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Glosario de Abreviaturas

ACV: Accidente cerebrovascular
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BCVA: Agudeza visual mejor corregida

BGM: Monitoreo de glucosa en sangre

BSA: AlbGimina sérica bovina

CCL: Ligandos de la quimiocina CC

CCL2: Ligando de la quimiocina CC 2. También llamada Proteina Quimiotactica

de Monocitos 1 (MCP-1)

CCL3: Ligando de la quimiocina CC 3. También llamada Proteina Inflamatoria de

Macrofagos 1 alfa (MIP-1a).

CCL4: Ligando de la quimiocina CC 4. También llamada Proteina Inflamatoria de

Macrofagos 1 beta (MIP-18)

CCLS5: Ligando de la quimiocina CC 5. También llamada RANTES (Regulado en

Activacion, Expresado y Secretado por Linfocitos T Normales)

CCLT7: Ligando de la quimiocina CC 5
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CCL11: Ligando de la quimiocina CC 11, también llamada eotaxina-1

CCL17: Ligando de la quimiocina CC 17

CCL19: Ligando de la quimiocina CC 19

CCL21: Ligando de la quimiocina CC 21

CCL22: Ligando de la quimiocina CC 22

CCL25: Ligando de la quimiocina CC 25

CXCL : Ligandos de la quimiocina CXC

CXCL1: Ligandos de la quimiocina CXC 1

CXCL2: Ligandos de la quimiocina CXC 2

CXCLS: Ligandos de la quimiocina CXC 1

CXCLS8: Ligandos de la quimiocina CXC 8. Es la misma molécula que la

interleucina 8

CXCL9: Ligandos de la quimiocina CXC 9

CXCL10: Ligandos de la quimiocina CXC 10

CXCL12: Ligandos de la quimiocina CXC 12

CXCL13: Ligandos de la quimiocina CXC 13

DE: Desviacion estandar

DLP: Dislipemia
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DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

EAC: Enfermedad arterial coronaria

EGF: Factores de crecimiento epidérmico

EGFR: Tasa de filtracion glomerular estimada

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructuva Croénica

FDR: Tasa de descubrimiento falso

FGF: Factores de crecimiento fibroblastico

GCLMT: grosor minimo de la capa de células ganglionares

GCLT: Grosor de la capa de células ganglionares

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos

GLP-1: Agosnistas del receptor del péptido Similar al Glucagén Tipo 1

HbalC: Hemoglobina glicosilada

HTA: Hipertension arterial

IAM: Infarto agudo de miocardio

TAMSEST: Infarto agudo de miocardio sin elevacion del ST

IC 95%: Intervalo Confianza del 95%
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iDPP-4: Inhibidores de la Dipeptidil Peptidasa-4

IFNs: Interferones

IFN-a: Interferon alfa

IFN-B: Interferon beta

IFN-¢: Interferon épsilon

IFN-k: Interferon kappa

IFN-y: Interferon gamma

IFN-A1: Interferon lambda 1

IFN-A2: Interfer6on lambda 2

IFN-A3: Interfer6n lambda 3

IFN-A4): Interferén lambda 4

ILs: Interleucinas

IL-10 : Interleucina la

IL-1p: Interleucina 1

IL-1ra: Antagonista del Receptor de la Interleucina-1

IL-2: Interleucina 2

IL-3: Interleucina 3
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IL-4: Interleucina 4

IL-5: Interleucina 5

IL-6: Interleucina 6

IL-7: Interleucina 7

IL-8: Interleucina 8

IL-9: Interleucina 9

IL10: Interleucina 10

IL-11:

IL-12
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IL-15:

IL-17:
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Interleucina 13

Interleucina 15
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IL-23: Interleucina 23
IL-24: Interleucina 24
IL-27: Interleucina 27
IMC: Indice de masa corporal
IOP: Presion intraocular
iSGLT2: Inhibidores del Cotransportador Sodio-Glucosa Tipo 2

IQR: Intervalo intercuantilico

M-CSF: Factor estimulante de colonias de macréfagos

MCG: Monitoreo continuo de glucosa
MCYV: Volumen del cubo macular

MMT: Grosor macular medio

NGF: Factores de crecimiento nervioso.
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PKC: Proteinquinasa C

PPAR-y: Receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas

RAGE: Receptores de Productos de glicacion interactuando con sus receptores

RHO: Coeficiente de correlacion de Spearman

RNFLT: Grosor de la capa de fibras nerviosas retinianas

SCF: Factor de célula madre

TGF: Factores de crecimiento transformante.

TNFs: Factores de necrosis tumoral

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-$: Factor de Necrosis Tumoral beta (también llamada linfotoxina o)

VEGTF: Factores de crecimiento endotelial vascular
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RESUMEN

Antecedentes: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabolica crénica
asociada con inflamacién sistémica y un alto riesgo de complicaciones cardiovasculares,
incluida la enfermedad arterial coronaria (EAC). El papel de las citoquinas como
biomarcadores de inflamacion ha cobrado un creciente interés, especialmente en fluidos
bioldgicos alternativos como las ldgrimas, que proporcionan un método no invasivo para

evaluar y monitorizar la inflacion a nivel local.

Objetivo: El presente trabajo tiene como objetivo principal analizar los perfiles de citoquinas
en lagrimas en pacientes con DM2 con el fin de determinar si estas moléculas pueden ser

utiles para diferenciar perfiles inflamatorios en pacientes con enfermedad cardiometabolica.

Métodos: Se realizaron dos estudios observacionales independientes. El primero analizo el
perfil de citoquinas en lagrimas y plasma de pacientes con DM2 en comparaciéon con
controles no diabéticos, con el fin de evaluar la respuesta inflamatoria sistémica y localizada.
El segundo estudio se centrd en pacientes con EAC, comparando aquellos con y sin DM2
para identificar perfiles distintivos de citoquinas en lagrimas asociados con la enfermedad

cardiometabdlica.
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Resultados: El primer estudio reveld un aumento significativo de citoquinas inflamatorias
en lagrimas (IL-6, CXCLS8, IL-15, CCLS5, VEGF) en pacientes con DM2, mientras que los
marcadores inflamatorios sistémicos estaban relativamente reducidos, sin correlacion entre
las citoquinas en plasma y en ladgrimas. El segundo estudio identific6 alteraciones
oftalmolégicas distintivas (MCV, MMT, RNFLT, GCLT) y un incremento en los niveles de
citoquinas en lagrimas (IL-5, G-CSF y CCL11) en pacientes con EAC y DM2. Los modelos
de regresion logistica demostraron que estas citoquinas en lagrimas podrian discriminar
eficazmente entre pacientes con EAC con y sin DM2, de manera independiente a los factores

de riesgo cardiovascular clésicos.

Conclusion: Se observo que los pacientes con DM2 presentan niveles reducidos de ciertas
citoquinas en plasma, mientras que las concentraciones en lagrimas estaban
significativamente elevadas, sin encontrarse correlacion entre ambos fluidos, lo que sugiere
que la inflamacion ocular y sistémica pueden seguir mecanismos independientes. En
pacientes con EAC y DM2, se identifico un perfil inflamatorio diferenciado con niveles
aumentados de multiples citoquinas en lagrimas, ademas de alteraciones en parametros
oftalmolégicos, lo que podria indicar afectaciéon ocular en fases iniciales. Ademads, se
encontraron correlaciones inversas entre las citoquinas inflamatorias y parametros
estructurales de la retina, sugiriendo una posible contribucion de la inflamacién local al
deterioro ocular. Modelos de regresion logistica identificaron a IL-5, G-CSF vy
CCL11/eotaxina-1 como biomarcadores con capacidad discriminativa para diferenciar a los

pacientes con DM2 en el contexto de la EAC, lo que refuerza el potencial de las citoquinas
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en lagrimas como herramienta no invasiva para la evaluacion del estado inflamatorio y la

estratificacion de riesgo en estos pacientes.
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Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica cronica,
estimandose que afecta a 828 millones de adultos en todo el mundo en 2024, con una
prevalencia global de aproximadamente 14 por ciento entre los adultos [1]. La DM2
representa aproximadamente el 98 por ciento de los diagnoésticos mundiales de diabetes,
aunque esta proporcidon varia ampliamente entre los paises [2]. Su patogénesis solo se
entiende parcialmente, pero es heterogénea. Originalmente se atribuian las alteraciones del
metabolismo de glucosa tnicamente a la alteracion de la insulina, sin embargo, actualmente
se conoce que el metabolismo de la glucosa es mucho mas complejo, involucrando al sistema
inmunolégico de forma muy importante [3]. Esta enfermedad se caracteriza por una
combinacion de resistencia a la insulina y disfuncion de las células B pancreéticas, lo que

resulta en hiperglucemia crénica y un estado proinflamatorio de bajo grado [4,5].

Su prevalencia se ha incrementado significativamente debido a factores como el
envejecimiento de la poblacion, la obesidad y estilos de vida sedentarios [6,7]. Ademas,
debido al marcado aumento de la obesidad infantil, existe la preocupacion de que la
prevalencia siga aumentando sustancialmente. Los datos mundiales parecen corroborar esta

preocupacion, ya que los casos aumentaron un 39 por ciento de 1990 a 2019 a nivel mundial

[8].

La patogénesis es multifactorial [9], donde se suele dar una combinacion de diversos grados
de resistencia a la insulina —que es atribuido a factores ambientales como el sedentarismo y

la obesidad— y secrecion de insulina defectuosa (disfuncion de las células beta) —que esta
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mas relacionada con la genética—. Debido a estos dos factores, se produce una mayor
demanda de accion de insulina mediada por una resistencia que no va acompafiada de

secrecion de insulina [10].

DIAGNOSTICO DE LA DM2

La mayoria de los pacientes son asintomaticos en su presentacion, observandose una
hiperglucemia en una analitica de sangre de rutina, lo que provoca la solicitud de nuevas
pruebas si son necesarias. La frecuencia de la diabetes sintomatica al diagndstico ha ido
disminuyendo paralelamente a la mejora de los esfuerzos para realizar el diagnostico a través
del cribado [11]. Los sintomas clasicos de hiperglucemia (poliuria, polidipsia, nocturia,
vision borrosa y pérdida de peso) se observan a menudo a retrospectiva, después de que se
haya demostrado que un valor de glucosa en sangre ha sido elevado. Es muy raro que el debut
de una DM2 sea con un estado hiperosmolar hiperglucémico o una cetoacidosis diabética —
mas infrecuente el primero—, pero puede ser consecuencia de otra patologia concomitante
que la desencadena, como una situacion de estrés grave debido a una infeccion o a otra

enfermedad aguda.

Segun la Sociedad Americana de Diabetes (ADA), los criterios para el diagndstico de DM2

son [12]:

1. Hemoglobina glicada (HbA1C) > 6,5%. La prueba debe realizarse en un laboratorio

utilizando un método que esté certificado y estandarizado al ensayo DCCT [13]:
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2. Glucemia en ayunas > 126 mg/dL (7 mmol/l). El ayuno se define como una ingesta
caldrica durante al menos 8§ horas.

3. Glucosa plasmatica > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) dos horas después de una prueba de
tolerancia oral a la glucosa. La prueba debe realizarse segin lo describio la
Organizacién Mundial de la Salud, utilizando una carga de glucosa equivalente a 75
g de glucosa anhidra disuelta en agua.

4. En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, una

glucosa plasmatica aleatoria > 200 mg/dL (11,1 mmol/L).

SEGUIMIENTO DE LA DM2

Una vez realizado el diagnostico, el seguimiento se realiza a través de la HbA1C, al menos
dos veces al afio en pacientes que cumplen objetivos glucémicos, y con mds frecuencia
(trimestral) en pacientes cuya terapia ha cambiado o que no estan cumpliendo objetivos [13].
El monitoreo de la glucosa en sangre (BGM) no es necesario para la mayoria de los pacientes
con DM2 que estan en un régimen estable de dieta o antidiabéticos orales y que no estan
experimentando hipoglucemia. Sin embargo, si es util el BGM para los pacientes con DM2
que utilizan los resultados de estas pruebas para modificar los patrones de alimentacion y de
ejercicio, o estan en tratamiento con farmacos hipoglucemiantes, donde se incluye la insulina.
Para estos pacientes, las personas en tratamiento con insulina, se cuenta actualmente con el

monitoreo continuo de glucosa (MCG), ya que su uso estd especialmente justificado en
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individuos con hipoglucemia frecuente o alteraciéon de la conciencia de hipoglucemia

[14,15].

Por lo tanto, es la HbAlc el pardmetro mas importante para el diagnostico y seguimiento de
la DM2. Este pardmetro mide exactamente cudl ha sido el nivel de glucemia medio durante
los ultimos 2 a 3 meses. Esto nos indica que es un parametro muy eficaz para valorar el

control de glucemias, pero no se tiene en cuenta la inflamacion que genera la enfermedad.

MECANISMOS PATOGENICOS DE LAS COMPLICACIONES DE LA DM2

La inflamacion cronica desempefia un papel central en la patogénesis de la DM2 y sus
complicaciones microvasculares y macrovasculares, que representan la principal causa de

morbimortalidad en los pacientes con DM2.

Complicaciones macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares incluyen la enfermedad arterial coronaria, el accidente
cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica, derivadas de la aterosclerosis acelerada.

Entre los principales mecanismos patogénicos se encuentran:

1. Disfuncion endotelial:
o La hiperglucemia cronica induce a un estrés oxidativo, disminuyendo esto la
biodisponibilidad de o6xido nitrico (NO) y favoreciendo un estado

proinflamatorio y protrombotico [16,17].
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o Laresistencia a la insulina promueve la expresion de moléculas de adhesion
(VCAM-1, ICAM-1) que facilitan la adhesion de monocitos al endotelio,
contribuyendo a la formacion de placas ateroscleréticas [18].

2. Inflamacion cronica de bajo grado:

o Laactivacion del sistema inmunitario innato, mediada por citoquinas como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6), incrementa
la actividad de los macréfagos en las placas arteriales [19,20]. Esto produce
un estado inflamatorio que est4 perpetuando el dafio vascular, favoreciendo la
progresion de la aterosclerosis [21].

3. Estrés oxidativo:

o Los productos de glicaciéon avanzada (AGEs) se acumulan en la pared
vascular, interactuando con sus receptores (RAGE) para activar vias
inflamatorias y prooxidantes. Este proceso exacerba el dafio endotelial y la
rigidez arterial [22].

4. Estado procoagulante:

o La hiperglucemia y la inflamacién aumentan la expresion de factores
procoagulantes como el fibrindgeno y el factor de von Willebrand, reduciendo
la actividad fibrinolitica y favoreciendo, por lo tanto, la formacion de trombos

[23].
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Complicaciones Microvasculares

Estas son las que afectan a los pequefios vasos, e incluyen a la nefropatia, la neuropatia y la
retinopatia diabética. Los principales mecanismos patogénicos que estdn produciendo estas

complicaciones son:

1. Hiperglucemia cronica:
o Activa la via de los polioles, generando estrés oxidativo y alteraciones en la
permeabilidad vascular [24].
o Incrementa la actividad de la proteinquinasa C (PKC), promoviendo
vasoconstriccion y alteracion de la funcion endotelial [25].
2. Inflamacion local:
o Las citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e Interleucina 18 (IL-1p),
inducen dafio vascular en los capilares renales, retinianos y nerviosos [26].
Estas citoquinas también median el engrosamiento de la membrana basal
capilar y la proliferacion de células mesangiales [27].
3. Isquemia tisular:
o Lareduccion del flujo sanguineo capilar en tejidos especificos contribuye a la
hipoxia croénica, agravando el dafio microvascular y promoviendo la
liberacion de mediadores inflamatorios [28].
4. Alteraciones metabdlicas:
o Laacumulacion de AGEs en la matriz extracelular interfiere con la reparacion

tisular y aumenta la rigidez capilar [29].
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TRATAMIENTO DE LA DM2

Debido al caracter multifactorial que presenta esta enfermedad, es necesario un abordaje
integral para su manejo. El objetivo principal del tratamiento es lograr un buen control
glucémico para prevenir las complicaciones macro y microvasculares que acabamos de

comentar, mejorando esto la calidad de vida de los pacientes [30].

El tratamiento de esta enfermedad incluye medidas farmacolégicas y no farmacologicas.
Dentro de las medidas no farmacologicas hay que resaltar los cambios en el estilo de vida,
mejorando la dieta hacia una dieta equilibrada y aumentar el ejercicio fisico, ya que el
sedentarismo es un factor de riesgo muy importante. Ademas, es necesario controlar los
factores de riesgo asociados a esta enfermedad, donde las més importantes son la obesidad,

la dislipemia y la hipertension arterial [31].

Sin embargo, estas medidas deben complementarse en la mayoria de los pacientes con
terapias farmacoldgicas para alcanzar los objetivos glucémicos. Los farmacos disponibles
actian a través de diferentes mecanismos para reducir la glucemia, como son la mejora de la
sensibilidad a la insulina, la disminucion de la produccion hepatica de glucosa o el aumento

de la secrecion de insulina [5].

