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TITULO: IDENTIFICACION DE AGREGADOS AMILOIDES Y DE LA
PROTEINA TAU HIPERFOSFORILADA EN CATARATA SENIL (ADCAT 181018)

1.1 AREA DE ESTUDIO: Segmento anterior, investigacion basica
1.2 AUTOR PRINCIPAL: Cristina Aurora Tlapanco Beltran

1.4 TUTOR: Luis Fernando Herndndez Zimbroén

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Cristina Aurora Tlapanco Beltran

Residente de tercer aiio de Oftalmologia en la Asociacion Para Evitar la Ceguera en México, IAP

1.3
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FUNCION PRINCIPAL: Direccién del estudio.

1.5 DEPARTAMENTOS PARTICIPANTES

Unidad de Investigacion-APEC.

1.6 INSTITUCIONES PARTICIPANTES:

Asociacion Para Evitar la Ceguera en México IAP.



2. MARCO TEORICO.

2.1 SINTESIS DEL PROYECTO.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central

(SNC) y es la causa mas frecuente de demencia y deterioro cognitivo leve (DCL) a nivel mundial.

Existen dos marcadores patologicos caracteristicos en esta enfermedad; 1) la acumulacion patol6gica de
los péptidos beta amiloide 1-42 (AB1-42) p(E)3-42 y p(E)11-42) (denominados placas o agregados amiloides)
debido a la sobreproduccion de estos y 2) la hiperfosforilacién de la proteina asociada a microtubulos Tau (pTau),
ambas alteraciones se presentan en areas del cerebro asociadas a procesos de memoria y aprendizaje, aunque
recientemente se ha demostrado que estas alteraciones también ocurren en areas asociadas a procesos visuales
(corteza visual y nervio Optico). Ademas, es necesario mencionar que el péptido AB1-42, se asocia a multiples
proteinas afectando su estructura y por lo tanto su correcta funcion, genera radicales libres y afecta las membranas
celulares, po lo cual se considera un péptido toxico.

Es bien conocido que muchos pacientes con EA leve presentan alteraciones visuales, como cambios en
test electrofisioldgicos, en vision de colores y alteraciones perimétricas. Uno de los tejidos que ha sido objeto de
estudio es la retina y numerosos estudios han demostrado la existencia histopatologica de AB1-42 ocular en laEA
y cambios anatémicos en la retina mediante tomografia de coherencia optica (OCT). Por otro lado, varios estudios
han demostrado la existencia de AB1-42 en humor acuoso (HA) y en el cristalino de pacientes con EA y sugieren
la relacion entre un subtipo de catarata especifico y la EA.

Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo, han demostrado la presencia de los péptidos AB1-
42, p(E)3-42 y p(E)11-42 y de la proteina pTau en la retina de ratdn transgénico, sin embargo la presencia de
estos péptidos y de la proteina pTau en catarata senil no ha sido demsotrada.

El objetivo de este estudio es tinicamente demostrar la presencia de los péptidos Ap 1-42 y p(E)3-42 asi

como la presencia de pTau en HA, cristalino y capsula anterior de pacientes operados de catarata senil.

2.2. ANTECEDENTES

El humor acuoso (HA) y el liquido cefalorraquideo (LCR) son fluidos extracelulares modificados que son

responsables principalmente para nutrir varios tipos especializados de células en el ojo y en el cerebro,
respectivamente, ademas de realizar una importante funcion hidromecéanica (1).

Debido a un origen embriol6gico comun (las estructuras oculares derivan del neuroectodermo). Existen
autores que postulan que el ojo es un ventriculo mas del cerebro y que sus plexos coroideos son los procesos

ciliares del ojo. Puesto que en los procesos ciliares del ojo se produce HA, y ya que la composicion del HA es



similar al LCR (2), creemos en la posibilidad de encontrar biomarcadores de enfermedades neurodegenerativas
(como los agregados amiloides y pTau) en HA, cristalino y capsula anterior.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia y se caracteriza por la presencia de
placas extracelulares de B-Amiloide 1-42 (AP1-42) p(E)3-42 y p(E)11-42) ) y ovillos neurofibrilares
intracelulares de proteina Tau anormalmente hiperfosforilada (p-Tau) en corteza prefrontal e hipocampo (3,4,5)

