermedad, y por otro lado hace posible la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos para un mejor disefio de farmacos.?*

La pérdida visual por glaucoma es irreversible, esto hace necesaria la busqueda de
métodos de deteccidon temprana cuando la enfermedad es asintomatica. El diagndstico
y tratamiento oportuno son fundamentales para cambiar la historia natural de la
enfermedad y reducir la progresién a estadios avanzados, por ello se le ha considerado
ceguera prevenible y en los ultimos afios se han volcado los esfuerzos para desarrollar
estudios y tecnologia que apunten a este propodsito. La utilizacion de biomarcadores

obtenidos por un método no invasivo podria ser una alternativa. Con el avance hoy en

dia de las técnicas de proteémica como la espectrometria de masas combinado con el
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empleo de métodos de fraccionamiento y separacidén de péptidos y proteinas ya se
han identificado potenciales candidatos biomarcadores para diagndstico de glaucoma,

sin embargo no se han realizado estudios clinicos en poblacién para validarlos.*3

8. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios experimentales recientes han logrado muchos avances en la compresion
de la neurodegeneracién glaucomatosa, sin embargo aun se desconocen los
mecanismos moleculares claves que inician y propagan la lesidon neuronal en las células
ganglionares de la retina, asi como la interaccidén entre las diferentes vias moleculares,
y la contribucién de cada una a la pérdida estructural y funcional.?*

Los métodos diagndsticos actuales en glaucoma tienen pobre sensibilidad vy
especificidad en etapas tempranas y estdn disefiados para detectar enfermedad
cuando ya estd presente un dafio anatdmico o funcional que es irreversible. Los
estudios de imagen estructurales tienen la limitante de ser dependientes de operador,
de requerir medios transparentes y no son confiables en variantes anatdmicas
normales de la disposicion y tamafio del disco éptico como ocurre en pacientes con
miopia o creciente escleral. Ademas, la disponibilidad de los equipos es limitada por
su alto costo y no estan accesibles en todos los centros médicos de salud en la
poblacion. Por otro lado, el campo visual tiene la limitante de depender del
desempeno y la cooperacién del paciente, es un estudio que requiere una curva de
aprendizaje y para ciertos grupos etarios puede ser dificil de realizar.'’

Aun con los conocimientos actuales sobre fisiopatologia y las moléculas clave
involucradas en el desarrollo de glaucoma, no se ha determinado la o las moléculas
capaces de funcionar como biomarcador. Hoy en dia el abordaje protedémico ha
abierto un nuevo horizonte para entender los mecanismos moleculares involucrados
en la patologia ocular y lograr este objetivo. Las proteinas CREB-binding, Factor de
induccidn apoptosis, ephrina, Apolipoproteina A1, Complemento C3 y Serotransferrina
se encontraron significativamente elevadas en pacientes con glaucoma, y cercanas a 0
en la mayoria de los pacientes sanos, por lo que pudieran ser candidatos para
validacién como biomarcadores. Se requiere de estudios adicionales, con muestras
poblacionales mayores, que incluyan pacientes en diferentes estadios de |la
enfermedad, primordialmente en etapas tempranas, y reproducidos en distintas
poblaciones para poder validarlos. 141>
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9. PREGUNTA DE INVESTIGACION
éExiste alguna proteina o grupo de proteinas que se expresen diferencialmente
en los pacientes con Glaucoma primario de angulo abierto y puedan ser
validadas para disefiar una prueba diagndstica temprana?

10. HIPOTESIS

El perfil de expresidon proteica seroldgico en pacientes mexicanos con glaucoma
primario de angulo abierto es diferente que los pacientes sanos de una poblacidn
mexicana abierta y puede ser utilizado para la identificacion de biomarcadores
diagndsticos.