A continuacion, se va a hacer un repaso de los principales grupos de antidiabéticos, su

mecanismo de accion y como afectan al proceso inflamatorio de la enfermedad:

- Las biguanidas (metformina) disminuyen la produccion hepatica de glucosa y

mejora la sensibilidad periférica a la insulina. Se ha observado que reduce marcadores
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inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR) y citoquinas proinflamatorias,
produciendo una disminucion del estado inflamatorio en pacientes con DM2 [32].
Los inhibidores del Cotransportador Sodio-Glucosa Tipo 2 (iSGLT2) Bloquean
la reabsorcion de glucosa en el tubulo renal proximal, aumentando su excrecion
urinaria y reduciendo la glucemia. Con estos firmacos se ha observado que
disminuyen marcadores inflamatorios y pueden mejorar el perfil inflamatorio en
pacientes con DM2 [33].

Los agonistas del receptor del péptido Similar al Glucagén Tipo 1 (GLP-1) actiian
estimulando a secrecion de insulina de manera glucosa-dependiente, inhiben la
liberacion de glucagon y retrasan el vaciamiento géstrico. Se ha demostrado que los
GLP-1 mejoran la funcion mitocondrial de los leucocitos, reducen la produccion de
especies reactivas de oxigeno y disminuyen interacciones leucocito-endotelio, lo que
conlleva una reduccion de citoquinas [34].

Las sulfonilureas son farmacos que estimulan la secrecion de insulina por las células
B pancreaticas de manera independiente de la glucosa. Este grupo de farmacos no se
ha demostrado que produzcan disminucion de la actividad inflamatoria [35]. Sin
embargo, no es un fairmaco de primera elecciéon debido a las hipoglucemias y su
ausencia de efectos beneficiosos como la disminucién de peso.

Los inhibidores de la Dipeptidil Peptidasa-4 (iDPP-4) prolongan la accion de las
incretinas enddgenas, aumentando la secrecion de insulina y disminuyendo la
liberacion de glucagdn. Estos farmacos si se ha observado que reducen marcadores
inflamatorios [36].

Las Tiazolidinedionas (Glitazonas) mejoran la sensibilidad a la insulina en tejidos

periféricos al activar el receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas
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(PPAR-y). Este grupo de fdrmacos han demostrado beneficios cardiovasculares y

reduccion de marcadores inflamatorios [37].

CITOQUINAS COMO BIOMARCADORES

Las citoquinas son una amplia familia de pequenas proteinas producidas por diversas células
del sistema inmunitario, como macréfagos, linfocitos T, linfocitos B y células dendriticas.
Estas moléculas actian como mediadores de la comunicaciéon intercelular, regulando
procesos inflamatorios, inmunitarios y metabolicos [38]. El uso de citoquinas como
biomarcadores estd cobrando relevancia en distintas patologias, ya que son capaces de
reflejar la actividad inflamatoria y, por lo tanto, valorar la progresion de enfermedades. El
uso de las distintas citoquinas nos estd permitiendo realizar una monitorizacion de la
actividad de la enfermedad, predecir resultados y evaluar la eficacia de los tratamientos

administrados [39].

Las citoquinas se dividen en varias familias principales segun su estructura y funcion:

1. Interleucinas (ILs): Regulan la comunicacion entre leucocitos y modulan la respuesta

inmune e inflamatoria.

- Proinflamatorias: Interleucina 1o (IL-1a), Interleucina 1 B (IL-1B), Interleucina
6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 12 (IL-12), Interleucina 17 (IL-17), Interleucina

18 (IL-18), Interleucina 23 (IL-23).
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- Antiinflamatorias: Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 11
(IL-11), Interleucina 13 (IL-13), Interleucina 19 (IL-19), Interleucina 20 (IL-20),

Interleucina 22 (IL-22), Interleucina 24 (IL-24), Interleucina 27 (IL-27).

- Reguladoras del desarrollo hematopoyético: Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 3
(IL-3), Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 7 (IL-7), Interleucina 9 (IL-9), Interleucina 15

(IL-15), Interleucina 21 (IL-21).

2. Quimiocinas: Dirigen el trafico de células inmunitarias a los sitios de inflamacion e

infeccion.

- Ligandos de la quimiocina CC (CCL): Ligandos de la quimiocina CC 2 (CCL2
,MCP-1), Ligandos de la quimiocina CC 3 (CCL3, MIP-1a), Ligandos de la quimiocina CC
4 (CCL4, MIP-1p), Ligandos de la quimiocina CC 5 (CCLS, RANTES), Ligandos de la
quimiocina CC 7 (CCL7), Ligandos de la quimiocina CC 11 (CCL11, eotaxina-1), Ligandos
de la quimiocina CC 17 (CCL17), Ligandos de la quimiocina CC 19 (CCL19), Ligandos de
la quimiocina CC 21 (CCL21), Ligandos de la quimiocina CC 22 (CCL22), Ligandos de la

quimiocina CC 25 (CCL25).

- Ligandos de la quimiocina CXC (CXCL): Ligandos de la quimiocina CXC 1
(CXCL1), Ligandos de la quimiocina CXC 2 (CXCL2), Ligandos de la quimiocina CXC 5
(CXCLS5), Ligandos de la quimiocina CXC 8 (CXCLS8, IL-8), Ligandos de la quimiocina

CXC 9 (CXCLY), Ligandos de la quimiocina CXC 10 (CXCL10), Ligandos de la quimiocina

38



CXC 12 (CXCL12), Ligandos de la quimiocina CXC 13 (CXCL13).

3. Interferones (IFNs): Defienden contra infecciones virales y regulan la respuesta inmune.

- Tipo I: Interferon alfa (IFN-a), I Interferon beta (IFN-), Interferon épsilon (IFN-

¢), Interferon kappa (IFN-k).

- Tipo II: Interferon gamma (IFN-y).

-Tipo III: Interferon lambda 1 (IFN-A1), Interferon lambda 2 (IFN-A2), Interferon

lambda 3 (IFN-A3), Interferéon lambda 4 (IFN-A4).

4. Factores de Necrosis Tumoral (TNFs): Modulan la inflamacién, la apoptosis y la

inmunidad.

- Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a.), factor de Necrosis Tumoral beta (TNF-

B, también llamada linfotoxina a).

5. Factores de Crecimiento: Participan en la reparacion tisular, angiogénesis y

diferenciacion celular.

- Factores de crecimiento hematopoyético: Factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), Factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), Factor de

célula madre (SCF).
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- Factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores de crecimiento
fibroblastico (FGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), factores de
crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento plaquetario (PDGF),

factores de crecimiento nervioso (NGF).

Teniendo esto en cuenta, las citoquinas han ido ganando relevancia como biomarcadores
debido a que nos pueden reflejar el estado inflamatorio, inmunolégico y metabolico de un
organismo. Su medicion en distintos fluidos corporales nos permite realizar un diagndstico
temprano, identificando las enfermedades inflamatorias antes de la aparicion de los sintomas
clinicos [40]; evaluar la actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento [33], y
también como prondstico, ya que ayuda a determinar la severidad de las enfermedades y
predecir resultados clinicos [41,42]. Algunas enfermedades en las cuales las citoquinas se

usan como biomarcadores son:

¢ Enfermedades Cardiovasculares, donde se ha objetivado que niveles elevados de
IL6 se asocian a un mayor nimero de eventos de enfermedad coronaria [43]. También
se ha asociado TNF-a, ya que contribuye a la disfuncion endotelial promoviendo a
procesos aterogénicos [44].

e Procesos cancerigenos. En estas enfermedades se estd en continuo estudio de
biomarcadores, dependiendo del origen tumoral. Un ejemplo es que la IL-10 se
encuentra implicada en la supresion de la respuesta inmune, facilitando la evasion

tumoral en el cancer de mama y otros tumores sélidos [45].
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Enfermedades autoinmunes. Las citoquinas son proteinas esenciales en la
regulacion de la respuesta inmunitaria, desempefiando un papel crucial en la
patogénesis de estas enfermedades. Estas moléculas median la comunicacion entre
células inmunitarias, modulando procesos inflamatorios que, cuando se desregulan,
pueden conducir a respuestas autoinmunes patoldégicas. Por ejemplo, citoquinas
proinflamatorias como TNF-a y la IL-6 estan elevadas en diversas enfermedades

autoinmunes, contribuyendo a la inflamacién cronica y al dafio tisular [46].

La comprension de la funcion de las citoquinas ha permitido el desarrollo de terapias
dirigidas que buscan modular su actividad para tratar enfermedades autoinmunes.
Inhibidores especificos de citoquinas, como los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra TNF-a o IL-6, han demostrado eficacia en la reduccion de la inflamacion y la
progresion de enfermedades como la artritis reumatoide [47]. Este enfoque
terapéutico resalta la importancia de las citoquinas no solo en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes, sino también como objetivos clave para intervenciones

clinicas efectivas.

Enfermedades neuroldgicas. Se han identificado distintas citoquinas en
enfermedades neurodegenerativas como la demencia tipo Alzheimer, donde
contribuyen al dafio neuronal [48].

Enfermedades infecciosas. Las citoquinas no son solo indicadores del estado
inmunolégico durante las infecciones, sino que también son objetivos terapéuticos en
situaciones clinicas como la sepsis, donde la modulacion de la respuesta inflamatoria
puede mejorar los resultados clinicos. El IFN-y es clave en la defensa contra

infecciones virales y micobacterianas [49], mientras que la IL-1p participa en la
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inflamacion asociada a infecciones bacterianas, y niveles elevados de éstas pueden
indicar una respuesta inflamatoria desregulada [50]. La IL-6 se correlaciona con la
gravedad de infecciones como la infeccion por SARSCOV?2 y la sepsis, y se puede

utilizar como factor predictor [51].

CITOQUINAS COMO BIOMARCADOR EN LA DM2

La inflamacién crénica de bajo grado que se produce en los pacientes con DM2 desempeiia
un papel fundamental en su patogénesis. Este proceso inflamatorio estd mediado por la
secrecion anormal de citoquinas proinflamatorias y una disminucion de mediadores
antiinflamatorios, contribuyendo tanto a la resistencia a la insulina como al desarrollo de
complicaciones microvasculares y macrovasculares [44]. Es por esto que el desequilibrio
entre citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias estd estrechamente relacionado con la

progresion de la enfermedad y sus complicaciones [52].

Entre las citoquinas mas relevantes en el desarrollo de la DM2 se encuentran:

e TNF-a: Promueve la resistencia a la insulina al interferir con las vias de sefializacion
del receptor de insulina, ademas de contribuir a la disfuncion endotelial y al desarrollo
de aterosclerosis [53].

e IL-6: Estd implicada en la resistencia a la insulina y la progresion de complicaciones

cardiovasculares [54]. Ademas se encuentra muy asociada con inflamacion sistémica.
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e IL-1B: En la DM2 se produce una sobreexpresion que induce dafio a las células
pancredticas, reduciendo la secrecion de insulina y agravando el deterioro metabdlico

[55].

En los ultimos afios, las citoquinas han emergido como biomarcadores potenciales para la
deteccion y el monitoreo de la DM2. Su medicion en diversos fluidos corporales permite
evaluar el estado inflamatorio tanto sist¢émico como localizado [56,57]. En particular,
estudios recientes han destacado la relevancia de medir citoquinas inflamatorias en las
lagrimas, ya que ofrecen informacion Unica sobre la inflamacion local en patologias

relacionadas, como la retinopatia diabética [58].

CITOQUINAS EN LAGRIMAS EN PACIENTES CON DM2.

El analisis de citoquinas en lagrimas est4 siendo utilizado como una posible herramienta de
enfermedades inflamatorias que tienen afectacion ocular. Este fluido bioldgico, accesible de
manera no invasiva, ofrece una ventana Unica para estudiar la inflamacion localizada en
enfermedades como el sindrome del ojo seco [59] o el queratocono [60]. A lo largo del
presente trabajo, los términos inflamacion local, inflamacién ocular e inflamacion lagrimal
se emplearan de forma homogénea para referirse a los procesos inflamatorios detectados a
nivel de la pelicula lagrimal, con el fin de facilitar la comprension y evitar ambigiiedades
terminolédgicas. Asimismo, se ha valorado el uso de citoquinas como posibles biomarcadores

inflamatorios en pacientes con cardiopatia isquémica [61].
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En el caso de la DM2, es necesario un adecuado control oftalmoldgico para prevenir
complicaciones y evaluar la evolucion de la enfermedad, lo que justifica la realizacion
periddica de fondos de ojo para el cribado [62]. Aunque se han realizado estudios sobre
citoquinas en lagrimas en el contexto de complicaciones oculares, como la retinopatia
diabética [63,64], persiste una brecha en la literatura respecto a la correlacién entre
inflamacion sistémica y local. La ausencia de estudios que comparen directamente los niveles
de citoquinas en lagrimas y suero en pacientes con DM2 representa una oportunidad para
avanzar en la comprension de la actividad inflamatoria a nivel sistémico y a nivel de un

6rgano diana.

Este enfoque integrador podria permitir la identificacion de perfiles inflamatorios
especificos, mejorar la estratificacion del riesgo y orientar el desarrollo de intervenciones

terapéuticas mas personalizadas.
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Justificacion

La DM2 constituye una enfermedad metabolica cronica con alta prevalencia a nivel mundial,
caracterizada por complicaciones sistémicas que afectan organos clave, incluyendo el
sistema cardiovascular y el ocular. Estas complicaciones se asocian a procesos inflamatorios
crénicos de bajo grado, que han sido ampliamente estudiados en relacidon con la resistencia a
la insulina y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La biisqueda de biomarcadores
fiables para evaluar y monitorizar la inflamacion asociada a la DM2 es, por tanto, una

prioridad en la investigacion biomédica actual.

Tradicionalmente, los estudios se han centrado en la evaluacion de citoquinas en plasma
como indicadores del estado inflamatorio sistémico. Sin embargo, la utilizacion de muestras
de sangre presenta limitaciones como su cardcter invasivo y la necesidad de condiciones
clinicas estrictas para su obtencion. En este contexto, las lagrimas han emergido como una
alternativa prometedora debido a su obtencion no invasiva y a la posibilidad de reflejar
inflamacion local en el entorno ocular, un 6érgano que se ve afectado de manera temprana en

la DM2.

La inflamacion local y sistémica desempefia un papel crucial en la progresion de la DM2 y
sus complicaciones. Las citoquinas, como mediadores inflamatorios, pueden proporcionar
informacion relevante sobre el estado de la enfermedad y su control metabdlico. El estudio
de estas moléculas en lagrimas ofrece la posibilidad de desarrollar herramientas diagnosticas
no invasivas y de bajo coste que podrian complementar las estrategias actuales para el manejo

de la DM2.
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Desde una perspectiva clinica, la posibilidad de utilizar citoquinas en lagrimas como
herramienta diagnostica y prondstica representa una innovacion que podria transformar la
manera en que se aborda el seguimiento y la estratificacion del riesgo en pacientes con DM2.
Ademas, su potencial para predecir lesiones cardiovasculares podria mejorar la capacidad de
identificar pacientes en riesgo y optimizar la toma de decisiones terapéuticas. Sin embargo,
aun existe un vacio en el conocimiento sobre la correlacion entre las citoquinas locales en
lagrimas y los perfiles inflamatorios sistémicos, asi como sobre su aplicabilidad en la préctica

clinica.

La justificacion de este trabajo radica en la necesidad de explorar nuevas herramientas para
la monitorizaciéon de la inflamacion en la DM2, utilizando enfoques innovadores que
permitan una evaluacion mas precisa y menos invasiva. Esta investigacion se plantea como
una contribucidn significativa al campo de la diabetes y la inflamacion, con el potencial de
impactar positivamente en la calidad de vida de los pacientes y en la eficiencia de los sistemas

de salud.
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Hipotesis

Citoquinas en lagrimas como herramienta de monitorizacion: Las citoquinas
presentes en lagrimas pueden utilizarse como biomarcadores para monitorizar la
inflamacion en pacientes con DM2.

Comparacion de citoquinas en lagrimas y sangre: Las concentraciones de
citoquinas en lagrimas reflejan perfiles inflamatorios locales de la DM2 en
comparacion con la actividad inflamatoria sistémica de la enfermedad.

Prediccion de eventos cardiovasculares: Los perfiles de citoquinas en lagrimas

permiten identificar pacientes con mayor riesgo de lesiones cardiovasculares.
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Materiales y Métodos

Este trabajo se compone de dos estudios independientes, disefiados para investigar la utilidad
de las citoquinas en lagrimas como biomarcadores en el contexto de la diabetes mellitus tipo

2 (DM2). A continuacion, se describen los métodos de cada uno de los estudios.
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Primer estudio: Perfiles Inflamatorios Distintos en Plasma y

Lagrimas de Pacientes con Diabetes Tipo 2

e Diseifio del estudio y participantes

Para alcanzar los objetivos propuestos, se diseiid un estudio observacional y transversal con
un total de 108 participantes, que tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion, resultd en

una muestra final de 81 pacientes, distribuidos en los siguientes grupos:

o Grupo DM2: 40 pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

o Grupo Control: 41 controles no diabéticos.

