@OSPITAL
_— dela LUZ

FUNDACION HOSPITAL NUESTRA SENORA DE LA LUZ, IAP
DOCENCIA ESTIGACION

INSTITUCION DE ASISTENCIA, DOCENC CIAE INVESTIGAC

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

FUNDACION HOSPITAL NUESTRA SENORA DE LA LUZ L.A.P.

“COMPARACION DE NIVELES DE TGF-B1 Y TGF-2 EN SUERO Y HUMOR

ACUOSO EN PACIENTES DIABETICOS CON Y SIN EDEMA MACULAR.”

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE:

MEDICO ESPECIALISTA EN OFTALMOLOGIA

PRESENTA:

CLAUDIA ZEPEDA PALACIO

DIRECTOR DE TESIS:

DRA. ANGELES YAHEL HERNANDEZ VAZQUEZ
ASESORES

DRA. INGRID YAZMIN PITA ORTIZ

MAESTRA EN CIENCIAS ATZIN ROBLES CONTRERAS.

CIUDAD DE MEXICO, 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz con
apoyo del Departamento de Retina y Vitreo, el Departamento de Segmento Anterior
y el Laboratorio de Investigacidon Biomédica bajo la direccion de la Dra. Angeles
Yahel Hernandez y con la colaboracion de la Dra. Ingrid Yazmin Pita Ortiz y la

Maestra en Ciencias Atzin Robles Contreras.



"Donde haya un arbol que plantar, plantalo ti. Donde haya un error que enmendar,
enmiéndalo tu. Donde haya un esfuerzo que todos esquivan, hazlo tu. Sé tu el que

aparta la piedra del camino.” Gabriela Mistral



A mi Mama Claudia Palacio por ser mi mas grande fuente

de inspiracion con su temple, dedicacion y fortaleza.

A mi Papé Luis Fernando Zepeda por haberme ensefiado a

encontrar la felicidad en el amor y entrega a las demas personas.

A mi hermano Luis por compartir conmigo el camino.

A mis amigos y familia que llenan mi vida de amor y alegria.

A mis maestros por ensefiarme y regalarme lo mas preciado que

una persona puede dar que es un pedacito de si mismos.



Agradezco el apoyo y colaboracién de mis compafieros residentes y de los becarios
del departamento de Segmento Anterior y el departamento de Retina y Vitreo por

ayudarme con el proceso de reclutamiento y toma de muestras de humor acuoso.

Agradezco el apoyo y colaboracién de mi compariero y amigo Andric Christopher

Pérez Ortiz por su ayuda y asesoria.



INDICE

PRESENTACION

RESUMEN

ABSTRACT

MARCO TEORICO
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

JUSTIFICACION

PREGUNTA DE INVESTIGACION
HIPOTESIS

OBJETIVOS GENERALES

OBJETIVOS ESPECIFICOS

MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO
COLECCION DE MUESTRAS
CUANTIFICACION DE TGF-B1y -B2 POR ELISA
VARIABLES DEL ESTUDIO
TAMARO DE LA MUESTRA

PLAN ESTADISTICO

RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

11

13

16

16

17

18

18

18

19

19

22

23

24

24

25

27

27



Tabla 1. Descripcion de la muestra (n = 53). 27
DESCRIPCION DE LA MUESTRA ESTRATIFICADA POR EDEMA MACULAR DIABETICO 30

Tabla 2. Descripcion de la muestra estratificada por edema macular a,t,* (n = 53). 33

CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE TGF-B1 Y -2 EN PLASMA Y HUMOR ACUOSO,

ESTRATIFICADOS POR EDEMA MACULAR 34

Figura 1. Correlacion grafica entre la concentracion de TGF-B1 Y -B2 en plasma y humor acuoso

estraficado por edema macular. 34
Tabla 3. Correlacion entre la concentracion de TGF-B1 Y -2 en plasma y humor acuoso estraficado
por edema macular. 36
Tabla 4. Asociacién entre la concentracién en humor acuoso de TGF-B1-2 y parametros clinicos. 37

CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE TGFB 1 Y 2 EN SUERO Y HUMOR ACUOSO CON
RESPECTO AL GROSOR MACULAR CENTRAL. 38
Figura 2. Relacion lineal entre el grosor macular (um) y la expresion de TGF-B1Y -B2 en pacientes con

edema macular (n = 26) 39

Figura 3. Relacion lineal entre el grosor macular (um) y la expresion de TGF-B1Y -2 en pacientes con

edema macular estratificado por subtipos (n = 26) 40
DISCUSION 41
REFERENCIAS 45
ABREVIATURAS 49



PRESENTACION

Titulo

Comparacion de niveles de TGF-B1y TGF-B2 en suero y humor acuoso en pacientes

diabéticos con y sin edema macular.

Investigadores

Investigador responsable

Dra.Claudia Zepeda Palacio.

Director de Tesis

Dra. Angeles Y Hernandez Vazquez.

Médico Cirujano Oftalmoélogo, Especialista en Retina y Vitreo. Adscrito del
Departamento de Alta Especialidad en Retina y Vitreo. Fundacion Hospital Nuestra

Sefora de la Luz.

Asesores

MC Atzin Robles Contreras.
Maestra en Ciencias. Jefa del Area de Inmunoproteémica Ocular del Centro de

Investigacion Biomeédica. Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz.



Dra. Ingrid Yazmin Pita Ortiz
Médico Cirujano Oftalmologo, Especialista en Retina y Vitreo. Adjunto del
Departamento de Alta Especialidad en Retina y Vitreo. Fundacion Hospital Nuestra

Sefiora de la Luz.

Periodo de realizacion

Marzo del 2018 a Mayo del 2019

Correspondencia

Departamento de Retina y Vitreo.

Fundacién Hospital Nuestra Sefiora de la Luz I.A.P.

Ezequiel Montes 135 Colonia Tabacalera, Cuauhtémoc, Ciudad de México.