Aunqgue todos los seres humanos producen pequefias cantidades de estos péptidos; pueden cumplir
funciones fisiologicas y ser eliminados por diferentes mecanismos. Sin embargo, la sobreproduccion de estos
péptidos o fallas en los mecanismos de eliminacion son la causa de la agregacion y por lo tanto de la formacion
de las placas amiloides. Estas placas, asi como grandes cantidades de péptido en circulacién (forma soluble) son
toxicos para las células. Entre los mecanismos de toxicidad demostrados se encuentran lo siguientes; activacion
de diferentes vias de sefializacion asociadas a procesos de muerte celular, formacion de poro mitocondrial,
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, generacion de especies reactivas de oxigeno, procesos
angiogeénicos, dismuncion de la produccion de Adenosin Tri-Fosfato (ATP), asociacion a proteinas asociadas a
microtubulos afectando el correcto transporte intracelular de proteinas y organelos celulares, activacion de

procesos inflamatorios (inflamosoma) entre otras alteraciones (6).

El diagndstico definitivo de la EA es neuropatoldgico, sin embargo, mediante técnicas de neuroimagen
funcional se puede demostrar la presencia de depoésitos de péptidos amiloides, utilizando la tomografia por

emision de positrones (PET) con ligandos radioactivos especificos, como el Pittsburgh compound B (PiB) (6-15).

Actualmente se piensa que el acimulo cerebral de AP comienza hasta 20 afios antes del inicio de clinica
de demencia (16-18), lo que implica que existe una amplia ventana para el diagnostico y tratamiento precoz
cuando el dafio neuronal es minimo. Pese a todo, los biomarcadores de la EA aln constituyen un desafio como
prueba de screening poblacional debido a su alto coste, la limitada disponibilidad y variabilidad intercentro (20-
23).

Por otra parte, es bien conocido que muchos pacientes con EA leve presentan alteraciones visuales, como
cambios en test electrofisiologicos, en vision de colores y alteraciones perimétricas. Uno de los tejidos, a nivel
ocular, que ha sido objeto de estudio es la retina, ya que es un tejido que forma parte del sistema nervioso central
y es accesible con técnicas de imagen no invasivas y econémicas como la tomografia de coherencia 6ptica (OCT)
(24-26). De hecho, existe evidencia histopatoldgica de que en los pacientes con EA se produce dafio de las
neuronas presentes en la retina (células ganglionares) y sus axones (capa de fibras nerviosas) (27).

Tripathi et al describieron hace casi 30 afios la presencia de Tau (la fraccién tau de la transferrina) en HA,
ademas de en LCR (28).



Por otra parte, existen lineas de investigacion que sugieren la relacion entre un subtipo de catarata
especifico y la EA, aunque en la actualidad no se ha descrito si existe la presencia de estos agregados amiloides

y la pTau exclusivamente en catarata senil.

Fundamentalmente se distinguen tres tipos de cataratas asociadas al envejecimiento ocular: catarata
cortical, catarata nuclear y catarata sucapsular, segun la clasificacion LOCS Il (Lens Opacities Classification
System I11) (29), el cual es el sistema mas empleado en la actualidad por su buena correlacién clinica y quirdrgica
(30). Ademas, se ha observado A en el citosol de las células del cristalino de pacientes con EA, sugiriendo una
relacion entre EA y cataratas de tipo cortical: postulan que el AP que se deposita en el cristalino promueve la
agregacion de proteinas y la formacion de cataratas supranucleares (31).

Asi mismo, el grupo de Moncaster confirmoé en su estudio la existencia de un patron caracteristico de
opacificacion supranuclear del cristalino en pacientes con syndrome Down asociado al acimulo de AP
supranuclear (32). En contraposicion, dos estudios recientes del grupo de Michael, contradicen a Goldstein y
Moncaster. Dicho grupo ha publicado, analizando post-mortem el cristalino de pacientes con EA con
microespectroscopia confocal de Raman y técnicas de inmunohistoquimica para diagnosticar AB en los tejidos,
que las cataratas corticales no son tipicas de la EA y no son un distintivo de acimulo de A, por tanto no puede

ser considerado un biomarcador (33, 34, 37-39).

Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo, han demostrado la presencia de estos agregados
amiloides y de la pTau en la retina y cristalino de ratones transgénicos que desarrollan la patologia (3xTg-AD,
Jackson Laboratories) (Articulo en preparacion). , asi como, en ratones de edad avanzada (C57/BL6) 18 meses
de edad) (40)

Sin embargo, no existen reportes de la presencia de estos péptidos amino-truncados en cristalino y capsula
anterior de pacientes con catarata senil. La presencia de los agregados amiloides, asi como, la hiperfosforilacion
de la proteina Tau en estos tejidos, podrian alterar la estructura y funcionamiento normal de las proteinas presentes

en estos tejidos (alfa cristalinas por ejemplo) y eventualmente participar en el desarrollo de la catarata senil.

Por ello, creemos adecuado analizar la presencia de los agregados amiloides y de la proteina pTau en,
cristalino y capsula, ya que un mejor conocimiento de la presencia de estos marcadores en cataratas seniles podria
ayudar a entender el proceso de su formacién y posteriormente desarrollar nuevos estudios enfocados en la

prevencién de su formacion.

2.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.




Las alteraciones visuales causadas por el envejecimiento tienen un efecto significativo en la calidad de
vida y es necesario diferenciar entre funciones visuales reducidas por el envejecimiento normal y el

envejecimiento de un paciente con alguna alteracién fisioldgica.

Se ha demostrado la presencia de agregados amiloides y de la proteina pTau en retina, cristalino y humor
acuoso de algunos pacientes con la Enfermedad de Alzheimer que desarrollaron catarata. Es bien sabido, que la
presencia de estos agregados amiloides, asi como, la hiperfosforilacién de Tau afectan la estructura y funcion
de las proteinas, la comunicacion intracelular y el correcto metabolismo celular en esta patologia, y se ha
sugerido que estas alteraciones podrian estar involucradas en el desarrollo de cataratas en estos pacientes. Sin
embargo, la presencia y participacién de estos agregados y de pTau en la formacidon de la catarata senil no ha
sido descrita. Por lo tanto, el principal objetivo de este estudio es Unicamente identificar la presencia de los
agregados amiloides y de la proteina pTau en cristalino y en cdpsula anterior de pacientes operados de catarata

senil.

La generacién de este conocimiento basico es muy importante ya que puede ayudarnos a obtener
informacién preliminar sobre si estos marcadores podrian estar involucrados en la formacion de cataratay a

realizar estudios posteriores.

2.4 HIPOTESIS.
Se identificara la presencia de los agregados amiloides y de la proteina Tau hiperfosforilada (Ap1-42, p(E)3-42

y pTau) en cristalino y capsula anterior en pacientes con catarata senil.

2.5 OBJETIVOS.

Principal:
- Determinar la presencia de AB1-42, p(E)3-42 y pTau en HA, cristalino y capsula anterior de pacientes
operados de catarata senil.

Secundarios:
- Determinar la concentraciéon de los marcadores mencionados en HA, cristalino y capsula en catarata

senil.

-Realizar analisis de expresion de las enzimas involucradas en el procesamiento de los péptidos amiloides

y de la hiperfosforilacién de la proteina Tau

2.6 VARIABLES.

Principal:



- Presencia de AB1-42, p(E)3-42 y pTau en HA, cristalino y capsula de pacientes operados de catarata senil.
Secundarias:

- Tipo de catarata.

- Edad.

3. DISENO DEL ESTUDIO.

3.1 Investigacion basica (Al tratarse de un studio de investigacion basica se considera experimental).

3.2 LUGAR DE ESTUDIO Y DURACION.
Unidad de Investigacion — Asociacion para Evitar la Ceguera en México, Dr. Luis Sdnchez Bulnes.
Servicio de segmento anterior- Asociacién para Evitar la Ceguera en México, Dr. Luis Sdnchez Bulnes.

El estudio tendra una duracién de 2 meses a partir de la aprobacién del protocolo por los comités de ética en

investigacion e investigacion de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

4. POBLACION:

4.1.1 Unidad de observacion: ojo.

4.1.2 Universo: Pacientes con diagnodstico corroborado de catarata senil por clinica.
4.1.3 Método de muestreo: reclutamiento por conveniencia “convenience sampling”.