Todos los participantes fueron reclutados en centros de salud de la provincia de Malaga, entre

los meses de mayo y junio de 2023, cumpliendo una serie de criterios de participacion:

Criterios de inclusion:

Requerian la participacion de hombres y mujeres de 18 afios 0 mas que otorgaran su
consentimiento informado de manera voluntaria. Para el grupo DM2, los participantes fueron
seleccionados de una lista de pacientes en un centro de medicina familiar mediante un
muestreo sistematico no aleatorio (se seleccionaba a cada cuarto paciente con DM2; si un
paciente no cumplia con los criterios de inclusion, se elegia al siguiente de la lista) para
minimizar el sesgo de seleccion. Los pacientes de este grupo tenian un diagnostico de DM2

desde hace mas de dos anos y estaban recibiendo tratamiento médico. El grupo control
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incluy6 a participantes no diabéticos seleccionados de la misma lista, siguiendo criterios de

muestreo idénticos.

Criterios de exclusion:

Pacientes que no podian acudir al centro de salud; que presentaban diagndstico o sospecha
de enfermedad infecciosa activa en el momento del reclutamiento; con diagndstico previo de
retinopatia diabética; con enfermedades inflamatorias crdnicas, incluyendo enfermedades
autoinmunes; mujeres en estado de embarazo y/o lactancia; aquellos bajo terapia hormonal
de cualquier tipo; y aquellos con un estado cognitivo que impidiera la correcta comprension

de la descripcion y finalidad del estudio.

e Evaluaciones clinicas

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron citados en una consulta de Atencion
Primaria, en horarios comprendidos entre las 16:00 y 19:00 horas. La evaluacion fue
realizada por un equipo sanitario consistente en dos médicos y una enfermera, quienes se
encargaron de atender a todos los participantes. Durante la entrevista clinica, se confirmaron
y recolectaron los datos sociodemograficos de los pacientes, asi como los factores de riesgo
cardiovascular, incluyendo antecedentes de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular.
Ademas, se evaluaron los criterios de participacion y, tras la firma del consentimiento

informado, se procedio a la obtencion de las muestras bioldgicas.
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e Obtencion y procesamiento de muestras

Lagrimas:

Las muestras de lagrimas se recolectaron de ambos ojos de cada paciente durante la
misma sesion de consulta en la que se realizd la evaluacion clinica y la toma de sangre,
utilizando la prueba de Schirmer con tiras Schirmer-Plus® (GECIS, Neung sur Beuvron,
Francia). Las tiras de papel se colocaron en el fondo inferior de cada ojo sin aplicar
anestésico topico previamente. Se excluyeron aquellas muestras que presentaron menos
de 6 mm de humedad en la tira después de 5 minutos. Las muestras de lagrimas se
congelaron inmediatamente a -80 °C hasta su andlisis, tal como se reportd previamente

[65].

Para la elucién de proteinas, cada tira con liquido lagrimal se cortd en pequeios
fragmentos y se sumergié en 100 pL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que
contenia 0,3% de Tween® 20, 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) y un inhibidor de
proteasas. La mezcla se incub6 durante la noche a 4 °C, tras lo cual se recolecto el
sobrenadante. El contenido total de proteinas en cada muestra se cuantifico utilizando un
espectrofotometro NanoDrop™ One (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)

mediante la medicion de la absorbancia a 280 nm.

Plasma:
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Las muestras de sangre se recolectaron por la mafiana después de que los participantes
hubieran ayunado durante 8—12 horas. Se extrajo sangre venosa en tubos de 10 mL con
K2 EDTA (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) y se proces6 inmediatamente para obtener
plasma. Especificamente, las muestras se centrifugaron a 2200 xg durante 15 minutos a
4 °C, y posteriormente se recolectd el sobrenadante (plasma). Las muestras de plasma
fueron caracterizadas individualmente, registradas y almacenadas a —80 °C hasta su

posterior analisis.

e Determinacion de citoquinas

Las concentraciones de mediadores inflamatorios en las muestras de plasma y lagrimas
se cuantificaron siguiendo el protocolo provisto por el kit Bio-Plex Pro™ Human
Cytokine 27-plex Assay (#¥M500KCAFO0Y; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Este inmunoensayo, basado en la tecnologia Luminex® MAGPIX®, se llevo a cabo en
el Laboratorio de la Plataforma IBIMA-BIONAND del Parque Tecnoldgico de Malaga
en colaboracion con la Universidad de Malaga. Se analizaron un total de 27 mediadores
inflamatorios: interleucina IL1p, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS (IL-8), IL-
9,IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CCL11 (eotaxina-1), FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-
vy, CXCL10, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), PDGF-BB, CCL4 (MIP-1B), CCL5
(RANTES) y VEGEF. Las placas de 96 pocillos se leyeron utilizando un lector Bio-Plex
MAGPIX™ vy el software Bio-Plex Manager™ MP (Luminex, Austin, TX, USA) en la
Unidad de Protedmica de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion de la

Universidad de Malaga.
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Todas las muestras se analizaron por duplicado para aumentar la fiabilidad y exactitud de
las mediciones y minimizar el sesgo de medicion basado en determinaciones previas.
Para las muestras con una densidad optica (OD) inferior al limite de deteccion en el
ensayo multiplex, pero superior al fondo (valores cero), se asigno la concentracion a partir
de la muestra con la OD mas baja, asignandole la mitad de la concentraciéon minima que
pudiera interpolarse en las curvas estdndar (64,65). El coeficiente de variabilidad
intraensayo fue inferior al 7% y el interensayo inferior al 8%. Las concentraciones de

estos mediadores inflamatorios se midieron en pg/mL o ng/mL.

e Analisis estadistico

Los datos se presentaron como niimero y porcentaje de eventos [n (%)], media y
desviacion estindar (media = DE) o mediana e intervalo intercuartilico [mediana (IQR,

25%-75%)], segun el tipo y la distribucion de la variable.

La significacion estadistica de las diferencias en variables categdricas se evalué mediante
la prueba exacta de Fisher, mientras que las diferencias en variables continuas se
evaluaron utilizando la prueba U de Mann-Whitney para variables con distribucién no
normal o la prueba t de Student para variables con distribucion normal. Para controlar la
tasa de descubrimiento falso (FDR) derivada de las comparaciones multiples entre los
grupos DM2 y control, se aplicé el procedimiento de Benjamini-Hochberg para calcular

los valores p ajustados (q-valores).

Se realizaron multiples andlisis de correlacion entre las concentraciones de citocinas en
plasma y lagrimas utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman (rho). Las

concentraciones de citocinas en lagrimas para cada paciente se calcularon como la media
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de ambos ojos, con un coeficiente de variacion medio inferior al 6%. Se emple6 analisis
de covarianza (ANCOVA) (estadistico F) para evaluar las citocinas en plasma y lagrimas
en funcion del diagnostico de DM2, ajustando por variables independientes y covariables
para minimizar el sesgo. Los datos brutos de las concentraciones de citocinas se
transformaron inversamente para aproximar una distribucion normal y cumplir con los
supuestos del ANCOVA. Se reportaron las medias marginales estimadas y los intervalos
de confianza del 95% (IC 95%) de las concentraciones de citocinas transformadas

inversamente.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 5.04
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e IBM SPSS Statistics version 22 (IBM,

Armonk, NY, USA). Se consideraron significativos los valores de p inferiores a 0,05.
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Segundo estudio: Perfil oftalmologico diferencial en Pacientes con enfermedad
coronaria arterial coexistente con Diabetes Mellitus tipo 2: Concentraciones

elevadas de citoquinas en lagrimas

e Diseiio del estudio y participantes

Este estudio transversal y unicéntrico se llevo a cabo en los departamentos de Cardiologia y
Oftalmologia del Hospital Universitario Virgen de la Victoria (Malaga, Espafia). Se incluyo
a pacientes consecutivos atendidos en el hospital entre febrero y julio de 2022 por sospecha

de enfermedad arterial coronaria (EAC) cronica o aguda.

Un total de 125 pacientes con sospecha de EAC fueron inicialmente evaluados. Tras la
revision de sus historias clinicas y la aplicacion de criterios de inclusion y exclusion, 100
pacientes cumplieron con los criterios de elegibilidad. Estos pacientes fueron categorizados

en dos grupos segun la coexistencia de DM2:

e Grupo EAC+DM2: 32 pacientes con EAC confirmada y diagnostico de DM2.

e Grupo EAC: 40 pacientes con EAC confirmada y sin diagndstico de DM2.

Criterios de inclusion:

o Participacion voluntaria con firma de consentimiento informado.
e Diagnéstico confirmado de EAC mediante angiografia coronaria o tomografia
computarizada.

o Pacientes mayores de 18 afios y clinicamente estables.
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Criterios de exclusion:

o Enfermedades inflamatorias o infecciosas cronicas.

o Enfermedades oftalmoldgicas significativas como retinopatia diabética, degeneracion
macular o oclusiones venosas.

o Enfermedades cronicas avanzadas que reduzcan la esperanza de vida a menos de un
afno.

e Tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) <30 mL/min/1.73 m?

e Evaluaciones clinicas

Los datos clinicos y demogréaficos se recolectaron mediante historias electronicas y
evaluaciones médicas durante la hospitalizacion. Se documentaron factores de riesgo
cardiovascular como hipertension, dislipidemia, tabaquismo y obesidad, asi como
caracteristicas especificas de EAC, incluidos los tratamientos aplicados (intervenciones

coronarias percutaneas o cirugia de bypass coronario).

e Evaluacion oftalmolégica y recoleccion de muestras de lagrimas

La evaluacion oftalmoldgica se realizé entre las 24 horas previas al alta hospitalaria y los

7 dias posteriores al diagnostico de EAC. Las mediciones incluyeron:

e Agudeza visual mejor corregida (BCVA).

e Presion intraocular (IOP).
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e Pruebas de imagen con tomografia de coherencia optica (OCT), evaluando
parametros como grosor macular, volumen del cubo macular y grosor de la capa de

fibras nerviosas retinianas.

Las lagrimas se recolectaron utilizando tiras Schirmer-Plus®, siguiendo un protocolo

idéntico al descrito en el primer estudio.

e Determinacion de citoquinas

La determinacion de las concentraciones de mediadores inflamatorios en muestras de
plasma y lagrima se realizo siguiendo las instrucciones de Bio-Plex Pro™ Human
Cytokine 27-plex Assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Este
inmunoensayo esta basado en la tecnologia Luminex® MAGPIX® y se realizo en el
laboratorio de IBIMA-Plataforma BIONAND del Parque Tecnologico de Malaga en
colaboracion con la Universidad de Malaga. Se analizaron un total de 27 mediadores
inflamatorios: interleucina IL1p, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS (IL-8), IL-
9,IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CCL11 (eotaxina-1), FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-
vy, CXCL10, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), PDGF-BB, CCL4 (MIP-1B), CCL5

(RANTES) y VEGF.
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e Analisis estadistico

Las citoquinas en lagrimas se analizaron mediante el mismo kit multiplex utilizado en el

primer estudio (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay).

Las diferencias entre grupos se analizaron mediante pruebas t de Student o Mann-Whitney

para variables continuas y chi-cuadrado para variables categoricas.

Se utilizaron modelos de regresion logistica para evaluar la capacidad predictiva de las

citoquinas en lagrimas respecto a complicaciones cardiovasculares.

Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos, ajustandose mediante

el procedimiento de Benjamini-Hochberg.
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Resultados
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Primer estudio: Perfiles Inflamatorios Distintos en Plasma y

Lagrimas de Pacientes con Diabetes Tipo 2

1. Caracteristicas Demograficas y Clinicas de la Muestra

La muestra total (n = 81) presentd una distribucion equilibrada entre mujeres (49%) y
hombres (51%), con una mediana de edad de 64 afios y un indice de masa corporal (IMC)
mediano de 28,7 kg/m?. Los participantes presentaron sobrepeso de forma predominante
(53%) y una alta prevalencia de hipertension (HTA) (67%) y dislipidemia (DLP) (53%), pero

una baja proporcion de fumadores (16%).

La comparacion entre los grupos DM2 y control revel6 diferencias significativas en edad (p
<0,01), HTA (p < 0,001) y DLP)(p < 0,01). El grupo DM2 presenté una mediana de edad
mas elevada (67 afios) y una mayor prevalencia de HTA (88%) y DLP (75%) en comparacion
con el grupo control. Cabe destacar que todos los casos de infarto agudo de miocardio (IAM)
(13%) y accidente cerebrovascular (ACV) (8%) en la muestra se observaron en pacientes con

DM2, sin que se reportaran casos en el grupo control.

Ademas, los pacientes con DM2 controlada tenian un nivel mediano de HbA1C de 6,4%,

significativamente superior al del grupo control (p < 0,001).

60



Table 1.

GROUP
VARIABLE Total Control T2DM P-value
n=81 n=41 n =40
Sex Female 41 (50.6) 24 (58.5) 17 (42.5) 0.149
[n (%)] Male 40 (49.4) 17 (41.5) 13 (57.5) '
Age (years) Mean + SD 64.1 +9.5 60.9 +9.4 67.3 +8.5 0.002°
. 29.0
BMI (kg/m?) Median (IQR) 28.7 (6.0) 279 (6.3) 6.2) 0.158¢
Normal 9(11.1) 6 (14.6) 3(7.5)
Obesity d Overweight 43 (53.1) 22 (53.7) 21 (52.5)
%] Class 19 (23.5) 4(9.8) 10 (25.0) 0.691¢
n
[n (% Class 11 10 (12.3) 4(9.8) 6 (15.0)
Class 11 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Hypertension
54 (66.7) 19 (46.3) 35(87.5) <0.001
[n (%)]
Dyslipidemia
43 (53.1) 15 (36.6) 28 (70.0) 0.0032
[n (%)]
Smoking
13 (16.0) 8 (19.5) 5(12.5) 0.3902
[n (%)]
Acute myocardial infarction
5(6.2) 0 (0.0) 5(12.5) 0.0192
[n (%)]
Ischemic stroke
3(3.7) 0 (0.0) 3(7.5) 0.0742
[n (%)]
Glycated . .
hemoglobin (%) Median (IQR) 5.9 (1.0) 5.7 (0.4) 6.4(1.1) <0.001

(2) P-value calculated using the chi-square test; (b) P-value calculated using the Student t test; (<) P-
value calculated using the Mann-Whitney U test; (1) Obesity was categorized according to BMI (kg/m?2)
into normal (< 18.5), overweight (18.5-24.9), obesity class I (30.0-34.9), obesity class II (35.0-39.9),
and obesity class III (= 40.0). Abbreviations: BMI = body mass index; IQR = interquartile range; SD =

standard deviation.
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2. Concentraciones de Citocinas

Se determinaron las concentraciones de mediadores inflamatorios a partir de las muestras de

plasma y lagrimas de los participantes para investigar las diferencias entre los grupos DM2

y control utilizando la prueba U de Mann-Whitney.

Concentraciones en Plasma

Se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos en solo cuatro analitos (Tabla

2). Especificamente, los pacientes con DM2 mostraron una disminucion significativa en las

concentraciones de IL-9 (U =389, p <0,001) y CCL4 (U =774,5, p <0,001) en comparacion

con los participantes control. Por el contrario, se observd un aumento significativo en las

concentraciones de CCL11 (U = 1081,5, p < 0,05) y VEGF (U = 1058,5, p < 0,05). Sin

embargo, tras el ajuste por comparaciones multiples, solo IL-9 y CCL4 se mantuvieron

significativos.