RESUMEN

Objetivo
Evaluar si existen diferencias significativas en los niveles de expresion de TGF-B1y
-B2 en plasma y humor acuoso (HA) de pacientes con retinopatia diabética no

proliferativa (RDNP) con y sin edema macular diabético (EMD).

Metodologia

Estudio de casos y controles. Se reclutaron pacientes diabéticos con diagndstico de
RDNP. Los casos fueron pacientes con reciente diagnostico de EMD en proceso de
iniciar tratamiento antiangiogénico. Los controles fueron pacientes sin EMD
sometidos a un procedimiento de facoemulsificacion por catarata senil. Posterior a
la firma del consentimiento informado, medimos para cada caso y control agudeza
visual con cartilla de ETDRS, realizamos una exploracion clinica con clasificacién
de LOCS lll y estadificacion de RDNP, tomografia de coherencia optica (OCT)
macular, hemoglobina glucosilada (HbAlc). Recolectamos aproximadamente 20 uL
de muestra de suero y humor acuoso. Se realizé la cuantificacion de la
concentracion de TGF-B1 y -B2 en ambos medios por ELISA. Para el analisis de
datos, realizamos una T de Student y regresiones lineales para ajustar nuestros
resultados con SAS V 9.4. Toda nuestra experimentacion y reclutamiento fue

aprobado por el comité de bioética del Hospital de la Luz I.A.P.



Resultados

La muestra fue de 53 pacientes, 27 en el grupo de casos y 26 en el grupo control.
No encontramos una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de
TGF-B1 Y -B2 en humor acuoso y sérico, lo que sugiere que el efecto generado por
estas citocinas en el humor acuoso de pacientes con EMD es un proceso local. Al
ajustar nuestros resultados mediante una regresion lineal multivariada, la
concentracion en humor acuoso de TGF-B1 es significativamente mayor en los
casos con respecto a los controles con una diferencia promedio de 434.6 (£151.6
DE) (p = 0.007). Los niveles de TGF-B2 en humor acuso tras el ajuste no fueron
significativos (p = 0.4240). A pesar de estos resultados, no encontramos una
relacion proporcional y significativa entre los niveles de expresion de TGF-B1 y el

grosor macular central.

Conclusiones

Nuestros hallazgos sugieren que los niveles de TGF-B1 se encuentran aumentados
en pacientes con retinopatia diabética no proliferativa y edema macular. La

capacidad predictiva de TGF-B1 amerita estudio posterior.

Palabras clave

Retinopatia diabética; Edema macular diabético; Transforming-growth factor -1 ¢ 2.
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ABSTRACT

Aim
To assess the relationship between TGF-B1 and -2 expression levels in plasma and

agueous humor (HA) of patients with non-proliferative diabetic retinopathy (NPDR)

with and without diabetic macular edema (DME).

Methods

This is a case-control study. We recruited diabetic patients with NPDR diagnosis.
Cases had a recent diagnosis of DME and were starting an antiangiogenic treatment.
Controls were patients without DME undergoing phacoemulsification for senile
cataracts. We measured for each eligible participant visual acuity, performed a
clinical exam, LOCS-IlIl and RDNP staging, macular OCT, HbAlc, and collected
approximately 20 uyL of serum and aqueous humor samples. We measured the
concentration of TGF-B1 and -B2 in both media by ELISA. For our statistical
approach, we performed a Student's T-test and linear regressions to adjust our
results with SAS V 9.4. Our IRB approved all our experimentation and recruitment

at Hospital de la Luz I.A.P.

Results

The total population was 53 patients, 27 cases and 26 controls. We failed to detect

a statistically significant correlation between the levels of TGF-B1 and -B2 in humor
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agueous and serum, which suggests that the effect generated by these cytokines in
the aqueous humor of patients with DME is a localized process. The aqueous humor
concentration of TGF-B1 is significantly higher in DME cases compared to controls
(Mean difference: 434.6 + 151.6 SD) (p = 0.007). TGF-B2 levels in aqueous humor
after statistical adjustment were not significant (p = 0.4240). Despite these results,
we did not find a proportional and meaningful relationship between the expression

levels of TGF-B1 and central macular thickness.

Conclusions

Our findings suggest that aqueous humor TGF-B1 expression levels are elevated in
patients with nonproliferative diabetic retinopathy and macular edema. The

predictive capacity of TGF-B1 warrants further study.

Keywords

Non-proliferative diabetic retinopathy; diabetic macular edema; Transforming-

growth factor -f1 s 2.
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MARCO TEORICO

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad altamente prevalente en la poblacion
adulta de México. Aproximadamente 9.2% de la poblacion es afectada por algin
fenotipo.! Entre las complicaciones de la diabetes mellitus 2, las mas frecuentes e
importantes en calidad de vida y atencion en salud son las microvasculares, entre
ellas las oftalmoldgicas.?® 47.6% de la poblacion diabética en México reporta
disminucién en la agudeza visual, con diagndstico de retinopatia diabética en 13.9%

y en un 6.6% pérdida significativa de la vision.*

El edema macular diabético (EMD) es la principal causa de baja visual en pacientes
con retinopatia diabética, presente en 7.4% de los casos.* La incidencia a 4 afios
en pacientes diabéticos latinos es alrededor de 5.4% para edema macular diabético
no significativo y 34.0% en edema macular diabético significativo®, aumenta en
funcién del control metabdlico (especialmente glucemia),® tiempo de evolucién y
estadio clinico.” Los factores de riesgo mayormente asociados al edema macular
son tiempo de evolucion, hiperglicemia cronica y la asociacion con hipertension

arterial e hiperlipidemia.®

La hiperglicemia es el pilar de la fisiopatologia al inducir dafio por 4 vias
metabdlicas: 1) la via de los polioles, 2) la generacion de productos de glucosilacion
avanzada, 3) la via mediada por proteina cinasa C, y 4) por la via de la hexosamina.
El aumento en actividad de alguna de éstas vias metabdlicas genera estrés

oxidativo, inflamacion y difusion vascular con una regulacion a la alta de factores de
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crecimiento y citocinas que condicionan dafo en la barrera hematorretiniana (BHR)
y el subsecuente edema macular.8%1911 De igual manera, se generan cambios en
la matriz extracelular y en la red vascular que aumenta la rigidez de éstos tejidos e
incrementa aun mas el estrés oxidativo, promoviendo apoptosis de pericitos y

edema macular.1?