11. OBJETIVO GENERAL

* Validar un grupo de péptidos serolégicos como biomarcadores para el
diagnostico de glaucoma primario de dngulo abierto

11.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Evaluar sensibilidad y especificidad del grupo de péptidos seleccionados en los
pacientes con GPAA

12.- METODOLOGIA

12.1.- Disefio del estudio: Prospectivo, transversal, descriptivo y analitico

12.2.- Descripcién del universo de trabajo: Pacientes mexicanos mayores de 40
aflos, con diagnodstico de glaucoma primario de angulo abierto, asi como
controles sanos sin glaucoma

12.3.- Criterios de inclusion:

a) Criterios de inclusion casos:
1. Pacientes mayores de 40 afios
2. Diagndstico de glaucoma primario de angulo abierto
a. Disco 6ptico con caracteristicas clinicas de dafio glaucomatoso en
ambos ojos
b. Dafio campimétrico caracteristico de glaucoma con la perimetria
automatica estandarizada en ambos ojos
c. Disminucidén de la capa de fibras nerviosas fuera de limites normales,
medida por tomografia dptica coherente en ambos ojos
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b) Criterios de inclusion controles:

1. Pacientes sin glaucoma

2. Mayores de 40 afios

3. Con la presion intraocular normal en al menos dos tomas con diferencia de
24 horas

4. Con el disco optico a la exploracién oftalmolégica de caracteristicas
normales

5. Con capa de fibras nerviosas normal en todos los sectores medidas por
tomografia de coherencia dptica.

6. Con campos visuales sin alteraciones con la perimetria automatica
estandarizada

7. Sin antecedentes familiares de glaucoma

12.4.- Criterios de eliminacioén

1. Pacientes que no asistan a los estudios del abordaje diagndstico.
Pacientes que no deseen participar en el estudio.

3. Pacientes que no firmen el consentimiento informado para la toma de
muestra de sangre.

4. Pacientes que se les detecte alguna enfermedad sistémica en el transcurso
de abordaje clinico

12.5.-Criterios de exclusién:

1. Tratamiento médico farmacoldgico con hipotensores oculares

2. Tratamiento médico oftalmoldgico o sistémico

3. Enfermedades sistémicas crénicas (Diabetes, Hipertensién arterial
sistémica, etc)
Cirugias oculares previas o tratamientos con laser

u

Alguna otra patologia ocular

12.6.- Tamaio de muestra:

500 pacientes poblacién abierta mexicana

12.7.- Metodologia y descripcién de procedimientos
Se cumplieron los lineamientos de la Declaracién de Helsinki, obteniendo

consentimiento informado de todos los casos y controles, tras explicar

apropiadamente las posibles complicaciones de la toma de muestra.
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Fases del estudio
a) Seleccion y estudio de los pacientes para realizar validaciéon de biomarcadores

Se seleccionaran 500 pacientes en poblacidn abierta mexicana con diagndstico, se les
invitard a participar en el estudio y se recolectardn sus muestras seroldgicas previo

consentimiento informado.

Los casos de glaucoma seran pareados en género y edad con pacientes sanos sin

glaucoma.

Se cumplirdan los lineamientos de la Declaracion de Helsinki, obteniendo
consentimiento informado de todos los casos y controles, tras explicar

apropiadamente las posibles complicaciones de la toma de muestras.
Se realizara una historia clinica y revisién oftalmolédgica completa.
1) HISTORIA CLINICA. Se realizara una historia clinica detallada

a) Ficha de identificacion: Se tomaran los datos de identificacion: Nombre, edad,
género, lugar de nacimiento y lugar de residencia

b) Anamnesis: Se realizard un interrogatorio dirigido y especifico para identificar
los factores de riesgo para glaucoma:

2) EXPLORACION OFTALMOLOGICA

a) Agudeza visual/ Capacidad visual: Se efectuara la medicion de la agudeza visual
de ambos ojos y se realizard refraccion  utilizando el autorrefracto-
qgueratometro.

b) Biomicroscopia. Exploracién del segmento anterior con la ldmpara de
hendidura con el fin de identificar cualquier signo de glaucoma secundario u
otra patologia ocular. Especificamente se buscaran datos de:
pseudoexfoliacion, pigmento, catarata, sinequias, inflamacién aguda o crénica,
recesion angular

c) Paquimietria corneal. Se medird el grosor corneal con paquimetro ultrasénico

d) Tonometria. Se tomara la presién intraocular con el tondmetro de aplanacion

de Goldmann.
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e) GONIOSCOPIA. Se realizara la evaluacién del angulo camerular para identificar

f)

todas las estructuras del sistema trabecular y determinar si se encuentra
abierto o cerrado. Se clasificara con el método de Shaffer.
Oftalmoscopia posterior. Se realizara la evaluacién del polo posterior bajo
dilatacion farmacolégica con un lente aéreo de 78 D y se identificaran las
caracteristicas de la retina, de la macula y de la papila o cabeza del nervio
Optico.