Tabla 2. Concentraciones en Plasma

GRUPO
VARIABLE Control DM2 P-valor 2
n=41 n=40
IL-1B (pg/mL) Mediana (RIC) 7.40 (11.36) 10.25 (7.79) 0.443
IL-1ra (ng/mL) Mediana (RIC) 1.37 (0.59) 1.34 (0.40) 0.288
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IL-2 (pg/mL) Mediana (RIC) 18.31 (7.76) 14.43 (7.74) 0.068
IL-4 (pg/mL) Mediana (RIC) 21.57 (10.86) 22.14 (13.37) 0.653
IL-5 (pg/mL) Mediana (RIC) 190.5 (168.9) 269.9 (153.9) 0.078
IL-6 (pg/mL) Mediana (RIC) 8.97 (9.88) 11.17 (8.24) 0.631
IL-7 (pg/mL) Mediana (RIC) 55.93 (36.41) 34.98 (41.76) 0.053
CXCL8 (pg/mL) Mediana (RIC) 23.62 (12.63) 25.22 (11.97) 0.636
IL-9 (ng/mL) Mediana (RIC) 3.18 (0.66) 2.88 (0.60) <0.001
IL-10 (pg/mL) Mediana (RIC) 14.68 (10.76) 14.68 (10.76) 0.357
IL-12p70 (pg/mL) Mediana (RIC) 35.57 (17.57) 35.57 (17.57) 0.527
IL-13 (pg/mL) Mediana (RIC) 13.49 (8,17) 11.43 (11.3) 0.185
IL-15 (pg/mL) Mediana (RIC) 903.4 (276.0) 903.4 (276.0) 0.566
IL-17 (pg/mL) Mediana (RIC) 30.17 (16.95) 24.52 (16.25) 0.779
CCL11 (pg/mL) Mediana (RIC) 426.6 (219.0) 572.2 (349.0) 0.014
FGF basic (pg/mL) Mediana (RIC) |  114.52 (38.04) 95.29 (19.23) 0.095
G-CSF (pg/mL) Mediana (RIC) 128.2 (125.6) 143.9 (125.6) 0.621
GM-CSF (pg/mL) Mediana (RIC) 12.95 (7.30) 13.61 (5.28) 0.060
IFN-y (pg/mL) Mediana (RIC) 41.48 (22.05) 41.48 (19.84) 0.801
CXCL10 (ng/mL) Mediana (RIC) 1.73 (1.07) 1.47 (1.04) 0.117
CCL2 (pg/mL) Mediana (RIC) |  108.76 (80.39) 118.57 (52.68) 0.107
CCL3 (pg/mL) Mediana (RIC) 7.12 (3.24) 6.19 (3.44) 0.665
PDGF-BB (ng/mL) Mediana (RIC) 1.02 (1.19) 0.73 (0.87) 0.098
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CCL4 (ng/mL) Mediana (RIC) 1.43 (0.23) 1.24 (0.37) <0.001
CCL5 (ng/mL) Mediana (RIC) 12.9 (4.97) 13.93 (6.37) 0.865
TNF-a (ng/mL) Mediana (RIC) |  154.73 (51.44) 154.73 (51.54) 0.422
VEGF (ng/mL) Mediana (RIC) 303.7 (180.1) 423.4 (223.4) 0.024

(*) P-valor calculada usando el test U the Mann-Whitney. Las diferencias significativas después del ajuste por
comparaciones multiples (FDR) estan indicadas en negrita (nivel de significacion corregido por Benjamini-Hochberg q =

0.0037).

Concentraciones en Lagrimas

El andlisis de las concentraciones de citocinas en las lagrimas de ambos ojos reveld

diferencias significativas entre los dos grupos en varios analitos.

Table 3. Concentrscion de citoquinas en lagrimas

GROUP
VARIABLE Control T2DM P-valor 2
n =82 n =280
IL-1B (pg/mL) Mediana (RIC) 1.09 (0.68) 1.26 (0.87) 0.173
IL-1ra (ng/mL) Mediana (RIC) 5.87 (5.56) 8.66 (6.66) 0.001
IL-2 (pg/mL) Mediana (RIC) 0.77 (0.68) 0.87 (0.51) 0.267
IL-4 (pg/mL) Mediana (RIC) 4.95 (4.21) 5.44 (5.18) 0.380
IL-5 (pg/mL) Mediana (RIC) 51.43 (37.34) 47.03 (43.12) 0.696
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IL-6 (pg/mL) Mediana (RIC) 1.19 (2,46) 2.57 (4.29) <0.001
IL-7 (pg/mL) Mediana (RIC) 6.99 (4.09) 6.91 (4.88) 0.444
CXCL8 (pg/mL) Mediana (RIC) 20.41 (36.21) 45.61 (98.52) <0.001
IL-9 (ng/mL) Mediana (RIC) 11.35 (6.36) 11.09 (7.87) 0.461
IL-10 (pg/mL) Mediana (RIC) 1.25 (1.07) 1.18 (1.39) 0.515
IL-12p70 (pg/mL) Mediana (RIC) 1.60 (1.88) 1.51 (1.64) 0.943
IL-13 (pg/mL) Mediana (RIC) 0.24 (0.39) 0.24 (0.58) 0.377
IL-15 (pg/mL) Mediana (RIC) 45.52 (54.67) 70.69 (58.64) 0.001
IL-17 (pg/mL) Mediana (RIC) 2.45 (1.58) 2.40 (2.36) 0.903
CCL11 (pg/mL) Mediana (RIC) 2.03 (1.51) 2.29 (2.01) 0.472
FGF basic (pg/mL) Mediana (RIC) 4.04 (1.89) 3.95 (2.33) 0.752
G-CSF (pg/mL) Mediana (RIC) 4.56 (8.66) 7.16 (17.76) 0.014
GM-CSF (pg/mL) Mediana (RIC) 0.55 (0.53) 0.66 (0.74) 0.307
IFN-y (pg/mL) Mediana (RIC) 211.4 (251.8) 198.3 (239.4) 0.563
CXCL10 (ng/mL) Mediana (RIC) 2.83 (2.07) 3.03 (3.28) 0.133
CCL2 (pg/mL) Mediana (RIC) 9.40 (9.19) 12.37 (16.69) 0.002
CCL3 (pg/mL) Mediana (RIC) 0.23 (0.15) 0.25 (0.31) 0.063
PDGF-BB (ng/mL) Mediana (RIC) 1.42 (2.43) 2.26 (1.97) 0.053
CCL4 (ng/mL) Mediana (RIC) 4.78 (2.86) 4.49 (3.66) 0.435
CCL5 (ng/mL) Mediana (RIC) 1.06 (1.76) 1.98 (1.94) <0.001
TNF-a (ng/mL) Mediana (RIC) 13.78 (11.44) 15.2 (14.34) 0.433
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VEGF (ng/mL) Mediana (RIC) 11.08 (14.04) 15.34 (21.44) 0.001

(*) p valor calculado mediante la prueba de Mann-Whitney U. Las diferencias significativas después del ajuste por
comparaciones multiples (FDR) estan indicadas en negrita (nivel de significacion corregido por Benjamini-Hochberg q =
0.0148). Las medianas se calcularon utilizando las concentraciones de citoquinas en lagrimas de ambos 0jos.

A diferencia de los hallazgos en plasma, las citocinas alteradas en los pacientes con DM2 se
encontraban elevadas en comparacion con los controles. Las comparaciones entre los grupos
revelaron incrementos significativos en las concentraciones en lagrimas de IL-1ra (U =
4293, p=0,001), IL-6 (U = 4387,5, p <0,001), CXCLS8 (U = 4476, p < 0,001), IL-15 (U =
4292,5, p = 0,001), G-CSF (U = 4014, p < 0,05), CCL2 (U = 4223, p <0,01), CCL5 (U =
4653,5, p < 0,001) y VEGF (U = 4258,5, p = 0,001). Tras el ajuste por comparaciones

multiples, todas las diferencias significativas se mantuvieron.

3. Niveles de Citocinas Ajustados por Edad y Factores de Riesgo

Cardiovascular

Las concentraciones de citocinas en muestras de plasma y lagrimas (de ambos ojos) se
analizaron mediante ANCOVA, considerando el diagnostico de DM2 como factor principal
y la edad, hipertension y dislipidemia como covariables. Dada la distribucion de las
concentraciones de los analitos, los valores se transformaron inversamente para cumplir los

supuestos de este procedimiento estadistico paramétrico.
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- Niveles en Plasma

El andlisis de los niveles de citocinas en plasma reveld un efecto principal significativo
del diagnostico de DM2 sobre IL-2 (F(1,81) = 6,83, p =0,011; Fig. 1A), IL-7 (F(1,81) =
5,49, p =0,022; Fig. 1B), IL-9 (F(1,81) = 11,17, p = 0,001; Fig. 1C) y CCL4 (F(1,81) =
9,66, p = 0,003; Fig. 1D). En todos los casos, el diagnostico de DM2 se asoci6 con una
disminucion significativa en los niveles de estas citocinas en los pacientes con DM2 en

comparacion con los controles.

- Niveles en Lagrimas

En cuanto a los niveles de citocinas en lagrimas (de ambos 0jos), el andlisis revel6 un
efecto principal significativo del diagnodstico de DM2 sobre IL-6 (F(1,162) =7,37,p =
0,007; Fig. 1E), CXCL8 (F(1,162) = 11,32, p = 0,001; Fig. 1F), IL-15 (F(1,162) = 5,14,
p =0,025; Fig. 1G), CCLS5 (F(1,162) = 14,73, p < 0,001; Fig. 1H) y VEGF (F(1,162) =
8,11, p=10,005; Fig. 1E). A diferencia de lo observado en plasma, en los pacientes con
DM2 el diagndstico se asocid con un aumento significativo de estos niveles de citocinas

en comparacion con los controles.
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Figure 1
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- Influencia de la Edad y Factores Cardiovasculares en los Niveles de Citocinas

Dado que los analisis estadisticos se realizaron mediante ANCOVA, incluyendo la edad,
hipertension y dislipidemia como covariables, se examind la influencia de estas
covariables en los niveles de citocinas en ambos fluidos. Mientras que la hipertension y
la dislipidemia no mostraron efectos significativos sobre las concentraciones de citocinas
transformadas inversamente en plasma o lagrimas, la edad se asoci6 de forma
significativa con alteraciones en varios mediadores inflamatorios, particularmente en las

lagrimas.
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En plasma, las citocinas cuyos niveles se vieron significativamente afectados por la edad

incluyeron IL-1p (F(1,81) = 7,53, p = 0,008), IL-9 (F(1,81) = 4,83, p = 0,031), CCL11

(F(1,81) = 4,14, p = 0,045), CXCL10 (F(1,81) = 6,98, p = 0,010), CCL3 (F(1,81) = 4,97,

p = 0,029) y TNF-a (F(1,81) = 4,29, p = 0,042). Para investigar mas a fondo esta

asociacion con la edad, se realizdé un analisis de correlacion con las concentraciones

brutas de estos analitos. Si bien la mayoria de estas citocinas exhibid una correlacion

positiva con la edad, IL-9 mostr6 una correlacion inversa significativa (rtho = -0,35, p =

0,001).

Tabla S1. Analisis de correlacion entre la edad y las concentraciones de citoquinas en muestras de plasma y lagrimas para

aquellas citoquinas afectadas por la edad en la ANCOVA, con el diagnostico de diabetes tipo 2 como factor principal.

Total
Plasma Lagrimas
VARIABLE
Age (years) Age (years)
rho P-value 2 rho P-value 2
IL-1B (pg/mL) +0.295 0.008 +0.262 0.018
IL-1ra (ng/mL) - - +0.293 0.008
IL-2 (pg/mL) - - +0.182 0.105
IL-4 (pg/mL) - - +0.248 0.026
IL-5 (pg/mL) - - +0.172 0.124
IL-6 (pg/mL) - - +0.408 <0.001
CXCLS8 (pg/mL) +0.387 <0.001
IL-9 (ng/mL) -0.349 0.001 +0.138 0.218
IL-10 (pg/mL) - - +0.144 0.199
IL-12p70 (pg/mL) - - +0.128 0.256
IL-13 (pg/mL) - - +0.206 0.064
IL-15 (pg/mL) - - +0.381 <0.001
IL-17 (pg/mL) - - +0.194 0.083
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CCL11 (pg/mL) +0.314 0.004 +0.226 0.042
FGF basic (pg/mL) - - +0.187 0.094
G-CSF (pg/mL) - - +0.388 <0.001
GM-CSF (pg/mL) - - +0.243 0.029
CXCL10 (ng/mL) +0.191 0.088 +0.170 0.129
CCL3 (pg/mL) +0.217 0.052 +0.240 0.031
PDGF-BB (ng/mL) - - +0.275 0.013
CCL4 (ng/mL) - - +0.351 0.001
CCLS5 (ng/mL) - - +0.424 <0.001
TNF- a (ng/mL) +0.201 0.072 +0.192 0.085
VEGF (ng/mL) - - +0.347 0.001

(@) p-valor calculado utilizando el coeficiente de correlacién de Spearman. Se realiz6 un ANCOVA
unidireccional utilizando el diagndstico de diabetes tipo 2 como factor principal, y la edad, la
hipertension y la dislipidemia como covariables. En las lagrimas, las correlaciones se calcularon
utilizando la concentraciéon media de citoquinas de ambos ojos por participante.

En particular, el analisis de los niveles de citocinas en lagrimas revel6 que la mayoria de
las citocinas (24 de los 27 estudiados) se vieron significativamente afectadas por la edad.
Se observaron asociaciones significativas para IL-1p (F(1,162) = 8,08, p = 0,005), [L-1ra
(F(1,162) = 7,45, p = 0,007), IL-2 (F(1,162) = 6,09, p = 0,015), IL-4 (F(1,162) = 5,34, p
=0,022), IL-5 (F(1,162)=11,41,p=0,001), IL-6 (F(1,162) = 19,98, p <0,001), CXCLS8
(F(1,162) = 13,34, p<0,001), IL-9 (F(1,162) = 6,40, p = 0,012), IL-10 (F(1,162) = 4,11,
p = 0,044), IL-12p70 (F(1,162) = 4,84, p = 0,029), IL-13 (F(1,162) = 4,63, p = 0,033),
IL-15 (F(1,162)=15,96,p <0,001), IL-17 (F(1,162) = 8,19, p=0,005), CCL11 (F(1,162)
= 3,95, p = 0,049), FGF basic (F(1,162) = 5,44, p = 0,021), G-CSF (F(1,162) = 17,08, p
<0,001), GM-CSF (F(1,162) = 6,97, p = 0,009), CXCL10 (F(1,162) = 6,66, p = 0,011),

CCL3 (F(1,162) = 8,91, p = 0,003), PDGF-BB (F(1,162) = 11,03, p = 0,001), CCL4
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(F(1,162) = 12,91, p < 0,001), CCL5 (F(1,162) = 18,12, p < 0,001), TNF-a (F(1,162) =
5,96, p=0,016) y VEGF (F(1,162) = 14,21, p <0,001). De forma similar a lo observado
en plasma, el analisis de correlacion utilizando las concentraciones medias de citocinas

de ambos ojos por participante revelo una correlacion positiva con la edad.

4. Analisis de Correlacion entre las Concentraciones de Citocinas en

Plasma y Lagrimas

Tras medir las concentraciones de citocinas en muestras de plasma y lagrimas de pacientes
con DM2 y controles, se analizaron las correlaciones entre estos mediadores inflamatorios
en ambos fluidos, utilizando las concentraciones en plasma y la media de las concentraciones

en lagrimas (de ambos 0jos) por participante.

En la muestra total, las concentraciones de citocinas en lagrimas mostraron fuertes
correlaciones positivas, siendo el 98,4% de ellas estadisticamente significativas, mientras que
las citocinas plasmaticas exhibieron correlaciones mas débiles, alcanzando la significacion
en el 66,5% de los casos. Ademas, solo el 3,6% de las correlaciones entre las concentraciones

de citocinas en plasma y lagrimas fueron significativas (Figura 3).

Cuando se analizaron por separado en el grupo control (Figura S1) y en el grupo DM2 (Figura
S2), se mantuvo la tendencia de correlaciones mas fuertes entre las citocinas en lagrimas en
comparacion con plasma, al igual que la ausencia de asociacion entre las concentraciones de

citocinas en ambos fluidos.
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A) T2DM group (rho values)

Figure S2

Spearman Coefficient (rho)
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Cabe destacar que no se encontraron correlaciones significativas entre el mismo analito

inflamatorio medido en plasma y en lagrimas, ni en la muestra total ni en cada grupo por

separado. Aunque un analisis inicial sugirié una correlacion positiva significativa entre las

concentraciones de IL-1f en plasma y lagrimas en pacientes con DM2, esta asociacion no se

mantuvo significativa tras el ajuste por comparaciones multiples.

Tabla S2. Analisis de correlacion multiple entre las concentraciones en plasma y la concentracion media en
lagrimas de ambos ojos para las mismas citoquinas.