Los pericitos son células de musculo liso modificadas con propiedades contractiles
ubicadas en la periferia de la membrana basal vascular. Dado que regulan flujo
capilar retiniano, cualquier dafio celular produce extravasaciéon y edema.’ '3 En
pacientes con retinopatia diabética se ha descrito que la disminucién de la poblacion
celular de pericitos correlaciona con la pérdida de la integridad de la barrera
hematorretiniana interna.'* Aiin mas, en modelos murinos, el fenotipo de retinopatia
diabética con edema macular es reproducible a partir de la pérdida de al menos

50% de ésta poblacion celular.t®

La patogénesis de la muerte celular de pericitos es compleja y esta mediada por
multiples vias fisiopatoldgicas, sin embargo se ha demostrado que varias citocinas
in vitro e in vivo favorecen su desarrollo. El factor transformador de crecimiento beta
(TGF-B, TGF-B) es una citocina secretada por macréfagos, especialmente en
condiciones de hiperglucemia, que promueve la sintesis de proteinas pro-
apoptoéticas como BIGH3.6 El efecto neto es el dafio a la BHR al incrementar su
permeabilidad y condicionar apoptosis de pericitos. La viabilidad celular en este
medio es dosis dependiente.® Betts-Obregon y colaboradores demostr6 en cultivos
celulares de pericitos humanos que el aumento de expresion de TGF-B1 genera

apoptosis de los mismos. Ademas, correlaciona con una regulacion a la alta del gen
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TGFBI, que codifica para la proteina inducida por TGF-[3, de la clona humana gen 2
(BIG3). Esta proteina induce la muerte celular y con ello depleta aun mas la
poblacién celular de pericitos.'” En cultivos celulares de pericitos de monos Rhesus,
TGF-B favorece en apoptosis de pericitos y expresion de BIGH3. Ademas, hay un
incremento lineal de la apoptosis al aumentar la expresion de BIGH3 en el medio.
Estos efectos pueden ser disminuidos con anticuerpos monoclonales dirigidos a
estas proteinas.'® Por lo anterior, TGF-B es una citocina con un potencial gran
impacto e implicacion importante dentro de la fisiopatologia de la retinopatia

diabética.

El edema macular es mediado principalmente por una pérdida de la BHR con fuga
de plasma y lipidos al area macular, condicionando un aumento del grosor de la
misma con la consecuente baja visual.® Para su estadificacion el Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) clasifico el edema macular como clinicamente

significativo con alguna de las siguientes condiciones:

1. Engrosamiento dentro de las 500 micras centrales de la macula.

2. Exudados duros dentro de las 500 micras centrales de la macula asociado a
aumento del grosor de la retina adyacente.

3. Aumento del grosor de la retina de al menos 1 diametro de disco a una

distancia menor de 1 didmetro de disco del centro de la macula.t®

Posteriormente, la clasificacion internacional simplificada de edema macular
diabético clasifico el edema macular en: leve cuando hay edema o lipidos en el polo

posterior pero estan distantes al centro de la macula; moderado cuando el edema o
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lipidos estan cercanos al centro de la macula pero no lo involucran; y severo cuando
hay edema o lipidos involucrando el centro macular.?° El diagnéstico de edema
macular diabético es clinico. Métodos adicionales como la tomografia de coherencia
Optica son de gran ayuda para la valoracion del grosor macular central
(especialmente para el seguimiento y valoracion de la respuesta a tratamiento)?! y

la fluorangiografia para valorar los sitios de fuga en edema macular focal.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El edema macular diabético es la primera causa de baja visual en pacientes con
retinopatia diabética. Aunque la fisiopatologia del edema macular es compleja, hay
reportes de citocinas que aumentan la apoptosis de pericitos y con ello promueven
su desarrollo. Actualmente solo hay evidencias de éstos efectos in vitro. TGF-3 es
una citocina significativamente asociada con la muerte celular de pericitos; sin
embargo no existe ningun estudio que analice éstos efectos in vivo. Por tanto
realizamos un estudio transversal para examinar si existen diferencias significativas
en los niveles séricos y en humor acuoso de TGF- entre pacientes diabéticos con

y sin edema macular.

JUSTIFICACION

El edema macular diabético (EMD) es la primera causa de baja visual en pacientes

con retinopatia diabética y su fisiopatologia va ligada con la pérdida de la integridad
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de la barrera hematorretiniana (BHR). Dentro de la cadena fisiopatoldgica de la
retinopatia diabética, la pérdida de los pericitos vasculares correlaciona con
alteraciones de la BHR. Actualmente hay evidencia in vitro de que TGF-3 es una
citocina altamente asociada en este proceso pero no hay evidencias in vivo.1% 20. 21
Por tanto es necesario el estudio sistematico en pacientes con retinopatia diabética
y edema macular para caracterizar el rol clinico de esta citocina. Los resultados
preliminares de este proyecto podrian ser incentivar a la investigacion farmacéutica
como blanco terapéutico para mejorar el prondstico visual en casos de retinopatia

diabética con EMD.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

En pacientes con retinopatia diabética no proliferativa, ¢ Existe una correlacion entre
los niveles de TGF-B1, -B2 en suero y humor acuoso entre casos y controles de

edema macular diabético?

Desglose

Poblacion: Pacientes con retinopatia diabética no proliferativa.
Exposicion: Diagnoéstico clinico de edema macular diabético.
Comparacion: Casos sin edema macular.

Outcome/desenlace: Expresion en plasma y humor acuoso de TGF-B1, -

B2.
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HIPOTESIS

1. El edema macular diabético esta asociado con niveles séricos y en humor
acuoso elevados de TGF-B1y -B2.
2. Existe una correlacion positiva entre el grosor macular y los niveles séricos y

en humor acuoso de TGF-1y -p2.