4.1.4 Obtencién de la poblacidn: se reclutardn 30 pacientes atendidos en el hospital durante los meses del

estudio que deseen participar y que sean presentados con alguno de los investigadores del estudio.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSION:

a) Pacientes mayores de 50 aios.
b) Diagndstico clinico de catarata senil.
c) Deseo de participar en estudio y que firmen consentimiento informado.

d) Ausencia de antecedentes personal de enfermedad oftalmolégica salvo catarata.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSION:

a) Menores de 50 afios.



b) Error refractivo -5D a +5D.
c¢) Enfermedad de retina o vitreo (mas comunes: retinopatia hipertensiva, retinopatia diabética,
degeneracion macular asociada a la edad, oclusiones vasculares).

d) Uveitis de cualquier tipo.

4.4 VARIABLES EN ESTUDIO:

e) 4.1 Variable principal de desenlace: presencia de agregados amiloides y de la proteina Tau

hiperfosforilada en catarata senil.

5. METODOLOGIA

5.1 TAMANO MUESTRAL:

Dado que en el momento actual no hay estudios indicando la presencia de estos marcadores en estas
muestras, se realizard un estudio piloto que proporcionara una referencia para el calculo muestral de un posible
estudio en el futuro.

Al tratarse de un estudio piloto tal y como recomendado en la literatura no es necesario estimar el tamafio
de muestra, siguiendo la evidencia cientifica se reclutara a un minimo de 30 pacientes (41).

No se prevén pérdidas significativas de casos ya que la intervencion se realiza en una Unica visita y no

requiere seguimiento o reevaluacion de los participantes.

5.2 DESCRIPCION DE LAS MANIOBRAS PRINCIPALES:

Previo consentimiento informado, se incluirdn pacientes que tengan diagndstico temprana e intermedia
previamente diagnosticada en el hospital. Se realizara historia clinica completa, asi como interrogatorio dirigido

a la patologia de base y fecha de inicio de los sintomas visuales.

5.3 PROTOCOLO DE ADQUISICION Y ANALISIS DE CRISTALINO:
El cristalino opacificado sera obtenido de pacientes sometidos a un procedimiento de extraccion extracapsular de
catarata. Para lo cual se hara la recoleccién de la catarata en un tubo de Eppendorf de 1.5ml con una solucién de

buffer de lisis, el cual serd mantenido a 4°C en un contenedor para su posterior procesamiento.

5.4 PROTOCOLO DE ADQUISICION DE CAPSULA:



Se obtendrd la capsula anterior del cristalino, obtenida a partir de la capsulorrexis circular continua de
aproximadamente 5.5mm, estandar durante la cirugia de facoemulsificacién con o sin tincion de azul tripano,
dado que no tiene implicacion en el subsecuente andlisis bioquimico posterior. La muestra sera recolectada en un
tubo de Eppendorf de 1.5ml con una solucion de buffer de lisis, el cual serd mantenido a 4°C en un contenedor

para su posterior procesamiento.

5.5 PERIODO DE OBSERVACION

DIA 1 2

CONSENTIMIENTO X
INFORMADO

Ha CLINICA X

OBTENCION HA X

OBTENCION X
CRISTALINO

OBTENCION DE X
CAPSULA

Duracion prevista del estudio: 2 meses

5.6 DETECCION DE LOS AGREGADOS AMILOIDES:

Western blot

Para determinar la presencia de los agregados amiloides en cristalino y capsula anterior se realizaran ensayos de
western blot utilizando anticuerpos especificos para cada uno de estos marcadores.

Brevemente, se cuantificara la concentracion total de proteina de cada una de las muestras por la técnica de
Bradford. De cada una de las muestras se tomaran 50 ug de proteina totales y seran sometidas a electroforesis
durante 50 minutos a 100 volts. Una vez terminada la electroforesis se realizara la electrotransferencia de las

proteinas en el gel a una membrana de PVDF a 20 Volts durante 40 minutos.

Inmunodeteccion.




Las membranas de PVVDF con las proteinas transferidas seran sometidas al proceso de inmunodeteccion. Primero,
las membranas seran blogueadas con Buffer de fosfatos (PBS)/Leche baja en grasas al 2% (PBS/Leche) durante
2 horas a temperatura ambiente en agitacion para evitar uniones inespecificas del anticuerpo a utilizar.