Total Control DM2
VARIABLE n =81 n=41 n =40
rho P-value ? rho P-value ? Rho P-value ?
IL-1B (pg/mL) +0.144 0.199 -0.113 0.481 +0.427 0.006
IL-1ra (ng/mL) +0.016 0.888 +0.018 0.910 +0.112 0.493
IL-2 (pg/mL) +0.024 0.834 +0.021 0.895 +0.035 0.829
IL-4 (pg/mL) +0.104 0.356 +0.043 0.791 +0.161 0.322
IL-5 (pg/mL) +0.003 0.975 +0.058 0.719 +0.001 0.996
IL-6 (pg/mL) +0.112 0.320 +0.006 0.971 +0.251 0.118
IL-7 (pg/mL) -0.051 0.625 +0.136 0.398 -0.190 0.240
CXCL8 (pg/mL) +0.022 0.844 +0.152 0.344 -0.089 0.586
IL-9 (ng/mL) -0.044 0.694 +0.158 0.323 -0.590 0.070
IL-10 (pg/mL) -0.111 0.324 -0.081 0.615 -0.141 0.387
IL-12p70 (pg/mL) -0.054 0.634 -0.033 0.837 -0.069 0.672
IL-13 (pg/mL) -0.026 0.819 -0.242 0.128 +0.180 0.265
IL-15 (pg/mL) -0.011 0.920 -0.200 0.209 +0.165 0.309
IL-17 (pg/mL) +0.057 0.613 -0.002 0.989 +0.111 0.497
CCL11 (pg/mL) +0.215 0.054 +0.056 0.728 +0.304 0.057
FGF basic (pg/mL) -0.125 0.265 -0.227 0.154 -0.016 0.920
G-CSF (pg/mL) -0.037 0.743 -0.091 0.571 +0.086 0.599
GM-CSF (pg/mL) +0.131 0.245 +0.032 0.845 +0.213 0.187
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IFN-y (pg/mL) +0.210 0.059 +0.199 0.213 +0.196 0.226
CXCL10 (ng/mL) +0.116 0.301 +0.202 0.204 +0.129 0.463
CCL2 (pg/mL) +0.046 0.682 +0.065 0.684 -0.034 0.837
CCL3 (pg/mL) +0.113 0.315 +0.161 0.314 +0.161 0.320
PDGF-BB (ng/mL) +0.014 0.902 +0.085 0.599 -0.016 0.923
CCL4 (ng/mL) -0.024 0.831 +0.085 0.597 -0.047 0.775
CCL5 (ng/mL) +0.086 0.445 +0.004 0.979 +0.096 0.554
TNF-a (ng/mL) +0.195 0.081 +0.172 0.282 +0.204 0.207
VEGF (ng/mL) +0.177 0.114 -0.028 0.863 +0.324 0.041

(a) p valor calculado utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman. Las correlaciones significativas después del
ajuste por pruebas multiples (FDR) se indican en negrita (nivel de significacion corregido por Benjamini-Hochberg q =
0.0019).



Segundo estudio: Perfil oftalmologico diferencal en Pacientes con
enfermedad coronaria arterial coexistente con Diabetes Mellitus
tipo 2: Concentraciones elevadas de citoquinas en lagrimas

1. Caracteristicas clinicas de los pacientes EAC.

Tras la estabilizacion clinica, 100 pacientes con sospecha de EAC cronica o aguda
cumplieron con los criterios de elegibilidad y fueron clasificados en pacientes con

diagnostico de EAC y pacientes sin diagndstico de EAC.

Tabla S1. Factores de riesgo cardiovascular de pacientes con sospecha de EAC segun la confirmacion
de EAC.

| Variable Total No EAC EAC |[]Valor P
Participantes (n) 100 28 7 |
Sexo, mujeres [n (%)] 27(27.0) |19 (32.1) |18 (25.0) |j0.412a
Edad (afios) (media + DE) 60.3 £9.0]159.3 £ 9.7]]60.7 + 8.7]]0.467 b |
Habito de fumar [n (%)] 40 (40.0) |18 (28.6) |]|32 (44.4) 1|0.176 a
DM2 [n (%)] 43 (43.0) |111 (39.3) |32 (44.4) ]|0.661 a
Hipercolesterolemia [n (%)] 36 (36.0) |11 (39.3) |25 (34.7) ||0.817 a
Obesidad [n (%)] 42 (42.0) {112 (42.9) 1|30 (41.7) |J>0.999 4]
|EPOC [n (%)] 9 (9.0) 2(7.1) 7(9.7) >0.999 a|
Enfermedad renal cronica [n (%)]||5 (6.9) 2(7.1) 5(6.9) >0.999 a
Hipertension arterial [n (%)) 39 (39.0) ||13 (46.43)]|36 (50.0) ]|0.825 a

76



(a) Valores P utilizando la prueba exacta de Fisher. (b) Valores P utilizando la prueba t de Student.

Abreviaciones: EAC = enfermedad arterial coronaria; EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva cronica; DE =
desviacion estandar; DM2 = diabetes mellitus tipo 2.

Los pacientes con sospecha de EAC eran mayoritariamente hombres (73%), con una edad
media de 60 afios. Setenta y dos pacientes fueron confirmados con EAC tras la evaluacion
coronaria. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la prevalencia de
factores de riesgo cardiovascular clasicos entre los pacientes con y sin diagnostico de EAC.
Este resultado era esperable, dado que la indicacién de angiografia coronaria en nuestro
centro se basa en una estimacion del riesgo cardiovascular, el cual estd determinado

principalmente por la presencia de estos factores de riesgo.

Los pacientes diagnosticados con EAC (n = 72) fueron categorizados segun la presencia o
ausencia de DM2, observandose una alta prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en

ambos grupos (Tabla 1):

e 50% de los pacientes presentaban hipertension.
e 44% eran fumadores.
e 42% eran obesos.

e 35% tenian hipercolesterolemia.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes con EAC segun la presencia
de DM2.

| Variable [ _Tota_ ][ Nobm2 |[ DM2__|[Valor p]
[Participantes (n) [72 |[«0 |[32 1
. 0.412
Sexo, mujeres [n (%)] 18 (25.0) 12 (30.0) 6 (18.8) (a)
~ . 0.158
Edad (aiios) (media = DE) 60.7 £8.7 59.5+7.9 62.4+92 (b)

. L. 0.092
Habito tabaquico [n (%)] 32 (44.4) 22 (55.0) 10 (31.3) (a)
Antecedentes médicos y enfermedades
cardiovasculares previas [n (%)]

. . 0.081
Hipercolesterolemia 25 (34.7) 10 (25.0) 15 (46.9) (@)
Obesidad 0417 15375 |15 46.9) &3‘76 |
|EPOC 7(9.7) 4 (10.0) 3(9.4) (2(;'999 |

. 0.650
Enfermedad renal cronica 5(6.9) 2 (5.0) 3(9.4) (@) |

. . . 0.096
Hipertension arterial 36 (50.0) 16 (40.0) 20 (62.5) (a)
|Enfermedad arterial coronaria " " " " |

. Crp s 0.756
Enfermedad arterial periférica 12 (16.7) 6 (15.0) 6 (18.8) (a)
. 0.194
Accidente cerebrovascular/AIT 2(2.8) 0 (0.0) 2(6.3) (@) |

ot e, . o 0.582

Fibrilacion auricular/Arritmia 34.2) 1(2.5) 2(6.3) (@)
[Tipo de EAC [n (%)] | | | | |
|EAC crénica 24 (33.3) 13 (32.5) 11 (34.4) ?383 |
[[AM con elevacién del ST (SCACEST) 18500  [lioeso || 5.0 [ |
[[AM sin clevacién del ST (SCASEST) 3017y |l17@25  |[13@06 || |

I

Gravedad de la EAC [n (%)] I
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|Lesmnes no significativas || 18 (25.0) ||11 (27.5) ||7 (21.9) ||0 267 |

|Enfermedad de un solo vaso "21 (29.2) " 14 (35.0) "7 (21.9) |
[Enfermedad multivaso lI33458)  |l15375 |18 56.3) || |
Parametros sanguineos al ingreso (media +
DE) / [mediana (IQR)]
|Alb1'1mina (g/dL) 3.3+0.6 3.3+0.8 32+04 ?ng3 |
- 0.98 (0.78 - |]1.01 (0.75- |]0.96 (0.80 - []0.891
Creatinina (mg/dL) 1.18) 1.22) 1.15) ©) |
. 0.396
Hemoglobina (g/dL) 139+ 1.7 14.0+2.1 13.6+ 1.8 (b)
. . 0.110
Proteina C reactiva (mg/L) 16.6 £ 8.5 14.7+ 8.0 18.0+£9.3 (b)
. . . . 78.25 (59.50 -|]79.00 (65.25 -||77.50 (59.00 -]{0.724
Filtracion glomerular estimada (mL/min/1.73m2) 90.00) 90.00) 95.00) © |
|Tratamient0 [n (%)] " " " " |
Conservador 23 (31.9) 13 (32.5) 10 (31.3) (2(;‘999 |
[icP/ICABG [l49 68.1)  |[27(675)  |[22(68.8) || |

(b) Valores p calculados mediante la prueba exacta de Fisher. (b) Valores p calculados mediante la prueba t de Student. (c) Valores p
calculados mediante la prueba de Mann-Whitney U.

Abreviaciones: CABG = cirugia de derivacion aortocoronaria; EAC = enfermedad arterial coronaria; EPOC = enfermedad pulmonar
obstructiva cronica; IAM = infarto agudo de miocardio; ICP = intervencion coronaria percutanea; IQR = rango intercuartilico; SCASEST
= infarto agudo de miocardio sin elevacion del ST; SCACEST = infarto agudo de miocardio con elevacion del ST; TIA = ataque isquémico
transitorio; DM2 = diabetes mellitus tipo 2.

Si bien los pacientes con DM2 mostraron una mayor prevalencia de comorbilidades y
enfermedades cardiovasculares previas (como hipercolesterolemia, obesidad e hipertension)
en comparacion con aquellos sin DM2, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

En cuanto a las caracteristicas especificas de la EAC, no se encontraron diferencias

significativas entre los pacientes con y sin DM2 en las diversas variables analizadas en
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nuestra muestra. La mayoria de los pacientes fueron diagnosticados con infarto de miocardio

sin elevacion del segmento ST (IAMSEST, 42%) y presentaban enfermedad multivaso.

2. Parametros oftalmologicos y concentraciones de citoquinas en lagrimas

en pacientes con EAC segun la presencia de DM2

Los pacientes con EAC fueron clasificados en funcion de la presencia o ausencia de DM2, y
se realizaron evaluaciones oftalmolégicas mediante la recopilacion de pardmetros
estructurales oculares y el analisis de muestras de lagrimas. No hubo valores faltantes en los

datos recopilados.

Parametros oftalmoléogicos

Como se muestra en la Tabla 2, se evaluaron multiples pardmetros oftalmologicos y se
observaron algunas diferencias entre los pacientes con EAC y DM2 en comparacién con

aquellos con EAC sin DM2.

e Aunque los pacientes con EAC y DM2 presentaron una disminucion en la prueba de
Schirmer, en la agudeza visual mejor corregida (BCVA) y en el grosor minimo de la
capa de células ganglionares (GCLMT), estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

e Sin embargo, los pacientes con EAC y DM2 mostraron valores significativamente
mas bajos en los siguientes pardmetros después del ajuste por comparaciones

multiples:
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o Volumen del cubo macular (MCV) (¢ <0,01).

o Grosor macular medio (MMT) (¢ < 0,01).

o Grosor de la capa de fibras nerviosas retinianas (RNFLT) (¢ < 0,05).

o Grosor de la capa de células ganglionares (GCLT) (¢ < 0,05).

Tabla 2. Parametros oftalmologicos en pacientes con EAC segun la presencia de DM2

Parametro oftalmolégico EAC sin EAC con Valor de Valor de p
DM2 DM2 p a,b ajustado (q-valor)
c
Numero de ojos examinados | 80 64 - -
()
Presion intraocular (mm Hg) | 15.05+2.95 | 14.08£2.96 | 0.053 a ns
(media = DE)
AVMC [mediana (RIC)] 1.00 (1.00 - 1.00 (0.90- | 0.029b ns
1.00) 1.00)
Test de Schirmer (mm/5 min) | 18.00 (12.00 | 13.00 (9.00 - | 0.043 b ns
[mediana (RIC)] - 28.75) 26.00)
TCCT (pm) (media + DE) 550.55 + 549.94 + 0.925 a ns
37.80 38.36
PCCT (um) (media = DE) 549.06 + 554.02 + 0.475 a ns
42.21 36.77
Longitud axial (mm) (media | 23.66 £0.91 | 23.57+1.57 | 0.722a ns
+ DE)
CMT (um) (media + DE) 269.08 £ 267.18 £ 0.696 a ns
28.35 28.56
MCV (mm?) (media = DE) 10.32+0.51 ] 10.02+0.48 ] 0.001 a 0.008
MMT (um) (media = DE) 286.51 = 27793 + <0.001a | 0.004
14.11 13.42
RNFLT (um) (media+ DE) | 92.65+ 86.51 + 0.002 a 0.012
10.90 12.21
GCLT (um) (media = DE) 81.59 + 76.20 + 0.005 a 0.015
10.46 11.74
GCLMT (um) (media+ DE) | 76.11 + 69.62 + 0.037 a ns
17.94 16.34
Grosor coroideo (um) (media | 306.95 + 292.00 + 0.247 a ns
+ DE) 64.73 82.28

Notas:

(a) Valores de p calculados mediante la prueba t de Student (con correccion de Welch cuando las varianzas eran desiguales).
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(b)

Valores de P calculados mediante la prueba U de Mann-Whitney.

(c) Valores de p ajustados (g-valores) utilizando el procedimiento de Benjamini-Hochberg para el control de la tasa de
descubrimiento falso (FDR).

Abreviaciones:

AVMC = agudeza visual mejor corregida; EAC = enfermedad arterial coronaria; CMT = grosor macular central; FDR =
tasa de descubrimiento falso; GCLMT = grosor minimo de la capa de células ganglionares; GCLT = grosor de la capa de
células ganglionares; RIC = rango intercuartilico, MCV = volumen del cubo macular; MMT = grosor macular medio; ns =
no significativo; PCCT = paquimetria del grosor central de la cornea; RNFLT = grosor de la capa de fibras nerviosas de la
retina; DE = desviacion estandar; TCCT = topografia del grosor central de la cornea; DM2 = diabetes mellitus tipo 2.

Concentraciones de citoquinas en lagrimas

Algunas citoquinas no pudieron ser cuantificadas en las muestras de lagrimas debido
a que sus concentraciones se encontraban por debajo del limite de deteccion: 1L-2,
IL-10, IL-12, IL-15 y VEGF.
En general, las concentraciones de mediadores inflamatorios en lagrimas fueron mas
elevadas en pacientes con EAC y DM2 en comparacion con aquellos sin DM2 (Tabla
3).
Especificamente, se observaron aumentos significativos (¢ < 0,05) en las
concentraciones de las siguientes citoquinas después del ajuste por comparaciones
multiples:

o IL-lra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,

CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1p y CCL11/eotaxina-1.

Por el contrario, las concentraciones de citoquinas proinflamatorias clave como IL-
1B y TNF-a no mostraron diferencias significativas entre los grupos de pacientes con

EAC.
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Tabla 3. Concentraciones de mediadores inflamatorios en ligrimas de pacientes con EAC segin la

presencia de DM2.
. . . EAC sin DM2 || EAC con DM2 ||Valor de p|| Valor de p ajustado
| Mediador inflamatorio (n=80) (n=64) (@) (g-valor) (b)
|Nl’1mer0 de ojos examinados (n) ||80 ||64 |--— ||—
. 0.305 (0.200 - ]]0.269 (0.195 -
|IL-1B (pg/mg) [mediana (IQR)] 0.400) 0.464) 0.842 ns
IL-1ra (ng/mg) [mediana 4.021 (3.102 - |}4.991 (4.268 -
|(IQR)] 6.076) 6.565) 0.003 0.024
. 0.273 (0.215 - ]]0.364 (0.291 -
|IL-4 (pg/mg) [mediana (IQR)] 0.349) 0.441) <0.001 0.017
. 0.900 (0.200 - ]|3.508 (2.727 -
|IL-5 (pg/mg) [mediana (IQR)] 1.845) 4.500) <0.001 0.005
. 0.818 (0.542 - ]|1.614 (0.665 -
|IL-6 (pg/mg) [mediana (IQR)] 1.785) 2.549) 0.005 0.026
. 4.795 (3.359 - |}5.194 (3.456 -
|IL-7 (pg/mg) [mediana (IQR)] 5.893) 6.888) 0.142 ns
. 32.14 (22.60 - ]]69.62 (41.41 -
|IL-8 (pg/mg) [mediana (IQR)] 62.33) 120.17) <0.001 0.012
. 0.609 (0.020 - ]|3.546 (0.510 -
|IL-9 (pg/mg) [mediana (IQR)] 4.208) 6.397) 0.001 0.019
. 0.292 (0.185 - ]]0.404 (0.278 -
|IL-13 (pg/mg) [mediana (IQR)] 0.508) 0.615) 0.008 0.029
IL-17A (pg/mg) [mediana 0.300 (0.300 - ]]0.400 (0.300 - 0.058 ns
(IQR)] 0.600) 0.600) '
TNF-o (pg/mg) [mediana 2.200 (1.000 - |]1.500 (1.000 - 0.069 ns
(IQR)] 7.380) 2.500) '
G-CSF (pg/mg) [mediana 2.010 (0.073 - |{14.749 (7.165 -
|(IQR)] 9.893) 22.429) <0.001 - 110.007
GM-CSF (pg/mg) [mediana 0.459 (0.150 - 1]0.567 (0.420 - 0.011 0.031
(IQR)] 0.886) 0.794) ' '
. 52.33 (38.60 - ]]62.93 (56.51 -
|IFN-y (pg/mg) [mediana (IQR)] 67.17) 72.10) 0.001 0.021
PDGF-BB (pg/mg) [mediana 4.510 (1.510 - |]5.010 (1.635 - 0.127 N
(IQR)] 15.150) 7.510) ' S
CCL2/MCP-1 (pg/mg) 7.381 (3.188 - ]]6.306 (2.979 - 0.603 ns
[mediana (IQR)] 19.015) 21.156) '
CCL3/MIP-10 (pg/mg) 0.174 (0.128 - ]]0.382 (0.212 -
[mediana (IQR)] 0.338) 0.490) <0.001 0.014
CCL4/MIP-1p (pg/mg) 1.488 (0.731 — ]|4.093 (2.404 -
[mediana (IQR)] 2.489) 5.660) <0.001 0.010
CCL5/RANTES (pg/mg) 24,72 (11.12 - |]28.70 (20.25 - 0.034 N
[mediana (IQR)] 46.38) 49.21) ' S
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Mediador inflamatorio EAC sin DM2 || EAC con DM2 ||Valor de p|| Valor de p ajustado
(n=80) (n=64) (a) (g-valor) (b)
CCL11/eotaxina-1 (pg/mg) 0.475 (0.354 - ]]0.685 (0.635 -
[mediana (IQR)] 0.629) 0.861) <0001 1(0.002
CXCL10/TP-10 (ng/mg) 2.249 (1.445 - ||2.314 (1.771 - 0.587 ns
[mediana (IQR)] 3.100) 3.501) ’

(a) Valores de p calculados mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
(b) Valores de p ajustados (g-valores) mediante el procedimiento de Benjamini-Hochberg para el control de la tasa de
descubrimiento falso (FDR).