(1) VALORACION DE LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO. Se identificara las

siguientes caracteristicas especificas de la papila:

Tamano del disco

Excavacién: Relacion copa-disco

Asimetria de la excavacion del disco de 0.2 o mayor

Anillo neurorretiniano. Pérdida de la relacién normal de las
porciones de la papila.

Atrofia peripapilar

Capa de fibras nerviosas

Trayecto de los vasos

Hemorragias en astillas

Muescas en el anillo neurorretiniano

YV VYV

YVVYVYVY

3) PRUEBAS DIAGNOSTICAS:

4)

a)

Se les realizard una Tomografia de coherencia 6ptica de fibras nerviosas de
dominio espectral: Se medird el grosor en micras de la capa de fibras nerviosas
peripapilar, con el Spectralis- OCT (Tomografia éptica coherente) de Heidelberg

Engineering

PROCESO DE MUESTRA SEROLOGICA

Seleccionamos 8 péptidos para identificarlos y validarlos por medio de Western

Blot: CREB-binding, Factor de inducién de apoptosis, ephrina, Fraccion delta-r del

Receptor ionotropic de glutamato, Apolipoproteina A-1, Complemento C3,

Serotransferina, WD repeat-containing protein 31.

Las muestras seran procesadas en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica

a)

Preparacion de la muestra: Se tomard una muestra de sangre de 5 ml en tubos

de VACUTAINER, posteriormente se centrifugardn a 1000 RPM por 10 min a
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4°C. Se recupera el sobrenadante en alicuotas de 500 ul, y se almacenan a -
80°C, hasta su uso.

b) Electroforesis en gel de Acrilamida. Se realizard la separacion de las proteinas
en el extracto de acuerdo a su tamafio mediante electroforesis en gel de
acrilamida, bisacrilamida.

c) Transferencia electroforética a una membrana. Las proteinas seran transferidas
electroforéticamente a un soporte rigido o membrana donde quedan
inmovilizadas.

d) Hibridacidon del Anticuerpo. Se incubard con un anticuerpo primario dirigido
contra el epitopo especifico de la proteina diana. Posteriormente se adicionara
un anticuerpo secundario marcado que se unird de forma especifica al
anticuerpo primario.

e) Deteccion de bandas mediante el método de Quimioluminiscencia.

12.8.- Descripcion de las variables de estudio y sus escalas de medicion
Variables a medir

I. Variables del andlisis proteémico

Variable Definicion Tipo de | Escala de
variable medicidn
Proteinas en suero | Nombres de la proteina | Categdrica nominal
identificadas

Il. Variables Independientes Clinicas

Variable Definicién Tipo de | Escala de
variable medicion
Edad Afios Cumplidos de vida al | Cuantitativa Afios

momento de entrar al | continua

estudio
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Género Condicién  orgdnica que | Dicotémico Masculino
distingue al hombre de Ia Femenino
mujer

Lugar de | Estado y ciudad de | Categdrica nominal

Nacimiento nacimiento

Antecedentes Antecedentes de familiar | Dicotdmico Si

familiares de | directo con diagnéstico de No

glaucoma glaucoma

Capacidad Visual Agudeza visual con | Cuantitativa Log Mar
correccion 6ptica. Limite | continua
espacial de discriminacidn
visual

Refraccion Valor didptrico del punto | Cuantitativa Equivalente
remoto, expresado con | continua esférico
signo contrario Dioptrias

positivas o]
negativas

Presion intraocular | fuerza ejercida por el humor | Cuantitativa mmHg
acuoso y vitreo sobre la | continua
superficie del ojo

Paquimetria corneal | Grosor de la cornea central | Cuantitativa Micras

continua

Excavacion clinica | Excavacion de la papila: | Cuantitativa 0.1a1

de la papila Relacion copa disco vertical | continua

OCT de fibras | Grosor de la capa de fibras | Cuantitativa Micras

nerviosas nerviosas peripapilar por | continua
sectores

Grosor de la capa de células

ganglionares macular
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12.9.- Andlisis estadistico propuesto

1. Para comparar la media de las variables continuas dimensionales en los dos grupos
se utilizard la prueba de T-de Student para muestras independientes. Para las variables

qgue no cumplan los criterios de normalidad se realizard prueba de Mann-Whitney.