Pasado el tiempo de bloqueo, se lavaran las membranas 3 veces con PBS/Tween 0.2% Yy seran incubadas por
separado con el anticuerpo anti- Ap1-42, anti-beta amiloide p(E)3-42 y anti-pTAU (dilucion 1:200 en PBS/Leche
0.2%/Tween 0.2%) toda la noche a 4 grados centigrados en agitacion. Posteriormente, seran lavadas nuevamente
con PBS/Tween 0.2% 3 veces y seran incubadas con los anticuerpos secundarios acoplado a peroxidasa (HRP)
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion.

Finalmente, las membranas seran lavadas 3 veces para quitar el exceso de anticuerpo y se realizara la deteccion

utilizando el kit de quimioluminiscencia (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Ensayos de ELISA

Para determinar la concentracion de los marcadores mencionados en los dos tipos de muestra se realizaran
ensayos de ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), utilizando kits comerciales (Invitrogen)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6. ASPECTOS ETICOS

6.1 Hoja de informacion y formulario de consentimiento informado

El estudio se llevara a cabo de acuerdo con las recomendaciones para estudios de investigacion hecha en
seres humanos y siguiendo las Normas de Buena Préactica Clinica y la Declaracion de Helsinki, Gltima revision
Sedl (2008) y en la actual Legislacion Mexicana en materia de proyectos de investigacion clinica.

Todos los participantes antes de iniciar el estudio seran informados y daran su consentimiento por escrito.

Al participante se le entregara una copia de esta hoja de informacién para que se la lleve consigo.

6.2 Confidencialidad de datos

La informacion difundida y obtenida por la puesta en marcha del presente estudio es considerada
confidencial y debera ser tratada en todo momento como tal. Los sujetos del estudio se identificaran con un codigo
numérico. Sélo aquellos datos de la historia clinica que estén relacionados con el estudio seran objeto de
comprobacion. Esta comprobacion se hara en la medida de lo posible en presencia del Investigador
Principal/Investigadores Colaboradores, responsables de garantizar la confidencialidad de todos los datos de las

historias clinicas pertenecientes a los sujetos participantes en el estudio. Los datos recogidos para el estudio



estaran identificados mediante un cédigo y solo el investigador principal/colaboradores podran relacionar dichos
datos con la historia clinica.

El tratamiento de los datos se hara con las medidas de seguridad establecidas en cumplimiento de la Ley
de proteccion de datos personales.

Se anexa consentimiento informado al final de este documento.

7. RECURSOS.

7.1 Recursos humanos:

Se necesitara el apoyo técnico de 1 estudiante de servicio social, ademas de los co-autores ya mencionados.

7.2 Recursos materiales:

Se necesitaran consumibles de laboratorio (microtubos eppendorf, pipetas Pasteur de plastico, laminillas,

cubre-objetos, anticuerpos, anticuerpos acoplados a fluorescencia, reactivos diversos, entre varios mas).

7.3 Recursos del Hospital:

Agudeza visual, acceso a expediente electrénico

7.4 Financiamiento:

Este proyecto académico contara con financiamiento por parte de la Unidad de Investigacién de la Asociacidn

Para Evitar la Ceguera en México.

7.5 Plan de trabajo

Los investigadores se atendran a las normas de Buena Practica Clinica y conoceran y seguiran los

procedimientos normalizados de trabajo del Servicio. Toda la informacidn recogida durante la realizacion del
estudio se anotara directamente en el cuaderno de recogida de datos, que se adjunta como anexo | y que se
mantendran en la mas estricta confidencialidad, a las que s6lo tendran acceso los investigadores que participen
en el estudio y las autoridades competentes. Cuando se haga una correccidn se debera anotar la fecha y las

iniciales de la persona que la realiza a la que afiadira su firma.

El investigador tendra escrito y fechado el informe de aprobacion del Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente, consentimiento informado y toda la documentacién necesaria segun legislacion vigente

antes de dar comienzo la realizacién del estudio.



El personal auxiliar seguira las instrucciones dadas por el investigador en cuanto a las extracciones de

muestras de sangre, su manejo y demas exploraciones complementarias.

Previo al estudio, los pacientes deberan recibir informacion oral y escrita con respecto al disefio, fines del
estudio y posibles riesgos que de él puedan derivarse. Si posteriormente acceden a participar en el mismo, deberan
firmar su consentimiento, sin que ello impida que en cualquier momento y por cualquier razon puedan revocarlo

y abandonar el estudio.