Abreviaturas:

FDR = tasa de descubrimiento falso; G-CSF = factor estimulante de colonias de granulocitos; GM-CSF = factor estimulante
de colonias de granulocitos y macroéfagos; IFN-y = interferon gamma; IL = interleucina; IP-10 = proteina 10 inducida por
interferon gamma; IQR = rango intercuartil;, MCP-1 = proteina quimioatrayente de monocitos-1; MIP = proteina
inflamatoria de macrofagos; ns = no significativo; PDGF-BB = factor de crecimiento derivado de plaquetas BB; RANTES
= proteina regulada y expresada por células T activadas y secretada; DM2 = diabetes mellitus tipo 2.

3. Correlacion entre los parametros oftalmologicos significativos y las

concentraciones de citoquinas en lagrimas en pacientes con EAC

Se investigd la posible asociacion entre las variables que mostraron diferencias significativas
en ambos grupos de pacientes con EAC. Se encontraron correlaciones inversas entre los
pardmetros oftalmologicos (MCV, MMT, RNFLT y GCLT) y la mayoria de las citoquinas
en lagrimas (IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, G-CSF, IFN-y, CCL3/MIP-10, CCL4/MIP-

1B y CCL11/eotaxina-1).

Las asociaciones entre los pardmetros oftalmoldgicos y las concentraciones de ciertos

mediadores inflamatorios fueron estadisticamente significativas (Figura la, 1b):

o IL-5
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o MCV (tho = —0,18, p = 0,032).

o MMT (tho = 0,18, p = 0,039).

o RNFLT (tho = —0,29, p < 0,001).

o GCLT (tho =-0,28, p=0,001).
IL-8

o MCV (tho=-0,21,p=0,011).

o MMT (rtho =—0,22, p = 0,009).
G-CSF

o MCV (rtho=-0,22, p=0,010).

o MMT (rtho =—0,22, p = 0,008).

CCL3/MIP-1a

o RNFLT (rho = 0,18, p = 0,033).

CCL4/MIP-1pB
o MCV (tho = —0,20, p = 0,016).

o MMT (tho = —0,21, p = 0,013).

o RNFLT (tho = 0,17, p = 0,043).

CCL11/eotaxina-1
o MCV (rho =-0,26, p = 0,002).

o MMT (tho = —0,25, p = 0,003).

o RNFLT (tho = —0,22, p = 0,010).

o GCLT (tho = —0,23, p = 0,006).

Figura 1
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(a) Multiple correlation analysis: Spearman coefficients (b) Multiple correlation analysis: p-Values
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Figura 1. Andlisis de correlacion multiple entre parametros oftalmologicos y citoquinas inflamatorias en lagrimas de
pacientes con diagnostico de EAC. Las variables fueron analizadas utilizando los coeficientes de correlacion de Spearman:
(a) Los valores de Rho fueron codificados por colores segun una escala que varia de azul (rho = -1.0) a rojo (rho = +1.0);
v (b) los valores de p significativos también fueron codificados por colores, con una escala de verde (p < 0.001) a amarillo
(p < 0.05). Los parametros oftalmologicos fueron medidos en los 144 ojos de 72 pacientes con EAC. Las concentraciones
de citoquinas en lagrimas fueron medidas por duplicado en cada uno de los 144 ojos. Para el andlisis de correlacion
multiple se utilizaron determinaciones individuales de los parametros oftalmologicos y las concentraciones medias de
citoquinas (n = 144).

Estos resultados sugieren una asociacion inversa significativa entre los niveles elevados de
ciertas citoquinas en lagrimas y la reduccion en parametros estructurales de la retina, lo que
podria indicar un papel relevante de la inflamacion en los cambios oftalmoldgicos observados

en pacientes con EAC y DM2.

4. Influencia de la edad, el sexo y los factores de riesgo cardiovascular
clasicos sobre los parametros oftalmologicos significativos y las
concentraciones de citoquinas en lagrimas en pacientes con EAC segun la
presencia de DM2

Dado el posible impacto de variables como sexo, edad y factores de riesgo cardiovascular

con alta prevalencia (HTA, DLP, obesidad y tabaquismo) en las diferencias observadas entre
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los grupos de pacientes con EAC y DM2, se realizaron analisis de covarianza (ANCOVA)

para evaluar los parametros oftalmologicos y las concentraciones de citoquinas en lagrimas.

Las enfermedades con baja prevalencia en ambos grupos (enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y enfermedad renal crénica) fueron excluidas del andlisis debido a su

presencia en menos del 10% de los pacientes.

Para asegurar el cumplimiento de los supuestos estadisticos requeridos para los analisis
paramétricos, los datos de concentracion de citoquinas (pg/mL) fueron transformados
logaritmicamente. Posteriormente, se realizd una retransformacion de los valores marginales
estimados en aquellos casos donde se identificaron diferencias significativas entre pacientes

con EAC y DM2 y aquellos sin DM2.

Efectos de la comorbilidad con DM2 y otros factores de riesgo cardiovascular en los

parametros oftalmologicos significativos

Con respecto a los parametros oftalmoldgicos presentados en la Figura 2 (es decir, MCV,
MMT, RNFLT y GCLT), los pacientes con EAC y DM2 comdrbida presentaron valores
significativamente mas bajos de MCV (F1, 132 = 7,62, p = 0,007; Figura 2a) y MMT (F1,

132 =8,11, p = 0,005; Figura 2b) en comparacion con los pacientes sin DM2. Sin embargo,
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no se observaron diferencias en RNFLT y GCLT entre ambos grupos después de ajustar por

edad, sexo y otros factores de riesgo cardiovascular (Figura 2c,d).

Cabe destacar que solo la obesidad mostrd un efecto significativo en todos estos pardmetros

oftalmoldgicos (p < 0,01), a diferencia de otros factores de riesgo.

Figura 2
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Figura 2. Parametros oftalmologicos en pacientes con EAC segun la coexistencia de DM2, tras ajustar por otros factores
de riesgo cardiovascular. (a) Volumen del cubo macular (MCV), (b) Grosor macular medio (MMT), (c) Grosor de la capa
de fibras nerviosas de la retina (RNFLT), y (d) Grosor de la capa de células ganglionares (GCLT). Las barras representan
las medias marginales estimadas y el intervalo de confianza del 95% (IC 95%) de las variables dependientes tras el analisis
ANCOVA, con la DM2 comorbida como factor principal y la hipertension, la hipercolesterolemia, la obesidad, el habito
tabaquico, la edad y el sexo como variables independientes. (**) Indica diferencias significativas con p < 0.01 en
comparacion con el grupo sin DM2. Los parametros oftalmologicos fueron medidos en los 144 ojos de 72 pacientes con
EAC (n = 144, muestra total; n = 80, grupo sin DM2; n = 64, grupo con DM2). Cabe destacar que solo la obesidad mostro
un efecto significativo en todos estos parametros oftalmologicos (p < 0.01), a diferencia de otros factores de riesgo.
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Efectos de la comorbilidad con DM2 y otros factores de riesgo cardiovascular en las

concentraciones de citoquinas significativas

Los resultados del ANCOVA revelaron que las concentraciones de IL-1ra e IFN-y no
fueron significativamente influenciadas por la presencia de DM2 en el contexto de otros
factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo, como se muestra en la Figura 3, los pacientes
con EAC y DM2 comérbida presentaron concentraciones significativamente mas altas de IL-
4 (F1,136 =10,54, p = 0,001; Figura 3a), IL-5 (F1, 136 = 26,21, p <0,001; Figura 3b), IL-6
(F1, 136 = 5,75, p = 0,018; Figura 3c), IL-8 (F1, 136 = 9,52, p = 0,002; Figura 3d), IL-9 (F1,
136 = 7,54, p=0,007; Figura 3e), IL-13 (F1, 136 = 15,09, p <0,001; Figura 3f), G-CSF (F1,
136 = 19,06, p < 0,001; Figura 3g), GM-CSF (F1, 136 = 6,65, p = 0,011; Figura 3h),
CCL3/MIP-1a (F1, 136 = 10,81, p = 0,001; Figura 3i), CCL4/MIP-18 (F1, 136 = 16,85, p <
0,001; Figura 3j) y CCL1l1/eotaxina-1 (F1, 136 = 28,48, p < 0,001; Figura 3k) en

comparacion con los pacientes sin DM2.
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Figura 3
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Figura 3. Concentraciones de citoquinas en lagrimas en pacientes con EAC segun la coexistencia de DM2, tras ajustar por
otros factores de riesgo cardiovascular. (a) IL-4; (b) IL-5; (c) IL-6, (d) IL-8,; (e) IL-9; (f) IL-13; (g) G-CSF; (h) GM-CSF;
(i) CCL3/MIP-10, (j) CCL4/MIP-15; y (k) CCL11/eotaxina-1. Las barras representan las medias marginales estimadas y
el intervalo de confianza del 95% (IC 95%) de las variables dependientes tras el andlisis ANCOVA, con la DM2 comorbida
como factor principal y la hipertension, la hipercolesterolemia, la obesidad, el habito tabaquico, la edad y el sexo como
variables independientes. Las concentraciones brutas de citoquinas fueron transformadas logaritmicamente para el
andlisis y posteriormente retransformadas para su representacion. (), (), y () indican diferencias significativas con p <
0.05, p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente, en comparacion con el grupo sin DM?2. Las concentraciones de citoquinas
fueron medidas por duplicado en cada uno de los 144 ojos de 72 pacientes con EAC (n = 144, muestra total; n = 80, grupo
sin DM2; n = 64, grupo con DM2).

Mientras que el sexo, la HTA y la obesidad no mostraron efectos significativos sobre estas
citoquinas inflamatorias, otros factores independientes si exhibieron efectos significativos:

la edad influy6 en las concentraciones de IL-8, IL-9, IL-13, G-CSF y CCL4; la
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hipercolesterolemia afectd las concentraciones de CCL3; y el habito de fumar tuvo un

impacto significativo en las concentraciones de I[FN-y.

5. Modelos de regresion logistica para diferenciar a los pacientes con EAC

en funcion de la coexistencia o no de DM?2

Para identificar posibles variables discriminatorias, se realizaron analisis de regresion
logistica binaria multivariable utilizando parametros oftalmoldgicos y concentraciones brutas
de citoquinas que exhibieron asociaciones significativas con la presencia de DM2 comorbida,

teniendo en cuenta la edad, el sexo y otros factores de riesgo cardiovascular clsicos.

Modelo completo de regresion logistica

Se construyd un modelo completo de regresion logistica binaria utilizando MCV, MMT y
concentraciones de citoquinas en lagrimas de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13, G-CSF,
GM-CSF, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B y CCLI1l1/eotaxina-1 (Tabla 4). El modelo
identifico MCV (mm? reescalado multiplicado por 100: OR = 1.41; IC 95% = 1.07-1.85; p
< 0.05), MMT (OR = 0.29; IC 95% = 0.11-0.77; p < 0.05), IL-4 (pg/mL reescalado
multiplicado por 10: OR = 0.43; IC 95% = 0.20-0.90; p < 0.05), IL-5 (OR =2.09; IC 95% =
1.43-3.05; p < 0.001), IL-13 (pg/mL reescalado multiplicado por 10: OR = 1.47; IC 95% =

1.09-1.98; p < 0.01), G-CSF (OR = 1.44; IC 95% = 1.18-1.75; p < 0.001), CCL4/MIP-13
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(pg/mL reescalado multiplicado por 10: OR = 0.41; IC 95% = 0.20-0.85; p < 0.05) y
CCL11/eotaxina-1 (pg/mL reescalado multiplicado por 10: OR = 2.68; IC 95% = 1.61-4.47,
p <0.001) como variables distintivas para la presencia de DM2 comoérbida en pacientes con
EAC. El analisis ROC demostré un alto poder discriminatorio del modelo (AUC = 0.950, IC
95% = 0.914-0.985; p < 0.001). Se eligi6 un valor de corte 6ptimo de 0.487, lo que resultd

en una sensibilidad del 93.4% y una especificidad del 91.1% (Figura 4a).
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Figura 4

(a) ROC for full logistic regression model
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Figura 4. Analisis ROC para modelos de regresion logistica binaria con el fin de diferenciar a los pacientes con EAC y
DM?2 comorbida de aquellos con EAC pero sin DM2. (a) Analisis ROC para el modelo de regresion logistica completo,
utilizando parametros oftalmologicos significativos y concentraciones de citoquinas transformadas mediante logl0; y (b)
Analisis ROC para el modelo de regresion logistica reducido, utilizando log10 IL-5, log10 G-CSF y logl1(0 CCL1 1/eotaxina-
1. Las probabilidades obtenidas de cada modelo de regresion logistica binaria (n = 144, muestra total; n = 80, grupo sin
DM?2; n = 64, grupo con DM?2) fueron utilizadas para ambos andalisis ROC. Las lineas rojas discontinuas representan una
clasificacion completamente aleatoria.
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Modelo de regresion logistica reducido

Posteriormente, el modelo resultante de un método estricto de seleccion regresiva por pasos
de Wald (es decir, probabilidad para el procedimiento por pasos: entrada = 0.05 y eliminacién
=0.01) incluyo solo tres variables explicativas: concentraciones de IL-5 (OR = 1.68; IC 95%
= 1.26-2.24; p < 0.001), G-CSF (OR = 1.06; IC 95% = 1.02-1.11; p < 0.01) y

CCL11/eotaxina-1 (OR = 1.56; IC 95% = 1.19-2.05; p = 0.001)

Tabla 4. Analisis de regresion logistica utilizando un método hacia atras para diferenciar pacientes con
EAC y DM2 comérbida de aquellos sin DM2.

Modelo de regresion logistica completo

Variable explicativa y B Error Wald Valor Exp(B) IC 95% para
constante estandar (g P (OR) OR
| Inferior Superior |
|MCV (mm? x100) 0.340 ]|0.139 5.986 (1) |]0.014 []1.405 1.070 |
MMT (um) 1 255 0.506 6.158 (1) ]]0.013  []0.285 0.106 ‘
IL-4 (pg/mL x10) 0 256 0.382 5.026 (1) ]]0.025 []0.425 0.201 ‘
IL-5 (pg/mL) 0.737 110.193 (1;‘)518 <0.001 []2.090 1.430 \
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Variable explicativa y B Error Wald Valor Exp(B) IC 95% para
constante estandar (g P (OR) OR

IL-6 (pg/mL) ;).148 0.143 1.064 (1) [10.302 ]{0.863 0.652 ‘
|IL—8 (pg/mL) 0.008 ]10.007 1.357 (1) [J0.244 ||1.008 0.995 |
IL-9 (pg/mL) ;).304 0.200 2.312 (1) {{0.128 []0.738 0.499 ‘
|IL—13 (pg/mL x10) 0.386 |]0.151 6.536 (1) ]{0.011 [|1.471 1.094 |
G-CSF (pg/mL) 0.362 ][0.102 (112)'636 <0.001 ||1.436 1.176 ‘
GM-CSF (pg/mL) ;).011 0.194 0.003 (1) ]]0.955 1]0.989 0.676 ‘
CCL3/MIP-10 (pg/mL x10) ;).887 0.370 5.736 (1) [{0.017 |{0.412 0.199 ‘
|CCL4/MIP—1[3 (pg/mL) 0.073 ]]0.228 0.101 (1) [J0.751 ||1.075 0.687 |
CCLI/eotaxina-1 (pg/mL ) ge6 [l 260 14335 <9001 |[2.680 1.609 ‘
x10) (D

Constante 0.232 ||6.820 0.001 (1) |{0.973 [|1.261 — |

Modelo de regresion logistica reducido (Método hacia atras: Wald)

Variable explicativa y B Error Wald Valor Exp(B) IC 95% para
constante estandar (g P (OR) OR
| Inferior Superior
IL-5 (pg/mL) 0.519 ]]|0.146 (112)'617 <0.001 |{1.680 1.262
|G-CSF (pg/mL) 0.062 ]|0.022 8.164 (1) 1]0.004 ||1.064 L. 020
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Variable explicativa y B Error Wald Valor Exp(B) IC 95% para
constante estandar (g P (OR) OR

L11/eotaxina-1 L 10.2
CCLIIeotaxina-1 (pg/m 0.444 [0.139 7 Mlo.oor {1560 1.189
x10) (1

- 27.610
< _

Constante 4.934 0.939 () 0.001 |{0.007

Abreviaciones: B = coeficiente para la constante (interseccion); CI = intervalo de confianza,; gl = grados de libertad para
la prueba de chi-cuadrado de Wald; G-CSF = factor estimulante de colonias de granulocitos;, GM-CSF = factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos; IL = interleucina; OR = razon de momios (odds ratio); MCV = volumen del
cubo macular; MIP = proteina inflamatoria de macréfagos; MMT = grosor macular medio.