OBJETIVOS GENERALES

1. Comparar los niveles de TGF-B1 y TGF-p2 en sangre y humor acuoso de
pacientes diabéticos con retinopatia diabética no proliferativa, con y sin
edema macular.

2. Correlacionar el grosor macular central con los niveles séricos y en humor

acuoso de TGF-B1ly TGF-B2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Contrastar los niveles de TGF-B1 y TGF-2 en plasma de pacientes
diabéticos con retinopatia diabética no proliferativa, sin y con edema macular.

2. Analizar si existen diferencias significativas en los niveles de TGF-B1y TGF-
B2 en plasma y humor acuoso de pacientes diabéticos con retinopatia
diabética no proliferativa, sin y con edema macular.

3. Establecer si existe una correlacién entre el grosor macular central y los

niveles de TGF-B1 y TGF-p2 en sangre y humor acuoso.

18



MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Realizamos un estudio transversal en pacientes de la Fundacién Hospital Nuestra
Sefiora de la Luz LLA.P. reclutados entre Abril/l2018 a Mayo/2019. Todos los
candidatos al estudio aceptaron participar tras firmar un consentimiento informado.
Todos nuestros procedimientos se realizaron de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki y éste protocolo fue sometido a aprobacion por el Comité de Etica del

hospital sede. Nuestros criterios de inclusion se detallan a continuacion:

Grupo A: Casos diagnosticados con retinopatia diabética no proliferativa con

edema macular

Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afios.

e Diagndéstico de diabetes mellitus 2 soportado por las guias de la ADA.

e Retinopatia diabética no proliferativa estadificada clinicamente de acuerdo a
las guias del ETDRS modificado.

e Edema macular diabético clinico y demostrado con tomografia de coherencia

Optica.

Criterios de no inclusion

e Retinopatia diabética proliferativa.

e Pacientes con diagnostico de enfermedades inflamatorias sistémicas.

19



e Pacientes que hayan recibido previamente un tratamiento con intravitreos o
cirugia de retina.

e Diabetes Mellitus tipo 1.

e Menores de 18 afios.

e Rechazo al consentimiento informado.

Criterios de eliminacion

e Muestras séricas o de humor acuoso sin calidad/cantidad necesaria para el
analisis bioquimico.
e Estudios que demuestren alteraciones anatdmicas congruentes con otra

patologia.

Descripcién operativa:

Reclutamos pacientes programados para aplicacion de antiangiogénico por edema
macular diabético primera dosis quienes recibieron informacion sobre el protocolo y
fueron invitados a participar. Aquellos que aceptaron, firmaron el formato de
consentimiento informado previa explicacion del proyecto y autorizaron la toma de
muestras. Se realiz6 captura de OCT macular previo a toma de muestra. Para la
muestra de humor acuoso se realiz6 una paracentesis de cAmara anterior previa a
la aplicacién del antiangiogénico y se tomé una muestra de sangre venosa
periférica. Se realizaron determinaciones seéricas de glucosa, HbAlc, TGF-B1y -f2

en el centro de investigacion biomeédica del hospital sede. Las determinaciones
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bioquimicas se realizaron conforme a protocolos estandarizados y se detallan mas

adelante.

Grupo B: Casos diagnosticados con retinopatia diabética no proliferativa sin

evidencia de edema macular

Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afios.

e Diagnostico de diabetes mellitus 2 soportado por las guias de la ADA.

e Retinopatia diabética no proliferativa estadificada clinicamente de acuerdo a
las guias del ETDRS modificado.

e Sin evidencia clinica de edema macular diabético y demostrado con
tomografia de coherencia Optica.

e Sin enfermedades inflamatorias sistémicas.

e Candidatos a facoemulsificacion por catarata.

Criterios de no inclusién: Mismos que el grupo A.

Criterios de exclusion: Mismos que el grupo A.

Criterios de eliminacion: Mismos que el grupo A.

Descripcién operativa:

Reclutamos pacientes del Departamento de Segmento Anterior programados para

cirugia de catarata, con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2 sin evidencia de
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edema macular. Recibieron informacion sobre el protocolo y fueron invitados a
participar. Aquellos que aceptaron, firmaron el formato de consentimiento
informado, dando informacion y recibiendo autorizacion para la toma de muestra.
Se realiz6é toma de imagenes de tomografia de coherencia Optica macular previo a
toma de muestras. La toma de muestra de humor acuoso se realizo previo al tiempo
quirurgico posterior a la realizacion del puerto principal y se tom6 una muestra de
sangre venosa periférica previo al procedimiento quirdrgico. Se realizaron
determinaciones séricas de glucosa, HbAlc, TGF-1 y -B2 en el centro de
investigacion biomédica del hospital sede. Las determinaciones bioquimicas se

realizaron conforme a protocolos estandarizados y se detallan mas adelante.

COLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de humor acuoso fueron tomadas en ambos grupos utilizando una
canula de 27 gauges en una jeringa de insulina, tratando de tomar un volumen de
50 pL. Las muestras se congelaron posteriormente a -80°C hasta el momento de
su procesamiento. Las muestras de sangre periférica se procesaron en un periodo
de 24 horas para las determinaciones de hemoglobina glicosilada. Las muestras
para determinacion sérica de TGFB1 y 2 se centrifugaron el dia de la toma y se
mantuvieron a 4°C hasta el momento de su procesamiento. Para el procesamiento
de las muestras, se descongelaron a temperatura ambiente y posteriormente se

procedié a su procesamiento.
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CUANTIFICACION DE TGF-B1y -B2 POR ELISA

Activacion de las muestras. Las muestras se activaron previo al ELISA, colocando
40uL de muestra y adicionando 20uL de HCI 1N. Se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se neutralizaron adicionando 20pL de NaOH
1.2N y HEPES 0.5M. Posteriormente se realizo la dilucién de la muestra 1:20 con
el calibrador RD5-53 (diluido 1:4).