2. Para identificar las proteinas candidato para ser utilizadas como biomarcador se

realizard un analisis de componentes principales.

3. Se calculard la sensibilidad y especificidad de la prueba diagnéstica usando los
biomarcadores. Se construirdn curvas ROC (receiver operational characteristics),
graficando la sensibilidad y especificidad para cada biomarcador conseguida con

distintos puntos de corte de concentracion.

13. ASPECTOS ETICOS

En acuerdo a los principios que establecen las “Buenas Practicas Clinicas” (BCP), de
conformidad con los enunciados en la declaracién de Helsinki (ultima revisién en
2013), y de los lineamientos establecidos en la ley, donde debe prevalecer el bienestar
individual de los sujetos sometidos a estudio por sobre los intereses de la ciencia y la
comunidad, éste protocolo se llevara a cabo con la estricta consideracién de los
principios éticos y cientificos reconocidos y respeto por la integridad fisica y mental de
los pacientes involucrados; protegiendo la vida, la salud, la dignidad, el derecho a la
autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la informaciéon de las

personas que participan en investigacién.

En conformidad con los principios éticos para las investigaciones médicas, nos
aseguramos de resguardar la intimidad de los individuos y la confidencialidad de la
informacién recabada, permaneciendo anénima la informacién proporcionada por los

participantes en todo reporte relacionado a la investigacién.

De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley general de salud en materia de
investigacion en salud, se trata de una Investigacion con riesgo minimo. La obtencion

de los datos se realizd a través de procedimientos comunes de exploracién y de
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diagndstico rutinarios, como son la revisidn oftalmoldgica bajo lampara de hendidura,
toma de la presidn intraocular y revision de fondo de ojo bajo dilatacion farmacoldgica,
asi como la toma de una muestra de sangre. La toma de las muestras cumplié con
estrictas normas de higiene. El procesamiento y desecho de las mismas sera de

acuerdo a la normatividad actual.

A los pacientes que cumplian con los criterios de inclusidn se les invitd a participar en
el protocolo de investigacion y se haran de su conocimiento los objetivos,
procedimientos, riesgos y beneficios del estudio (Anexo 1). Aquellos que
proporcionaron su consentimiento informado de manera voluntaria fueron incluidos
(Anexo 2).

El proyecto fue evaluado por el comité de investigacién del INMEGEN el cual emitié su
respuesta por escrito el 19 de junio del 2014 (documento CEI2014/28), en donde se
menciona que no tienen ninguna observacién que pudiera impedir la aprobacion del

proyecto, otorgdndole financiamiento y quedando a consideracidon del dictamen del
comité de investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

El proyecto fue sometido a revision por el comité de investigacién del INR, quien
emitio su respuesta el 31 de Octubre del 2014 (documento INR/CI/241/14), en donde
se informa que el proyecto requiere modificaciones menores y se emiten algunas
recomendaciones sobre los criterios de inclusion de los participantes que seran
reclutados. Se obtuvo la aprobacién final por el comité de Etica e Investigacién del
Instituto Nacional de Rehabilitacién en enero del 2015.

Se establecid un convenio de Colaboracion con la Asociacion para Evitar la Ceguera en
México (APEC). El proyecto fue sometido a revisién y aprobado por el Comité de
Investigacion de la APEC en Septiembre del 2015.

14. INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE

a) Servicio de oftalmologia con el equipo necesario para poder llevar a cabo el estudio
clinico de los pacientes. Ademds contamos con equipos diagnéstico como la

tomografia dptica coherente de dominio espectral y los equipos de campos visuales.

b) Procesamiento de las muestras. El estudio protedmico de las muestras se realizard

en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica, que cuenta con las instalaciones,
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tecnologia y personal capacitado en espectrometria de masas necesarias para

realizarlo.

15. RESULTADOS PRELIMINARES -

Durante el periodo de Febrero y Marzo de 2018 finalizamos la recoleccién de muestras
seroldgicas 500 pacientes sanos. Con las muestras anteriores realizamos un estudio
piloto, procesadas mediante electroforesis de proteinas en geles de dos dimensiones.
Las imagenes de los geles fueron analizadas digitalmente y se detectaron 326 spots, de
los cuales 294 fueron similares entre casos y controles y 15 spots estaban
incrementados mds de dos veces en los casos de glaucoma en comparacién con los
controles, por lo tanto, concluimos que si existe un patron de expresion diferencial de
proteinas entre los casos y controles de glaucoma. Sin embargo, desconociamos que
proteinas se encontraban presentes en estos cumulos.