Este modelo, con un buen ajuste, mantuvo un alto poder discriminatorio (AUC = 0.891; IC

95% = 0.837-0.945; p < 0.001). Se determiné un valor de corte Optimo para el modelo

reducido de 0.378, con una sensibilidad del 85.7% y una especificidad del 80.1% (Figura 4b).

Ademas, los andlisis individuales de regresion logistica y ROC confirmaron que las

concentraciones de IL-5, G-CSF y CCL11/eotaxina-1 fueron las variables mas distintivas

para la presencia de DM2 comoérbida en pacientes con EAC (Tabla S2).
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Tabla S2. Analisis de regresion logistica y ROC para distinguir pacientes con EACy
DM2 comorbida de aquellos sin DM2 utilizando las concentraciones de IL-5, G-CSF o
CCL11/eotaxina-1 como variables explicativas.

| Analisis de regresion logistica |[Analisis ROC|
|Variable explicativa y constante"B |
E .
[IL-5 (pg/mL) 0.755 |
|C0nstante ||-2.057 |
[G-CSF (pg/mL) 0.086 |
|C0nstante "-1 224 |
[ CCL11/eotaxina-1 (pg/mLx10) J[0.654 |
|C0nstante -4.241 |

Abreviaturas: AUC = area bajo la curva; B = coeficiente para la constante (intercepto); IC = intervalo de confianza; gl =
grados de libertad para la prueba de chi-cuadrado de Wald; G-CSF = factor estimulante de colonias de granulocitos; IL =
interleucina; OR = razén de momios; ROC = curva de caracteristica operativa del receptor.
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Discusion

El presente trabajo integra los hallazgos de dos investigaciones independientes sobre el papel
de las citoquinas en lagrimas como biomarcadores en pacientes con DM2 y su relacion con
la EAC. Esto es importante debido al aumento en la prevalencia de la DM2 y su asociacion
con complicaciones sistémicas, incluidas las manifestaciones oftalmoldgicas y coronarias.
Por este motivo es necesario el uso biomarcadores que faciliten el seguimiento y manejo de
la enfermedad. Dado el papel de la inflamacion en la patogénesis de la DM2 y sus
complicaciones, las citocinas han emergido como potenciales biomarcadores para una

evaluacion mas precisa de la progresion de la enfermedad [66].

1. Perfiles Inflamatorios Distintos en Plasma y Lagrimas de Pacientes con

Diabetes Tipo 2

Este estudio examino los perfiles de citocinas en sangre y lagrimas para explorar su relacion en los
mismos individuos. Se observo una disminucion general de las citocinas plasmaticas en pacientes con
DM2 en comparacion con los controles, mientras que las citocinas en lagrimas se encontraban
elevadas. Es destacable que las citocinas alteradas en plasma y lagrimas no coincidieron, y no se
observo correlacion significativa entre los niveles de citocinas en ambos fluidos. Hasta donde se

conoce, este es el primer estudio en comparar directamente los perfiles de citocinas en sangre
y lagrimas en un mismo intervalo de tiempo en pacientes con DM2 controlada, lo que

permitié una evaluacion directa de su relacion.
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1.1 Perfiles de Citocinas en Plasma en la DM2
Nuestros hallazgos revelaron niveles significativamente menores de IL-2, IL-7, IL-9 y CCL4
en el plasma de pacientes con DM2 en comparacién con los controles. IL-2 e IL-7 son
reguladores clave del sistema inmunologico, con efectos pleiotropicos sobre las células
inmunitarias innatas y adaptativas [67]. Se ha reportado que la IL-2 permanece elevada tras
la cirugia bariatrica en pacientes con DM2, pese a las mejoras en el control glucémico [68].
La IL-7, que desempefia un papel critico en los precursores de células B, ha sido implicada
en enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide [69]. La CCL4 ha sido identificada
como una citocina elevada en pacientes diabéticos y participa en respuestas inflamatorias
asociadas con la resistencia a la insulina [70]. Sin embargo, en nuestro estudio, los niveles
de CCL4 se redujeron en pacientes con DM2 bien controlada. Se ha demostrado que la
inhibicion de CCL4 retrasa la progresion de la hiperglucemia, reduce los niveles de TNF-a e

IL-6 y mejora la resistencia a la insulina [71].

La reduccion observada en estas citoquinas en pacientes con DM 2, a pesar de que la
hiperglucemia esta asociada con inflamacion sistémica, podria atribuirse a su tratamiento
farmacologico y al buen control de la enfermedad. Estudios previos sugieren que la
metformina y la acarbosa disminuyen los niveles de IL-2 [72], mientras que la
suplementacion exodgena de insulina reduce la expresion de CCL4, probablemente aliviando
el estrés de las células beta [73]. Otros tratamientos antidiabéticos, como la liraglutida, se

han relacionado con una reduccién del estrés oxidativo y la supresion de respuestas

99



inflamatorias [74]. Por lo tanto, los niveles més bajos de estas citoquinas en pacientes con
DM2 bien controlada podrian indicar un control de la inflamacion sistémica derivado de un

manejo efectivo de la enfermedad.

1.2. Perfiles de Citoquinas en Lagrimas en la Diabetes Tipo 2 sin Dafio Retiniano

El andlisis de la actividad inflamatoria en las lagrimas es crucial debido a las complicaciones
oculares asociadas con la DM 2. Un manejo oftalmoldgico adecuado es esencial para prevenir
complicaciones y monitorear la progresion de la enfermedad, que actualmente se realiza
haciendo un screening a través de examenes de fondo de ojo y exploraciones oftalmologicas
de manera regular [75]. Dado que la inflamacién precede a las principales complicaciones
vasculares, se ha propuesto que las citoquinas en lagrimas podrian servir como potenciales
marcadores inflamatorios. Mientras que estudios previos se han centrado, sobre todo, en las
citoquinas lacrimales en la retinopatia diabética [63,64], nuestro estudio observé niveles
elevados de IL-6, CXCLS, IL-15, CCL5 y VEGF en las lagrimas de pacientes con DM2 sin
diagnostico de retinopatia diabética ni otro dafo retiniano. Estos hallazgos se mantuvieron

significativos tras ajustar por factores de confusion como la edad, HTA y DLP.

Cabe destacar que la IL-6 se ha relacionado con la DM2 y eventos cardiovasculares, mientras
que la CXCLS8 se ha asociado con un perfil metabdlico y lipidico desfavorable en la DM2
[76,77]. A pesar de la ausencia de una inflamacion sistémica significativa, el aumento

observado en las citoquinas lacrimales podria contribuir al desarrollo de complicaciones
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microvasculares. La inflamacion local cronica en el ojo puede promover la disfuncion
vascular, aumentar la permeabilidad vascular y favorecer la neovascularizacion retiniana,
todas ellas caracteristicas de la retinopatia diabética [78]. En particular, los niveles elevados
de VEGEF estan fuertemente implicados en la angiogénesis retiniana y en la progresion de la
retinopatia diabética proliferativa [63]. Ademas, la IL-6 y la CXCL8 se han asociado con una
mayor inflamacion vascular y disfuncion endotelial, las cuales podrian exacerbar el dafio
microvascular en pacientes con diabetes, incluso cuando la inflamacion sistémica esta bajo

control [76.77].

1.3. Comparacion entre Perfiles de Citoquinas en Plasma y Lagrimas

Al comparar los perfiles de citoquinas entre el plasma y las lagrimas, no encontramos
correlaciones significativas entre los niveles de citoquinas en ambos fluidos. Aunque la
literatura sobre esta relacion es limitada, nuestros hallazgos son consistentes con estudios
previos en pacientes con uveitis, los cuales también reportaron la ausencia de correlacion
entre las citoquinas en lagrimas y en sangre [79]. Esto sugiere que las citoquinas en sangre y
en lagrimas actian de manera independiente, presentandose la inflamacion oftalmologica

como un fendmeno localizado que podria no reflejarse sistémicamente.

Una citoquina particularmente relevante en la DM2 es la IL-1p, la cual desempefia un papel
critico en la modulacion de la secrecion de insulina e induce la apoptosis de las células 3

[80]. Se ha observado que los niveles de IL-1p estan significativamente elevados en pacientes
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con retinopatia diabética, aumentando progresivamente conforme avanza la enfermedad [81].
Sin embargo, en nuestro estudio, las concentraciones de IL-1B en plasma y lagrimas no
mostraron correlacion significativa, lo que refuerza la hipdtesis de que la inflamacion

sistémica y la oftalmologica podrian seguir vias independientes.

Dado que los examenes de fondo de ojo siguen siendo el estdndar de oro para el cribado de
la retinopatia diabética [82,83], las citoquinas en lagrimas podrian ofrecer una alternativa no
invasiva para la deteccion temprana de cambios inflamatorios subclinicos que preceden a la
patologia microvascular manifiesta. Se requieren estudios longitudinales para determinar si
los niveles elevados de citoquinas en lagrimas pueden servir como biomarcadores predictivos
de la progresion de la enfermedad ocular diabética y para orientar un seguimiento

oftalmoldgico personalizado en pacientes con DM2.

1.4. Influencia de la Edad en los Niveles de Citoquinas

El envejecimiento es un factor importante que influye en la expresion de las citoquinas. La
senescencia celular y el deterioro tisular asociados con el envejecimiento afectan la
composicion de las lagrimas, aumentando la presencia de proteinas inflamatorias [84,85].
Nuestro estudio reveld que casi todas las citoquinas en lagrimas se vieron significativamente
influenciadas por la edad, mientras que solo un subconjunto de citoquinas en plasma mostré

cambios relacionados con la edad.
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Este hallazgo refuerza la existencia de mecanismos regulatorios distintos para las citoquinas

en sangre y en lagrimas.

1.5. Fortalezas y Limitaciones

Una de las principales fortalezas de este estudio radica en la comparacion directa de los
perfiles de citoquinas en sangre y lagrimas en los mismos individuos. Aunque la HbAlc sigue
siendo el estdndar de oro para el control glucémico y guia las decisiones terapéuticas [86],
no proporciona informacion sobre el estado inflamatorio subyacente. Ademas, la poblacion
del estudio estuvo compuesta por pacientes con DM2 bien controlada y sin diagndstico de
dafo vascular retiniano, lo que minimizo los efectos de confusion derivados del mal control

glucémico.

Sin embargo, es necesario reconocer varias limitaciones. En primer lugar, el disefio
transversal impide evaluar la causalidad o los cambios temporales en los niveles de
citoquinas. Se requieren estudios longitudinales para determinar si las alteraciones en las
citoquinas de las lagrimas preceden la aparicion de complicaciones oculares o reflejan
procesos inflamatorios en curso. En segundo lugar, aunque el tamafio muestral fue suficiente
para detectar diferencias significativas entre los grupos, este se considerd adecuado para un
estudio de caracter exploratorio, cuyo objetivo principal fue generar hipdtesis y establecer
bases metodologicas para futuras investigaciones con mayor potencia estadistica. Una
cohorte mas amplia con distintos niveles de control glucémico y diferentes duraciones de la

enfermedad permitiria mejorar la generalizacion de estos hallazgos.

En tercer lugar, todos los pacientes de este estudio presentaban un buen control glucémico,
lo que pudo haber influido en el perfil inflamatorio sistémico observado. Estudios futuros
deberian comparar las respuestas inflamatorias en pacientes con distintos grados de control
glucémico para comprender mejor la progresion de la inflamacion en la DM2. Asimismo, no
se recogieron de forma sistemadtica variables potencialmente moduladoras de la inflamacion,

como el tratamiento farmacologico especifico (por ejemplo, metformina, estatinas,
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inhibidores del SGLT2 o agonistas del receptor GLP-1), asi como factores relacionados con

la dieta y el estilo de vida, que podrian haber influido en los niveles de citoquinas observados.

Finalmente, aunque las citoquinas en lagrimas representan una via prometedora para la
investigacion de biomarcadores no invasivos, es necesaria la estandarizacion de los métodos
de recoleccion y andlisis, asi como la evaluacion de su reproducibilidad, para facilitar su

aplicacion clinica.

2. Evaluacion de citoquinas en lagrimas en pacientes con eventos

cardiovasculares previos

Como hemos visto, el monitoreo oftalmologico regular es crucial para los pacientes
diabéticos con el fin de prevenir futuras complicaciones asociadas con el dafio microvascular,
las cuales a menudo estan precedidas por un estado inflamatorio. Sin embargo, estas
evaluaciones oftalmoldgicas también pueden resultar extremadamente utiles en el contexto
de la EAC. El segundo estudio representa un primer intento de evaluar la utilidad de las
variables oftalmologicas, derivadas principalmente de las citoquinas en lagrimas, en

pacientes con trastornos cardiometabolicos.
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En resumen, los principales hallazgos de este segundo estudio son los siguientes:

Los pacientes con EAC diagnosticada y DM2 comorbida presentaron valores
significativamente mas bajos de MCV,MMT, RNFLT y GCLT en sus ojos en
comparacion con los pacientes sin DM2, tras ajustar por multiples comparaciones.
Los pacientes con EAC y DM2 comdrbida presentaron concentraciones
significativamente mas altas de IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B y CCL11/eotaxina-1 en lagrimas en
comparacion con los pacientes sin DM2, tras ajustar por multiples comparaciones.
Se identificaron correlaciones inversas entre los pardmetros oftalmologicos y los
mediadores inflamatorios.

Se desarrollaron modelos de regresion logistica para discriminar la presencia de DM2
comorbida en pacientes con EAC, incorporando parametros oftalmologicos
seleccionados especificamente y concentraciones de citoquinas en lagrimas en
funcion de su significacion estadistica, mientras se controlaba la influencia de la edad,
el sexo y otros factores de riesgo cardiovascular clasicos prevalentes (como HTA,
DLP, la obesidad y el habito tabaquico). Entre las variables oftalmologicas evaluadas,
las concentraciones de IL-5, G-CSF y CCL11/eotaxina-1 fueron identificadas como
las variables mas distintivas para discriminar entre pacientes con EAC y DM2

comorbida de aquellos sin DM2.

Por lo tanto, se pueden identificar perfiles inflamatorios distintivos en pacientes con EAC a

través de las citoquinas en lagrimas utilizando una técnica rapida, segura y no invasiva. Estas
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diferencias pueden indicar distintos mecanismos inflamatorios fisiopatologicos en la EAC,
dependiendo de la presencia o ausencia de enfermedades metabolicas como la DM2. Dado
que la identificacion de estos patrones inflamatorios especificos en cada grupo de pacientes
es sencilla, el monitoreo de las citoquinas en lagrimas podria ser valioso para mejorar nuestra

comprension del estado inflamatorio y el prondstico en estos pacientes.

2.1 Parametros oftalmoldgicos

Los pacientes con EAC presentaron ciertos cambios en los pardmetros oftalmologicos
cuando fueron evaluados en funciéon de la presencia o ausencia de DM2 comorbida.
Especificamente, se encontraron diferencias en las mediciones de MCV, MMT, RNFLT y
GCLT, con valores significativamente mas bajos en pacientes con DM2 comorbida. Muchas
patologias oculares estan asociadas con la DM2 y, aunque muchas de ellas fueron excluidas
de este estudio como criterio de elegibilidad, no podemos descartar que estos hallazgos
puedan estar relacionados con un estado preclinico de dichas patologias. En concordancia
con esta hipotesis, varios estudios han informado una disminucién en el grosor macular en
pacientes con DM2 y retinopatia diabética minima e incluso en pacientes con prediabetes en
comparacion con controles [87.88]. Algunos autores han vinculado esta reducciéon macular
(por ejemplo, MCV y MMT) con una neurodegeneracion en etapas tempranas, lo que podria
explicar la pérdida de RNFLT y GCLT también observada en pacientes con DM2 que tienen

una retinopatia diabética minima o inexistente, en linea con nuestros hallazgos [80,90].