Posteriormente se adicionaron 50uL del diluyente RD1-73 a cada pozo, se agrego
el estdndar o la muestra activada (50uL) y se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavo la placa 3 veces con
400pL de buffer de lavado. A continuacion se adiciono el conjugado de TGFB1 o
TGFB2 segun el caso a cada pozo y se incubd nuevamente por 2 horas a
temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion se lavé nuevamente y se agregaron
100puL de solucién sustrato; se procedié a un tiempo de incubacion por 30 minutos
a temperatura ambiente, protegido de la luz; transcurrido este tiempo se agregaron
100puL de la solucion de paro y se procedi6 a la lectura de la placa a una longitud
de onda de 450nm en un lector de ELISA (Biotek). Finalmente, se calculd la
concentracion usando una curva tipo, realizando una regresion lineal del estandar
de la citocina recombinante y tomando en cuenta las diluciones correspondientes

(factor de dilucion = 20).
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Dependiente:

Niveles séricos y en humor acuoso de TGF(-1 y -2 [Continua]

Independientes:

Fenotipo de edema macular [Binario, Si/No]: principal interés
Edad [Continua]

Sexo [Binario, Si/No]

Hipertension [Binario, Si/No]

Estadio de retinopatia diabética [Categorica]

Grosor macular central [Continua]

Niveles séricos de glucosa [Continua]

Niveles séricos hemoglobina A1C (HbAlc) [Continua]

TAMANO DE LA MUESTRA

Dado que los reportes actuales no proporcionan medias o desviaciones estandar
con las cuales estimar el tamafio de muestra necesario, realizamos un muestreo por

conveniencia donde se invitd a participar a todos los pacientes que cumplieran con
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los criterios de inclusion obteniendo el nUmero de pacientes reportados en nuestra

muestra.

PLAN ESTADISTICO

Se registraron todas las variables (dependientes e independientes) en una base
estandar para su andlisis. Se describié la muestra completa con medias, y
porcentajes para variables continuas y proporciones para categoricas (Tabla 1).
Verificamos la normalidad de los datos graficamente (con histogramas) y con
analisis univariados (Skewness, Kurtosis). En funcion de la normalidad, los datos
gue significativamente tuvieron una distribucion no normal fueron transformados con
el método que mejor acomodo (sea logaritmico, exponencial, inverso, etc.).
Después con T de Student probamos si existe alguna diferencia significativa entre
los niveles de TGF-B1Y -B2 en sangre y humor acuoso de pacientes diabéticos con
retinopatia diabética no proliferativa, sin y con edema macular. (Tabla 2) De igual
forma con la prueba de Pearson buscamos la correlacidén entre la concentracion en
humor acuoso de TGF-B1 Y -B2 y plasma para evaluar la independencia de los
valores sistémicos (niveles séricos) del local (humor acuoso) (Tabla 3 y Figura 1).
Adicionalmente, ajustamos nuestras asociaciones con modelos de regresion lineal
multivariada tomando en cuenta factores confusores importantes para este caso
(Tabla 4). Todos los modelos siguieron la forma de: TGF-$1Y -f2 ~ Covariable 1 + ...
+ ¢; donde los niveles de TGF-B 1y 2 son funcion del diagnostico de edema macular
y ajustadas por variables con significancia clinica o confusoras. Todos nuestros
modelos propuestos siguieron las convenciones estadisticas para regresiones
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lineales. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en SAS v.94

(comprobado en R v.3.3.2) y los gréaficos en Prism v.7.
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RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Reclutamos a 53 pacientes con retinopatia diabética no proliferativa (RDNP), 27
controles y 26 casos con edema macular diabético (EMD) (Tabla 1). En la poblacién
total (n = 53), la edad promedio fue de 63.2 afios (+ 15.4 DE) y el 58.5% de la
poblacién fueron mujeres, con igual proporcidn entre casos y controles (Tabla 2). El
100% de nuestra muestra fueron pacientes con diabetes mellitus tipo 2,
diagnosticados en promedio 13 afios (+ 7.3 DE) atras. Valoramos el control
glucémico midiendo niveles de hemoglobina A1C, encontrando niveles promedio de

7.7% (+ 1.6 DE) (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de la muestra (n = 53).

Caracteristicas N (%) * 1

Demograficas

Edad (Afios), X £ s 63.2+15.4
Sexo
Mujeres 31 (58.5)
Hombres 22 (41.5)

Comorbilidades clinicas

Diabetes mellitus tipo I 53 (100.0)
Evolucion clinica (Afios), X + s 13.0+£7.3
Uso de insulina 15 (28.3)
Uso de metformina 42 (79.3)
HbAlc (%), X + s 7.7+16
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Hipertension esencial
Evolucion clinica (Afios), X £ s

Uso de antihipertensivos orales

Comorbilidades oculares

Severidad de la RDNP
Ojo derecho
Temprana
Moderada

Severa

Ojo izquierdo
Temprana
Moderada
Severa

Catarata

Ojo derecho LOCS, X s
Color nuclear
Opalescencia nuclear
Cortical

Subcapsular posterior

Ojo izquierdo LOCS, Xt s
Color nuclear
Opalescencia nuclear
Cortical

Subcapsular posterior

Hallazgos del OCT

Ojo derecho

28

10.0+6.4

26 (49.1)

20 (37.7)
17 (32.1)

16 (30.2)

21 (39.6)
17 (32.1)

15 (28.3)

23=%1.0
23+1.0
16+1.0

14+12



Fondo normal 29 (57.8)

Cambios espongiformes 9(17.3)
Cambios quisticos 13 (25.0)
Exudados/Drusas 1(1.9)

Ojo izquierdo

Fondo normal 33 (62.3)
Cambios espongiformes 8 (15.1)
Cambios quisticos 10 (18.9)
Exudados/Drusas 2(3.8)

Grosor macular por OCT (um), X+ s

Ambos ojos 309.4 +108.1
Ojo derecho 320.9 +98.7
Ojo izquierdo 298.0+116.6

Variable dependientes del estudio

Edema macular 26 (46.1)

TGF-B1 (pg/mL), X + s

Plasma 43180.4 +12950.6
Humor acuoso 4181.0 £ 444.7
Humor:Plasma (%) 124+ 134

TGF-B2 (pg/mL), X + s

Plasma 845.2 £+ 141.5
Humor acuoso 1462.4 + 171.8
Humor:Plasma (%) 178.1 +38.8

Notas al pie de tabla (Tabla 1):

* Es posible que los niumeros no sumen los totales debido a datos faltantes y que los

porcentajes de las columnas no se sumen al 100% debido al redondeo.