Se han procesado la mitad de las muestras recolectadas, se realizd espectrometria de
masas (Matrix-assisted laser desoption ionization time-of-flight tandem mass
spectrometry/4800 AB Sciex) y se identificaron todas las proteinas presentes en las
mismas, posteriormente mediante motores de busqueda (ProteinPilot, AB Sciex,
MASCOT) obtuvimos los nombres de la totalidad de las proteinas.

Como resultado, actualmente tenemos un listado de todas las proteinas expresadas de
pacientes, Estos datos requieren gran cantidad de andlisis. El siguiente paso del
estudio consiste en analizar los datos obtenidos. De todas las proteinas encontradas,
requerimos seleccionar las que tengan mayor probabilidad de funcionar como
biomarcador, las cuales serdn las que validaremos en la siguiente fase del estudio. Para
este analisis usaremos métodos estadisticos.

La siguiente fase del estudio consiste en validar alguna o algunas de las proteinas
identificadas como un biomarcador de la enfermedad en una poblaciéon mayor.

La media de edad para la totalidad de los pacientes fue de 59 afios (Minima 41,
maxima 79). El grupo de pacientes sanos presenté una media de edad de 54.67 afios,
el grupo de glaucoma 62.83 y el de sospecha 63.14. La excavacidon en décimos de la
cabeza del nervio éptico para ojos izquierdos tuvo una media de 0.40 en el grupo de
sanos, 0.76 en el grupo de glaucoma y 0.52 en el grupo de sospecha. La presion
intraocular de ojos derechos en el grupo sano tuvo una media de 14.3mmHg, con error
estandar de 1.096, en el grupo de glaucoma la media fue de 13.4 y en el grupo de
sospecha 15.0mmHg. En ojos izquierdos tuvo una media de 13.9 para el grupo sano, 14
para el grupo de glaucoma y 14.6 para el grupo de sospecha. El grosor medio de la
capa de fibras nerviosas para el grupo sano fue de 113.18 micras, para el grupo de
glaucoma fue de 80.73 y para el grupo de sospecha de 100.88 micras. El grosor medio
de la capa de fibras nerviosas fue diferente entre los grupos con una p de 0.000

El grosor promedio de la capa de células ganglionares fue diferente entre los grupos
con una p de 0.001. El drea de la copa fue diferente con una p de 0.032. La relacidn
copa/disco fue diferente con una p de 0.003. Las paquimetrias, el area de disco y la
presioén intraocular no fueron diferentes entre los grupos de manera estadisiticamente
significativo.
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16. DISCUSION

La busqueda de biomarcadores para el diagndstico de glaucoma es un area emergente
de oportunidad en investigacion. Con el avance hoy en dia de las técnicas de
protedmica como la espectrometria de masas y el desarrollo de la bioinformatica y

descripcidn del proteoma humano, se estan identificando candidatos biomarcadores.

Con este estudio podremos determinar cuales podrian ser los biomarcadores
significativamente mas sensibles y especificos para en un futuro poder realizar un
diagndstico oportuno en pacientes con glaucoma primario de angulo abierto. Por el
momento podemos concluir que la poblacién sana mexicana presente diferentes
caracteristicas en el nervio Optico comparado con aquellos pacientes que son
sospechosos de glaucoma o tienen glaucoma primario de éangulo abierto. Las
principales caracteristicas son cambios en el tamafio del nervio dptico al igual que
grosor de capas de fibras nerviosas que se midié por medio de la tomografia de

coherencia dptica del nervio éptico.

Hasta el momento podemos decir que las obtenciones de nuevos biomarcadores en
suero de pacientes en poblacidn mexicana sana nos podrian dar informacién adicional
acerca de un probable glaucoma primario de dngulo abierto en estadios iniciales y por

lo tanto realizar una intervencion mas oportuna en esta patologia.