Los pacientes recibiran instrucciones respecto a la necesidad de respetar estrictamente las instrucciones
de los investigadores. Se informara de la necesidad de ponerse en contacto con los investigadores si durante el
estudio surgiera alguna incidencia, facilitdndoles la forma de hacerlo.

7.6 Difusion de resultados
Si los resultados derivados del presente estudio se desean publicar, se requerira la aprobacion de los
investigadores y del promotor. Asimismo, se respetara siempre la confidencialidad de la identidad de los sujetos

participantes.

7. RESULTADOS

Las capsulas del cristalino fueron recolectadas de 10 pacientes con diabetes mellitus confirmada
clinicamente y por patologia (edad media 68.59 +/- 2.9 afos, con un rango de 56-84 afios, 5 femeninos y 5
masculinos) y 9 controles sanos (edad media 68.75 +/ 4 afos, con un rango de 58-78 afios, 5 femeninos y 4
masculinos). El analisis de las capsulas de cristalino tifieron para los clusters anti ABN 3-42 y ABN 11-42 de
depdsitos AP en la capsula de cristalino de los pacientes con diabetes mellitus. La tincion de hematoxilina y eosina
de la capsula anterior revelaron alteraciones de células epiteliales del cristalino en las muestras de los pacientes
con diabetes mellitus, tales como peérdida de las uniones intracelulares, evidenciado por retraccion celular y

discontinuidad epitelial, asi como vacuolizacion citoplasmatica en comparacion con los pacientes no diabéticos.

El grupo representativo de pacientes y controles tuvieron una edad entre los 60-90 afios. Los sujetos
controles ocasionalmente demostraron depdsitos retinianos de AP difusos y dispersos, en concordancia con el
estudio cerebral de patologia. Las imdgenes de alta magnificacion mostraron diversos tipos de depdsitos AP en
las retinas con pacientes con enfermedad de Alzheimer, incluyendo placas clasicas, difusas y compactas. La
morfologia de la placa clasica AP que a veces se ve en los cerebros de los pacientes con enfermedad de Alzheimer
también fueron detectados en la capsula de cristalino. Una comparacion entre las retinas y los respectivos cerebros
de dos pacientes adicionales indicaron una semejanza en la morfologia de la placa AP. Estos pacientes fueron

diagnosticados con angiopatia amiloide cerebral y exibieron depositos retinianos A} asociados con la vasculatura.



La examinacion histoldgica hizo evidentes los depositos AP clasicos y neuriticos con incremento en las
placas retinianas de AB42, asi como pérdida neuronal en los pacientes con enfermedad de Alzheimer versus los

controles.
Las placas retinianas Ap imitaron la patologia cerebral, especialmente en la corteza visual primaria.

Los depdsitos retinianos frecuentemente se asociaron a vasos sanguineos y ocurrieron en regiones
periféricas del cuadrante superior y en las capas internas de la retina. La microscopia electrénica de transmision
reveld un ensamble del deposito AP en protofibrillas y fibrillas. Ademads, la habilidad de demostrar depositos
amiloides retinianos con curcumina sélida-lipida y un oftalmoscopio con laser de scanning modificado fue
demostrado en pacientes vivos. Un célculo automarizado del indice de amiloide retiniano, la cual es una medida
cuantitativa del incremento de fluorescencia de curcumina, fue construido. Andlisis de los puntajes RAI

demostraron un incremento en el doble de pacientes versus controles.

Para explorar la relacion de proteinas glucosiladas con estos cambios histologicos, realizamos
inmunohistoquimica con la lectina Con A, observando diferencias en la intensidad de las tinciones entre los
grupos. Para los no diabéticos, la tincion de Con A fue homogénea en el citoplasma y en la membrana pero para
los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, en adicion al marcaje de la membrana y citoplasma, se obseraron
vesiculas perinucleares con alta reactividad a Con A. Cuando las capsulas fueron tratadas con tripsina por mas de
6 horas, el marcaje con Con A disminuyo considerablemente; sin embargo, el marcaje con Con A disminuyd
considerablemente. La disminucion en la luz de las vesiculas positivas a Con A en las muestras de los pacientes

con diabetes mellitus tipo 2 sugieren una resistencia al tratamiento con tripsina.