1: Datos imputados mediante bagging of regression trees.
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RDNP: Retinopatia diabética no proliferativa; TGF: Transforming growth factor, HbAlc:
Hemoglobina Alc, OCT: Optical coherence tomography; Humor:Plasma (%): Razén de la

concentracién de TGF en humor acuoso a su concentracion en plasma.

Cuantificamos la expresion de TGF-B1y -B2 en nuestra muestra; en 6 casos (23.1%)
y en 7 controles (25.9%) no fue posible realizar el ensayo. Por tanto, para no perder
poder estadistico imputamos los datos faltantes usando bagging tree-regressions.
Los datos imputados conservaron su misma distribucion. En la muestra total (n =
53), la concentracion promedio de TGF-B1 en plasma fue de 44245.6 pg/mL (+
14794.5 DE) y en humor acuso de 4190.6 (+513.1 DE) (Tabla 1). La concentracién
promedio de TGF-B2 en plasma fue de 853.8 (+ 162.5 DE) y en humor acuso de
1461.6 (x 200.9 DE) (Tabla 1). La descripcién completa de la muestra se encuentra

en la Tabla 1.

DESCRIPCION DE LA MUESTRA ESTRATIFICADA POR EDEMA

MACULAR DIABETICO

Para evaluar las variables significativamente asociadas con el estado de caso o
control y susceptibles a ajustarse en los andlisis multivariados, estratificamos la
Tabla 1 por edema macular (Si vs. No, Tabla 2). La concentracion en humor acuoso
de TGF-B1 fue significativamente mayor en los casos, en promedio los pacientes
con edema macular exceden con 582.0 pg/mL (+ 425.5 DE) a los controles (p <
0.001). En plasma, los controles tienen una mayor expresion de TGF-B1 en
promedio de 10292.0 pg/mL (x12027.2 DE) (p = 0.0258) (Tabla 2). De igual manera,
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la concentracion en humor acuoso de TGF-32 fue significativamente mayor en los
casos con respecto a los controles con una diferencia promedio de 149.6 pg/mL
(+188.6 DE) (p = 0.0180) (Tabla 2). No encontramos diferencias significativas entre

la concentracion de TGF-B2 en plasma de casos y controles. (Tabla 2)
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Tabla 2. Descripeitn oe la muesira estratificads por edema maculas "™ (o= 53)

Edama macular

Caracteristicas Si (M = 26) Mo (M =327  Dil. media + DE P*
]

TGF-B, (pg/mL), X+

Flasimsa 392850+ 12066 &5931.E+ 119050 -TH466+ 124828 0.0302
HUiTior SCussn 44054 =+ 46085 39640 2 2010 440.5 + 3389 0.0002
Humor:Plasma (%) 16.0 2 18.44 go+28 67 +13.0 0.0674

TGF-B, (pg/mL), X+

Plasma BES0+ 1271 BI6.2+ 1541 3BT+ 1415 0.3230
HUMOE BCLoS0 15164 £ 1719 14084 2 1564 1101 2 164.2 0.0182
Humor Plasma (%) 17T £ 35.7 1765+ 42 3 32+302 07713

Demograficas

Edad (Afos), X £ 5 52 +8.8 613+ 198 3.0+ 1544 03618

Sexn 0.XE3

Mujeres 13 {50.0) 1B (G6.T)
Hosmibres 13 {50.0) 9{33.3)

Comorbddades dlinicas

Diabetes melktus spo || 26 (100.0) 27 (100.0}

Evolucion clinica (A%0a), 1« 2 35 151 £6.1 11.0£B.0 41271 0.0422

Lo de insulina

P - E (30.8) T{25.9) 0.6956

i ﬁ’::'t"': 21 {80.8) 21 (T7.B) 0.7864

TT+13 77218 Dox16 0.3850

Hiperiersion esencial B1+56 108+ 7.0

Evolacion chision (AAcE), R £ 3 11 {42.3) 15 (55.6) -2B%6.3 0.1116

Uso de antiniperiensivos orabes 0.3348

Crosod macular por OCT

(ML Xss
Ambos ojos
Ojo deracho 3586 £ 1353 2621+ 208 96.5 = 97.1 <0.0001
Ojo zquierdo 37T 21007 2662 ¢ 36.9 1115+ B1.8 <0.0001

3395 + 156.0 258.0 ¢ 20.2 B1.5+ 110.2 0.0138
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LComorbddades gculares
sevendad de la RDMP

Ojx derecha <0.0001
Temprana 1{(3.9) 20 (T4.1)
Moderada 10 {38.5) T (3549
Sawars 15 [57.7) O [0.D)
Oj lzquseada <0.0001
Temprana 1({3.9) 20 (T4.1)
Moderada 10 {38.5) 7359
Banyara 15 (57.7) 0 (0.0)
Catarata
O derecho LOCS, 2425
Color nuclear 18+08 Z2E=08 -1.0x 08 0.0001
Opalescencis nuclear 18+008 27208 -0B8+08 0.0003
Cortical 14+08 1Ex11 =0ud 1.0 02133
Subcapsular pasberiar 1.0+08 1.E21.3 -0.E 1.1 0.008%

o lzguierdo LOCS, X 28

Color nuclear 18+ 08 27208 -0E+08 0.0009
Opakescencia nuckear 19408 26208 -0E+0.8 0.0025
Cortical 15+ 1.1 18211 0411 0.2053
Subcapsular pasterior 11+ 08 21213 A0x11 0.0018