En un futuro es probable que con la ayuda de nuevas tecnologias podriamos hacer
diagndésticos mucho mds tempranos del glaucoma primario de angulo abierto y no solo
eso, sino la posibilidad de disefiar nuevos tratamiento con base en los biomarcadores
que se expresen con mas frecuencia, se sugiere continuar con nuevas lineas de

investigacion para este propdsito.
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Anexo 1

INVITACION A PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

Busqueda de biomarcadores serolégicos protedmicos para el diagndstico de

Glaucoma Primario de Angulo Abierto

INTRODUCCION

Se le hace una cordial invitacidn para participar en el estudio sobre biomarcadores
para el diagndstico de Glaucoma.

El glaucoma es una enfermedad del nervio éptico que estd asociado a un aumento de
la presion intraocular. El nervio dptico lleva la informacién visual al cerebro, por lo
tanto el dafo de sus fibras puede disminuir la visién y sin tratamiento puede terminar
en ceguera. De hecho el glaucoma es la principal causa de ceguera irreversible en el
mundo.

Los factores de riesgo mds importantes para desarrollar la enfermedad son el aumento
de la presidn intraocular, la miopia, tener mas de 40 afios, el antecedente familiar de
glaucomay el uso de gotas que contengan cortisona.

El glaucoma es una enfermedad que generalmente no produce sintomas o molestias,
es decir es una enfermedad que permanece silenciosa hasta cuando se afecta la vision
de manera irreversible. Se ha reportado que el 50% de las personas con glaucoma no
lo sabe y cuando se llega al diagndstico es demasiado tarde.

La deteccidn sélo se puede realizar con la evaluacidon del fondo de ojo y exdmenes
especificos. Los exdmenes necesarios para confirmar el glaucoma son de dos tipos:
estudios funcionales y estudios estructurales. Los estudios funcionales sirven para
saber si se ha afectado la funcién visual, y se llaman campimetria o campo visual. Los
estudios estructurales sirven para saber si se ha dafiado el nervio dptico, y son
estudios de imagen como la tomografia de coherencia dptica.

Una vez que se realiza el diagndstico de glaucoma, el tratamiento consiste en bajar la

presion intraocular. Es una enfermedad que no se cura, pertenece al grupo de
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enfermedades que se denominan crénico degenerativas, y por lo tanto requiere un
control por el médico especialista de forma permanente; si esto se lleva a cabo de

manera adecuada disminuye el riesgo de pérdida de la visién de manera sustancial

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El objetivo del estudio es ampliar el conocimiento sobre la enfermedad, para poder
desarrollar en un futuro nuevas estrategias de diagndstico y tratamiento. En este
estudio se investigara el perfil de proteinas en suero de pacientes con glaucoma y se

comparara con el de personas sanas.

Se le ha seleccionado para participar porque cumple con las caracteristicas requeridas.
Para decidir si participa o no, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los
procedimientos, riesgos y beneficios con el fin tomar una decisidon informada. Este
formato le dard informacion detallada acerca del estudio de investigacion y un
miembro del equipo de investigadores lo discutirda con usted. Le informaremos de
todos los aspectos de esta investigaciéon incluyendo sus objetivos, los posibles
beneficios y riesgos que tendra si decide participar. Al final se le pedird que forme
parte del proyecto de manera voluntaria y de ser asi, firmara la carta de

consentimiento informado.

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este formato.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

1. Se obtendrd informacidon acerca de su historia clinica y se
realizard una revision oftalmoldgica completa que consiste en toma de
agudeza visual, refraccidn y examen bajo microscopio. La informacion
proporcionada por usted serd confidencial y le aseguramos se protegera
y permanecerd andénima.

2. Se le realizard toma de la presion intraocular, previa aplicacién

de gotas de anestesia.
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3. Se le aplicaran gotas para dilatar la pupila y poder realizar la
evaluacion del fondo de ojo completo

4, En una segunda visita se le realizardn las pruebas diagndsticas de
campos visuales y tomografia de nervio dptico.

5. Se le tomard una muestra de sangre de 5 ml (que equivale a una

cucharada grande) la cual serd utilizada Unicamente para este estudio

RESULTADOS DEL ESTUDIO
El resultado del estudio nos permitird ampliar el conocimiento de la enfermedad para

poder desarrollar nuevas estrategias de diagndstico y tratamiento.