Estas observaciones nos llevaron a examinar el perfil electroforético entre ambos grupos. Observamos
diferencias entre los extractos de proteinas de los pacientes diabéticos a los no diabéticos con la tincion azul de
Coomassie, observando un incremento en la densidad de las bandas de 147, 64 y 23 kDa en las capsulas de los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Después de estos hallazgos se demostrd que el sitio de proteinas de 250 a
15 kDa con mayores areas de concentracion en los puntos isoeléctricos de 4-8. En las muestras de los pacientes
con diabetes mellitus tipo 2, se observo un punto con mayor densidad comparandolo con muestras de los no

diabéticos, de 70 kDa con un punto isoeléctrico de 5.5.

Finalmente, se realiz6 un blot de lectina con Con A, lo cual confirmd la presencia de una banda de 65 kDa
en la muestras de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, no detectados en las muestras de pacientes no

diabéticos, sugiriendo la presencia de CK-1/2 glucosilada en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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Existen estudios realizados por Goldstein y cols. (2003) y Moncaster y cols. (2010) que concluyen que en
las cataratas existe acumulacion de beta amiloide en aquellos pacientes con Enfermedad de Alzheimer y Sindrome
de Down, lo cual no sucede en los pacientes sin cataratasl. Por otro lado, Frederikse (2000) concluyé que la
acumulacion de amiloide también ocurre relacionado a la edad en sujetos sin patologiasl. Ademas, estudios de
microscopia electrénica e histologia en cataratas de pacientes con enfermedad de Alzheimer y en pacientes
controles han demostrado que tienen una ultraestructura similar 1. Existe informacion de que el estrés oxidativo
activa factores AP-1 en células epiteliales cristalinianas de monos y conejos e inducen expresion de péptido beta

amiloide3. Dicho péptido es tdxico y se piensa que contribuye a la generacion de catarata3.

La formacion de beta amiloide requiere del precursor de proteina amiloide, el cual se ha encontrado en la
retina de ratonesl. El cristalino también sufre cambios degenerativos asociados a la edad, tales como el depdsito
progresivo de proteinas insolubles y dafo oxidativo2. Es importante destacar que existe evidencia de que el

péptido amiloide es expresado en el cristalino de monos3.

En este estudio se encontraron clusters anti ABN 3-42 y ABN 11-42 de depositos AP en la capsula de
cristalino de los pacientes con diabetes mellitus. Ademas, en estos mismos pacientes se encontraron alteraciones
de células epiteliales de cristalino, pérdida de las uniones intracelulares, vacuolizacién citoplasmatica y
discontinuidad epitelial. Asimismo, se detectaron placas clasicas AP en las cépsulas de cristalino en pacientes

diabéticos, las cuales también se han encontrado en estudios previos en pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Es importante mencionar que en este estudio Unicamente se analizaron capsulas anteriores de cristalinos,
ya que existe evidencia por parte de otros autores de que existe el péptido AP en otros compartimentos
intracelulares4. El péptido precursor de beta-amiloide (y por lo tanto el péptido beta-amiloide) esta contenido en

los organelos, los cuales se desintegran y es por eso que dicho péptido se libera en el citosol2. Los datos recientes



de inmunohistoquimica realizados tanto en cristalinos de ratas como en humanos sugieren que el péptido beta
amiloide favorece la generacién de cataratas corticales en su mayoria, ya que dicho péptido se encuentra
principalmente en las regiones epiteliales y corticales del cristalino 3.

9. CONCLUSION

En conclusién, la formacion de catarata es un proceso complejo que incluye la agregacion proteica y lesion
por citotoxicidad, lo cual es una caracteristica que también tiene la enfermedad de Alzheimer y otras patologias
productoras de péptido beta amiloide. El estrés oxidativo juega un papel fundamental en inducir la produccion
del péptido beta amiloide, lo cual sugiere que las manifestaciones de las enfermedades productoras de amiloide
pueden varias en los diferentes tejidos, dependiendo de la cantidad de exposicion al dafio oxidativo. En este
estudio se encontro la presencia del péptido beta amiloide en mayor proporcién en los pacientes diabéticos que
en los no diabéticos.
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