Hallezgos de| QUT

Djo derecho

Fando nodmal 2 (8.0) 77 (100.0) <0.0001
Cambios espongiiomes B (36.0) 0 (0.0)
Cambios quisticos 13 (52.0) 0 (0.0)
Exudados/Drusas 1 (4.0) 0 [0.0)
Do zguserdo
Fando nodmal B(23.1) 77 (100.0) <0.0001
Cambios espongiommes B {30.8) 0 (0.0)
Cambios quisticos 10 (38.5) 0 (0.0)
Exudados/Drusas 2(7T) 0 (0.0)

Notas al pie de tabla (Tabla 2):

* Es posible que los nimeros no sumen los totales debido a datos faltantes y que los

porcentajes de las columnas no se sumen al 100% debido al redondeo.
T: Datos imputados mediante bagging of regression trees.

a Los valores de la tabla son medias + desviacion estandar para las variables continuas y n

(% de columna) para las variables categoricas.
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b Dif. media: diferencia media + desviacién estandar.

¢ El valor P es para una prueba T de Student (variables continuas) o una prueba de Chi

cuadrada (variables categoricas).

RDNP: Retinopatia diabética no proliferativa; TGF: Transforming growth factor, HbAlc:
Hemoglobina Alc, OCT: Optical coherence tomography; Humor:Plasma (%): Razén de la

concentracion de TGF en humor acuoso a su concentracion en plasma.

En promedio los pacientes con edema macular tuvieron un tiempo de evolucion
mayor de diabetes mellitus respecto a los pacientes sin edema macular, 4.1 afios
(7.1 DE) (p = 0.0422). No encontramos diferencias estadisticamente significativas

en el resto de las variables estudiadas (Tabla 2).

CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE TGF-B1 Y -B2 EN PLASMA

Y HUMOR ACUOSO, ESTRATIFICADOS POR EDEMA MACULAR

Estudiamos la relacion lineal entre los niveles de TGF-B1 Y -B2 en humor acuoso y
sérico para correlacionar el estado inflamatorio sistémico con la patologia ocular.
No encontramos una correlacion estadisticamente significativa entre ambas
variables, lo que sugiere que el efecto generado por estas citocinas en el humor

acuoso es un proceso local (Figura 1y Tabla 3).
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Figura 1. Correlacion grafica entre la concentracién de TGF-B1 Y -B2 en plasma

y humor acuoso estraficado por edema macular.
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Tabla 3. Correlacion entre la concentracion de TGF-B1 Y -B2 en plasma y humor

acuoso estratificado por edema macular.

Citocina p (95%Cl) P
TGF-B1
Edema macular —0.33 (-0.63, 0.06) 0.0972
Control 0.01 (-0.37, 0.39) 0.9443
TGF-B2
Edema macular —0.00 (-0.38, 0.38) 0.9949
Control —-0.28 (-0.11, -0.60) 0.1519

Notas al pie de tabla (Tabla 3):

p (95%Cl): Coeficiente de correlacién de Pearson y su significancia estadistica (P)

Al ajustar nuestros resultados mostrados en la Tabla 2 mediante una regresion lineal
multivariada, la concentracion en humor acuoso de TGF-B1 continda siendo
significativamente mayor en los casos con respecto a los controles con una
diferencia promedio de 434.6 (x151.6 DE) (p = 0.007). Los niveles de TGF-32 en
humor acuso tras considerar las variables listadas en la Tabla 4 pierden significancia

(p = 0.4240).
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Tabla 4. Asociacion entre la concentracion en humor acuoso de TGF-Bi2 y

parametros clinicos.

Bivariado Ajustado*

Regresor B (SE) p B (SE) p

TGF-B1 Humor 1@ ~ 4181.03 (61.08) <0.0001 4577.00 (441.10) <0.0001
TGF-B1 Sérico —0.01 (0.01) 0.0191 —0.01 (0.00) 0.1422
Edema macular 440.51 (106.86) 0.0001 434.60 (151.60) 0.0065
Edad (Afios) —-0.35 (3.97) 0.9305 -1.01 (3.80) 0.7923
Hombres vs. Mujeres 132.46 (123.80) 0.2900 98.35 (120.90) 0.4206
Afios con diabetes 4.17 (8.45) 0.6240 -5.93 (9.52) 0.6256
Afos con hipertensién —14.08 (9.66) 0.1510 1.35(1.12) 0.9041
Grosor macular promedio (um) 1.24 (0.69) 0.0774 -3.90 (0.79) 0.4685
TGF-B2 Humor b ~ 1462.40 (23.60) <0.0001 1536.28 (197.65) <0.0001
TGF-B1 Sérico -0.12 (0.17) 0.4970 -0.25 (0.18) 0.1720
Edema macular 110.08 (45.11) 0.0182 52.57 (65.10) 0.4240
Edad (Afios) 0.01 (1.58) 0.9950 —-0.16 (1.64) 0.9220
Hombres vs. Mujeres 10.58 (48.34) 0.8280 —4.08 (52.06) 0.9380
Afios con diabetes 4.44 (3.21) 0.1730 5.20 (4.29) 0.2320
Afios con hipertensién -4.31 (3.76) 0.2580 -5.24 (4.87) 0.2880
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Grosor macular promedio (um) 0.49 (0.26) 0.0685 0.34 (0.35) 0.9220

Notas al pie de tabla (Tabla 4):

p (95%Cl): Coeficiente de correlacién de Pearson y su significancia estadistica (P)

* Resultados de un andlisis de regresiéon lineal mutivariado y ajustado por todas las

caracteristicas clinicas listadas.

T Intercept o nivel promedio de la citocina.

aR? Ajustada (Porcentaje de variabilidad en el fendmeno explicado por el modelo): 0.20 , P

0.0300

b R2 Ajustada (Porcentaje de variabilidad en el fendbmeno explicado por el modelo): 0.01, P

0.4878

CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE TGFB 1Y 2 EN SUERO Y
HUMOR ACUOSO CON RESPECTO AL GROSOR MACULAR

CENTRAL.