RIESGOS E INCONVENIENTES

Este estudio de investigacidn es de riesgo minimo pues se le realizaran procedimientos
comunes que consisten en examenes fisicos y diagndsticos rutinarios en la exploracién
oftalmoldgica. Usted puede presentar efectos secundarios minimos por la aplicaciéon
de las gotas como pueden ser ardor, vision borrosa y molestia a la luz; sin embargo
estos efectos serdn sélo transitorios y no dejan ninguna secuela en el ojo. De presentar
algun efecto secundario o adverso se le dara atencion médica en el Instituto Nacional
de Rehabilitacion.

La toma de las muestras cumplira con estrictas normas de higiene que garanticen su
seguridad, y representa un riesgo minimo de acuerdo a la Ley General de Salud. El
procesamiento y desecho de las mismas serd de acuerdo a la normatividad actual.
BENEFICIOS PARA USTED

Este estudio le dard el beneficio de saber si usted tiene mayor riesgo de desarrollar
glaucoma o si ya tiene la enfermedad. Ademas conocerd su estado de salud ocular y

podra recibir recomendaciones de acuerdo a los hallazgos en su revision.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
No se cobrard ninguna tarifa por participar en el estudio, y no se le dard alguna

remuneracién econémica ni pago.
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De desarrollarse en el futuro algun producto tecnoldgico con los resultados de este

estudio, usted no recibird ninguna remuneraciéon econdmica.

DERECHO A RETIRAR SU CONSCENTIMIENTO

Usted es libre de decidir si participa o no en este estudio de investigacion. Si decide
participar, puede cambiar de opinidn y retirarse del estudio en el momento que lo
decida. Si decide no participar, o si se retira, no afectara su relacién con los médicos de
su hospital tratante, y la muestra de sangre que dono no sera procesada y se eliminara

segun los lineamientos del cuidado y desecho de material bioldgico.

CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL

Si usted tiene alguna pregunta o duda acerca de este estudio, puede contactar al
investigador responsable o principal o algin otro miembro del equipo de investigacidn.

Teléfono: 55 59 99 1000, ext 18175

Investigador Responsable:
Dra. Francisca Dominguez Duefias
Médico especialista en Oftalmologia,

Médico adscrito al servicio de oftalmologia del Instituto Nacional de Rehabilitacién.

Miembros del equipo de investigacidn especialistas en Oftalmologia.

Dra. Elizabeth Mundo Fernandez

Dra. Mariana Puerto Camara

Firma:
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Anexo 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
BUSQUEDA DE BIOMARCADORES SEROLOGICOS PROTEOMICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO

Yo, , he discutido el estudio

con la Dra. Francisca Dominguez Dueiias, y declaro lo siguiente:

l. He recibido informacion clara por escrito y entendido el propdsito de
este estudio con los potenciales riesgos y beneficios que conlleva participar en
él.

Il. Se han atendido todas mis dudas acerca de la participacién en el estudio.

Il Mi participacidon en este estudio es voluntaria y no recibiré remuneracion

alguna.
V. Entiendo que puedo retirarme de este estudio en cualquier momento
sin perder ninguno de los beneficios a los cuales normalmente tendria derecho
en el Instituto Nacional de Rehabilitacién si no fuera parte de ningln protocolo.

V. Se me ha entregado una copia de este formato de consentimiento.

Con este documento, doy mi libre consentimiento informado para participar en este
estudio.

Nombre completo del paciente:

Direccion:

Teléfono:

Firma:

Fecha:

TESTIGOS

Nombre completo:

Parentesco con el paciente:
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Teléfono:

Firma:

Firma Investigador Responsable:

Firma de un miembro del equipo de Investigacién:

Anexo 3

Productos Derivados de la Investigacién:

1.- Formacion de recursos humanos

Tesis de licenciatura

Tesis de maestria

Anexo 4

Fuente de financiamiento

Cuenta con financiamiento externo.

SiX

No

Tesis de especialidad

Tesis de doctorado
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Gasto de Inversion:

Descripcidn Primer afio Segundo afio
Equipo de laboratorio X

Adecuaciones

Software especializado

Gasto corriente:

Descripcidn Primer afio Segundo ano

Materiales de consumo
directo: animales de

experimentacion)

Operaciény

mantenimiento de equipo

Arrendamiento de

vehiculos y/o equipo

Consumibles de X
laboratorio y reactivos
Trabajo de campo X X

Apoyo a estudiantes
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