A pesar de que los niveles de TGF-B1 son significativamente mayores en el grupo
con edema macular, al realizar la correlacién entre el grosor macular central y los
niveles de expresién en humor acuoso no encontramos una relacion proporcional
(Figura 2). Aun mas, al estratificar por subtipo de edema macular (espongiforme,
quistico, y otros) sigue sin guardarse una relacion lineal entre estas variables.

(Figura 3).
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Figura 2. Relacion lineal entre el grosor macular (um) y la expresion de TGF-f1 Y -

B2 en pacientes con edema macular (n = 26)
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Figura 3. Relacion lineal entre el grosor macular (um) y la expresion de TGF-f1 Y -

B2 en pacientes con edema macular estratificado por subtipos (n = 26)
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DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue el andlisis sistemético de los niveles séricos y en
humor acuoso de TGF-B1y -B2 en pacientes con retinopatia diabética no proliferativa
con y sin edema macular. Posterior al analisis multivariado, encontramos que los
pacientes con edema macular tienen un aumento significativo en expresion de TGF-
B1 tanto en plasma como humor acuoso con respecto a los pacientes sin edema
macular. Sin embargo, este efecto no es asi para los niveles de TGF-B2, que

perdieron significancia estadistica posterior al analisis.

Actualmente existen diversas lineas de investigacion centradas en la fisiopatologia
del edema macular diabético (EMD). EI EMD es un problema multifactorial en el que
intervienen diversos factores derivados de hiperglicemia sérica cronica. Las
alteraciones crénicas en el metabolismo fisioldgico derivan en dafio oxidativo,
inflamacion y disfuncién vascular. 8210 Entre los mecanismos mas estudiados de la
fisiopatologia del edema macular, la isquemia tisular promueve la regulacion al alta
de diversas moléculas proinflamatorias como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), interleucinas 1y 6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre
otras. Todas estas moléculas proinflamatorias favorecen el edema extracelular

vasogénico.'®

La terapéutica actual para el control del edema macular diabético esta centrada en
la inhibicion del VEGF, el blanco terapéutico de las terapias antiangiogénicas. El

advenimiento de este tipo de tratamientos moleculares dirigidos, nos ha permitido
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modificar la historia natural del edema macular diabético y mejorar el pronéstico
visual en esta poblacion.?? Sin embargo, en la cadena fisiopatolégica del edema
macular, la isquemia y la regulacion a la alta de VEGF es un proceso caracteristico
de una fase muy avanzada, con cambios cronicos e irreversibles. Es por esto que
es necesario estudiar nuevas rutas metabdlicas y blancos terapéuticos que sean
expresadas en etapas tempranas y donde el dafio retiniano sea probablemente

reversible.

El dafio celular condicionado por la diabetes, genera disfuncién vascular y pérdida
de pericitos lo que deriva en disregulacion del flujo capilar retiniano y subsecuente
extravasacion de plasma al espacio intercelular. Este mecanismo de dafio ocurre
previo a la isquemia.”® En estudios in vitro de modelos de edema macular diabético
(caracterizados por una pérdida celular de al menos 50% de la poblacién total)!®
algunas citocinas guardan proporcionalidad con la destruccién pericitaria. Entre las
citocinas mas estudiadas esta el TGF-B. Betts-Obregon y colaboradores,
demostraron en cultivos de pericitos humanos, que el aumento de la expresion de
TGF-B1 genera un aumento de la apoptosis de los mismos. Esto podria ser
secundario a una regulacion al alta del gen TGFgI que codifica para la proteina
inducida por TGF-B, de la clona humana gen 2 (BIG3) que es una molécula pro-
apoptotica.l’ Estos efectos in vitro de muerte celular, son inhibidos al afiadir un

anticuerpo monoclonal contra BIG3 al medio.*3

Actualmente no existen estudios que valoren los efectos de TGF-B1y -2 en pericitos

vasculares retinianos in vivo. Nuestro estudio es la primera exploracion de este
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fendmeno. Nuestra hipotesis fue que TGF-B1 Y -B2 son predictores independientes
y estadisticamente significativos del edema macular diabético en la poblacién con
retinopatia diabética no proliferativa. Consideramos que era plausible que los
pacientes que presentaran un descontrol sistémico mayor tuvieran mas prevalencia
de edema macular y mayores niveles de estas citocinas tanto en plasma como en

humor acuoso.

Nuestros resultados apoyan estas hipoétesis. En los analisis multivariados no
encontramos diferencias significativas entre los niveles sistémicos de hemoglobina
glucosilada en ambos grupos lo que sugiere que el control sistémico no es
necesariamente la causa del dafio presentado a nivel local. ElI Unico factor
correlacionado con la presencia de edema macular fue el tiempo de evolucion de la

diabetes lo que es congruente con los reportes previos de edema macular. 456

Consideramos que la importancia del TGF-B1 en el dafio vascular pericitico puede
ser fundamental en la fisiopatogenia del edema macular temprano. Nuestro estudio
es el primer paso para abrir una linea de investigacion sobre este hallazgo. Dentro
de las limitaciones de nuestro estudio estan el tamafio muestral y el muestreo por
conveniencia. Ademas de la necesidad de realizar imputacion de algunos datos de
expresion de TGF-B1 y -B2, sin embargo, nuestros resultados y aproximacion
estadistica soportan que los efectos observados en TGF-B1 y -B2 son clinicamente
relevantes. Es de suma importancia ampliar la cantidad de pacientes y estudiar este
efecto en otras poblaciones fuera de la mexicana. Nos planteamos a posterior, el

estudio de la expresion de BIGH3 en las muestras de nuestros pacientes para
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soportar las hipotesis aqui planteadas de una sobreregulacion de vias pro-

apoptoticas medidas por estas citocinas.
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ABREVIATURAS

DM — Diabetes mellitus tipo Il

EMD - Edema macular diabético

HA  — Hipertension arterial

HbA1C — % de hemoglobina A1C

RDNP — Retinopatia diabética no proliferativa

TGF-B1— Transforming growth factor 1

TGF-B2— Transforming growth factor 2
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