Ademas, no podemos descartar el impacto de otros factores de riesgo cardiovascular, aparte

de la DM2, sobre estos parametros oftalmologicos en pacientes con EAC. De hecho, el
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analisis estadistico de nuestros datos también reveld un efecto principal significativo de la
obesidad sobre MCV, MMT, RNFLT y GCLT, lo cual es consistente con numerosos estudios
que han mostrado una clara asociacion entre estos pardmetros y la obesidad [91,92]. El
impacto del indice de masa corporal sobre los parametros oftalmolédgicos podria disminuir
su especificidad o su capacidad para diferenciar entre pacientes con y sin DM2 en los

modelos logisticos, a diferencia de las citoquinas inflamatorias en lagrimas.

2.2 Citoquinas como biomarcador

Las citoquinas desempefian un papel crucial en la fisiopatologia de diversas enfermedades
cardiometabdlicas y han sido evaluadas como biomarcadores inflamatorios. Por ello, la
medicion de citoquinas en fluidos bioldgicos es un enfoque fundamental para la deteccion

temprana de la EAC y la DM2 debido a sus mecanismos inflamatorios subyacentes [93,94].

Aunque la sangre ha sido el fluido biologico preferido en la mayoria de los estudios, otros
fluidos han sido utilizados en funcion de los 6rganos diana afectados por la enfermedad. Por
ejemplo, el liquido cefalorraquideo se usa para evaluar el dafio cognitivo en pacientes con
enfermedad de Alzheimer [95] y el liquido ascitico para evaluar la peritonitis bacteriana en
pacientes con cirrosis hepatica [96]. Este estudio se centra principalmente en la afectacion
ocular asociada con las complicaciones de la DM2 y la aterosclerosis en pacientes con EAC.
Por esta razon, nos enfocamos en obtener muestras de lagrimas para la determinacion de

citoquinas en este fluido.

En un estudio previo se han encontrado diferencias en ciertas citoquinas dentro de muestras

de lagrimas obtenidas de pacientes con sospecha de EAC, lo que sugiere un posible valor
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prondstico [61]. Sin embargo, no se observd un aumento generalizado de la inflamacion
asociado con el diagndstico de EAC. Por el contrario, los hallazgos actuales proporcionan
evidencia clara de que la presencia de DM2 en pacientes con EAC esta vinculada a un estado
inflamatorio aumentado, caracterizado por concentraciones elevadas de citoquinas

inflamatorias en lagrimas.

IL-5 es producido principalmente por los linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2), aunque
también puede ser secretado por mastocitos y, en menor medida, por eosindfilos. El nlimero
de estudios que han investigado los niveles de IL-5 en la sangre de pacientes con diabetes,
incluyendo prediabetes y sindrome metabolico, es limitado y los resultados son
contradictorios. Por lo tanto, se ha demostrado que las concentraciones de IL-5 fluctiian

dependiendo del contexto clinico, con reportes de niveles tanto elevados como reducidos

[97,98].

En cuanto a la EAC, un estudio basado en biobancos y bases de datos del estudio
IMPROVE—una destacada cohorte prospectiva europea que incluyd individuos de alto
riesgo inicialmente libres de enfermedad cardiovascular clinicamente manifiesta—concluyo
que la IL-5 no es 1til como biomarcador para la EAC [99]. Un estudio reciente mostro una
disminucién en las concentraciones séricas de citoquinas Th2, como IL-4, I[L-13 e IL-5, en
pacientes con EAC en comparacion con controles sanos, sin diferencias significativas entre
aquellos con o sin DM2 comoérbida [100]. Sin embargo, nuestro estudio encontrd
concentraciones significativamente elevadas de todas estas citoquinas en pacientes con EAC

y DM2 comorbida. Existen multiples razones que podrian explicar esta discrepancia con el
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estudio de Madhumitha et al. [100]. Por ejemplo, la influencia de otros factores de riesgo
cardiovascular sobre los niveles séricos de estas citoquinas no fue controlada en sus analisis
estadisticos. Ademas, el diagnostico de EAC en su estudio se baso en la historia clinica de
los participantes y puede no haber sido reciente. Asimismo, la edad media de los pacientes
diferia de la de nuestra investigacion (39 afios en el grupo con EAC y 61 afios en el grupo
con EAC y DM2 comdrbida). Finalmente, la determinacion de estas citoquinas se realizo en

sangre en lugar de en lagrimas.

G-CSF desempefia un papel crucial en la proliferacion, diferenciaciéon y maduracion de
neutrdfilos a partir de células progenitoras en sangre periférica, pero la DM2 afecta esta
movilizacion. Como resultado, el G-CSF ha sido utilizado como una intervencion terapéutica
en el tratamiento de ulceras del pie diabético y otras complicaciones relacionadas [101,102].
Sin embargo, nuevamente, el nimero de estudios que exploran el G-CSF como biomarcador
inflamatorio en enfermedades cardiometabdlicas es limitado. Recientemente se han
identificado niveles de G-CSF en lagrimas como un factor predictivo de EAC en pacientes

con sospecha de esta patologia [61].

En este estudio la concentracion de G-CSF se encontrd significativamente elevada en
pacientes con lesiones coronarias y DM2 comorbida, lo que podria estar potencialmente
asociado con la restauracion de la movilizacion de células inmunes. No obstante, por otro
lado, niveles elevados de G-CSF también podrian contribuir a la DM2 debido a sus
propiedades de desensibilizacion a la insulina, como se ha demostrado previamente en células

musculares humanas [103].
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CCL11/eotaxina-1 es una quimiocina de la familia CC que exhibe actividad preferencial
sobre los eosinofilos, aunque también es secretada por una variedad de células, como
macrofagos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliales del musculo liso, células epiteliales
y condrocitos, entre otras. CCL11/eotaxina-1 se expresa en niveles elevados en sitios de
patologia vascular y ha sido ampliamente estudiada en relacion con eventos cardiovasculares,

incluyendo la aterosclerosis y la EAC.

Un primer estudio mostré concentraciones elevadas de CCL11/eotaxina-1 en plasma en
pacientes con EAC, y esta quimiocina fue identificada como un predictor independiente de
la extension angiografica de la enfermedad coronaria [104]. Por otro lado, la relacion entre
los niveles sistémicos de CCL11/eotaxina-1 y el riesgo de EAC fue examinada en el estudio
PRIME—un estudio con 10 afios de seguimiento de 9771 participantes masculinos—pero no

fue identificada como un predictor independiente de eventos coronarios [105].

En un estudio previo sobre lagrimas, no encontramos diferencias significativas en las
concentraciones de CCL11/eotaxina-1 entre pacientes con EAC y aquellos sin la enfermedad
[61]. Hasta donde sabemos, no existen estudios previos que hayan cuantificado esta
quimiocina en muestras de lagrimas de pacientes diabéticos. Sin embargo, una revision
sistematica y metaanalisis que compard los niveles de CCL11/eotaxina-1 en diversos tejidos
y fluidos biolégicos de 621 pacientes con DM2 y 793 controles encontrd que los pacientes
diabéticos presentaban concentraciones significativamente mas altas de esta quimiocina en

comparacion con los controles [70].
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La mayoria de estos estudios utilizaron muestras de sangre para la determinaciéon de
CCL11/eotaxina-1, pero ninguno consideré muestras de lagrimas. Existen algunos estudios
que han medido CCL11/eotaxina-1 en ojos mediante el analisis del humor vitreo, pero se han
centrado en la retinopatia diabética y han reportado niveles més elevados en pacientes con

DM2 y retinopatia [106].

Hasta donde sabemos, las concentraciones de IL-5, G-CSF y CCL11/eotaxina-1 emergen por
primera vez como mediadores inflamatorios asociados con la coexistencia de DM2 en
pacientes con EAC. Estas citoquinas discriminatorias fueron obtenidas a partir de muestras
de lagrimas utilizando un procedimiento rapido, seguro y no invasivo, permitiéndonos

establecer perfiles inflamatorios distintos en pacientes con lesiones coronarias.

2.3 Modelo de regresion logistica

El modelo de regresion logistica construido con estas citoquinas en lagrimas para distinguir
entre pacientes con EAC y DM2 comoérbida de aquellos sin DM2 identificd las
concentraciones de IL-5, G-CSF y CCL11/eotaxina-1 como biomarcadores inflamatorios
prometedores asociados con la DM2 en el fluido lagrimal de estos pacientes. De manera
notable, a pesar de la ausencia de retinopatia diabética, las concentraciones de IL-5, G-CSF

y CCL11/eotaxina-1 mostraron una correlacion inversa significativa con MCV y MMT.

Si bien no podemos establecer una relacion de causalidad entre los pardmetros maculares y
las concentraciones de citoquinas en ldgrimas, un estudio previo sugirié que los cambios en

las citoquinas inflamatorias en el humor acuoso, incluyendo niveles elevados de
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CCL11/eotaxina-1, pueden contribuir a la reduccion del grosor macular tras el tratamiento

intravitreo para el edema macular diabético [107].

2.4 Fortalezas y Limitaciones

Reconocemos varias limitaciones en nuestro estudio, principalmente relacionadas con su
disefio unicéntrico y el tamafio de la muestra. Se requiere mas investigacion para validar
nuestros hallazgos en poblaciones mas amplias de pacientes con EAC, incluyendo muestras
de mayor tamafio. Esto permitiria diferenciar los subtipos de EAC (es decir, angina estable,
SCACEST y SCASEST) y realizar una evaluacion més completa de la edad, el sexo y todos
los factores de riesgo cardiovascular clasicos, ademas de la DM2, sin restricciones
estadisticas. Aunque la EPOC y la enfermedad renal crénica no fueron incluidas en el analisis
multivariable debido a su baja prevalencia en nuestra muestra, no se puede descartar su
posible impacto en los parametros oftalmoldgicos y/o en los mediadores inflamatorios en
lagrimas. Ademas, se requieren estudios longitudinales futuros para monitorear los cambios
en los niveles de citoquinas en lagrimas a lo largo del tiempo y examinar su correlacion con
las caracteristicas clinicas durante la progresion de la enfermedad. Los resultados de estos
estudios seran fundamentales para establecer el papel de estas variables oftalmologicas en el
diagnéstico y prondstico de los pacientes con EAC, particularmente en aquellos con DM2,

incluso en etapas tempranas sin sintomas de complicaciones oculares.

Por otro lado, en nuestro estudio no se pudieron cuantificar todos los analitos inflamatorios
evaluados (es decir, IL-2, IL-10, IL-12p70, IL-15 y VEGF), lo que puede deberse a

limitaciones técnicas o a su ausencia en este fluido. Ademads, es importante sefialar que las
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concentraciones de citoquinas proinflamatorias prototipicas, como IL-1B y TNF-a, no
parecieron estar significativamente afectadas por la presencia de DM2, en contraste con los
hallazgos observados en otros estudios [81,108]. Sin embargo, debemos considerar que casi
todos esos estudios se realizaron en muestras de sangre (es decir, suero y plasma) y en
pacientes que podrian no haber presentado complicaciones cardiovasculares, como ocurre en
nuestro estudio. Por lo tanto, serd necesario comparar las alteraciones inflamatorias tanto en
sangre como en lagrimas en los mismos pacientes para determinar posibles interacciones
entre estos dos compartimentos bioldgicos, uno de caricter sistémico y el otro mas

localizado.

Por ultimo, los anélisis realizados en muestras de lagrimas en este estudio no tienen como
objetivo principal identificar biomarcadores especificos de DM2 en el contexto de la EAC,
mas alld de una mera sugerencia debido a las limitaciones descritas. En cambio, ponen de
manifiesto la presencia de distintos perfiles inflamatorios en pacientes con EAC mediante un
procedimiento no invasivo que incorpora variables oftalmologicas. Si bien los mecanismos
moleculares y fisioldgicos subyacentes a estas alteraciones oftalmologicas requieren una
mayor clarificacion en estudios futuros, estos hallazgos son lo suficientemente relevantes

como para ser discutidos en el contexto de los trastornos cardiometabodlicos.
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Conclusiones

Este trabajo ha permitido identificar un perfil inflamatorio diferencial en las lagrimas de
pacientes con DM2 y su relacion con la EAC, resaltando el papel potencial de las citoquinas
lagrimales como biomarcadores no invasivos en la evaluacion de la inflamacion ocular y

sistémica en estos pacientes.

Los hallazgos del primer estudio demuestran que los pacientes con DM2 presentan
un perfil inflamatorio en lagrimas caracterizado por un aumento significativo de IL-6,
CXCLS, IL-15, CCL5 y VEGF, mientras que los marcadores inflamatorios sistémicos en
sangre muestran una reduccion relativa. La ausencia de correlacion entre los niveles de
citoquinas en plasma y lagrimas sugiere que la inflamacion oftalmologica ocurre de manera
independiente a la inflamacion sistémica. Estos resultados refuerzan la utilidad de las
citoquinas lagrimales como herramientas potenciales para detectar cambios inflamatorios
tempranos en la DM2, lo que podria ayudar a prevenir complicaciones oftalmologicas y

mejorar el seguimiento de la progresion de la enfermedad.

El segundo estudio amplia este conocimiento al evaluar la utilidad de las citoquinas
en lagrimas en pacientes con EAC y DM2 comoérbida. Se observo que estos pacientes
presentaban disminuciones significativas en pardmetros oftalmolégicos clave (MCV, MMT,
RNFLT y GCLT), junto con un incremento en la concentracion de multiples citoquinas
inflamatorias en lagrimas, incluyendo IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13, G-CSF,

GM-CSF, IFN-y, CCL3/MIP-10, CCL4/MIP-1p y CCL11/eotaxina-1. Ademas, se identifico
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una correlacion inversa entre los parametros oftalmoldgicos y los niveles de citoquinas en
lagrimas, sugiriendo un papel potencial de la inflamacion ocular en la progresion de la

enfermedad cardiovascular en pacientes diabéticos.

De manera destacada, las concentraciones de IL-5, G-CSF y CCLI11/eotaxina-1 fueron
identificadas como mediadores inflamatorios predictivos de la coexistencia de DM2 en
pacientes con EAC, incluso tras ajustar por otros factores de riesgo cardiovascular clasicos
como HTA, DLP, obesidad, tabaquismo, sexo y edad. Estos hallazgos sugieren que las
citoquinas en lagrimas podrian ser una herramienta complementaria en la estratificacion del

riesgo, el diagnostico y el prondstico de pacientes con enfermedades cardiometabdlicas.

A pesar de las limitaciones inherentes a estos estudios, como el tamafio muestral y el
disefio unicéntrico, los resultados obtenidos respaldan la viabilidad del uso de biomarcadores
en lagrimas como una estrategia innovadora y no invasiva para evaluar la inflamacion en la
DM2 y la EAC. Futuros estudios deberan validar estos hallazgos en poblaciones mas amplias
y explorar su aplicabilidad clinica en la prediccion y el seguimiento de complicaciones tanto

oftalmolédgicas como cardiovasculares en pacientes con DM2.
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Fermin Mayoral Cleries (UGC Salud Mental)
Cristobalina Mayorga Mayorga (Laboratorio)
Eva Mingot Castellanos (UGC Hematologia)
Dr. Victor Navas Lopez (UGC Pediatria)
Se

emite nuevo dictamen con cambio del titulo del proyecto

Lo que firmo en Malaga, a 25 de Mayo de 2018

Fdo.: Dra. Gloria Luque Fernandez
Secnahria.del CEl
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Comité de Etica de la Investigacién Provincial de Malaga

Junta de Andalucia
Consejeria de Salud y Consumo

Dra. Diia. Gloria Luque Ferndndez, Secretaria del CEI Provincial de Mélaga

CERTIFICA:

Que en la sesion de CEI de fecha: 25/05/2023 ha evaluado la propuesta de D/Diia.: Rafael José Jiménez Lopez referido a al
proyecto de investigacion: "Determinacion de la utilidad predictiva de citoquinas halladas en sangre y lagrimas en pacientes con

DM-2, asi como su concordancia entre ambos liquidos biolégicos".
Este Comité lo considera ética y metodologicamente correcto.

La composicién del CEI en esta sesion es la siguiente:

Dra. M® Victoria de la Torre Prados (UMA)

Dr. José Leiva Fernandez (Médico Familia)

Dra. Ana Alonso Torres (UGC Neurociencias)

Dra. Cristobalina Mayorga Mayorga (Laboratorio)

Dra. Gloria Luque Fernandez (Investigacion)

Dra. Nieves Bel Pefia (Enfermeria)

Dr. Juan Carlos Navarro Barrios (Psiquiatria, Centro de Salud El
i).ﬁa. Ca‘rmen Lopez Gélvez del Postigo (Miembro Lego)
Dra. M? Dolores Lopez Carmona (Medicina Interna)

Dr. Jests Lopez del Peral (Esp.Protec.Datos)

Dr. Manuel Herrera Gutiérrez (UGC UCI)

Fdo.: Dra. Gloria Luque Fernandez
Secretaria del CEI
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Compromiso del investigador

COMPROMISO DEL INVESTIGADOR

Don Rafael José Jiménez Lépez,
Hace constar:

1. Que conoce y acepta participar como investigador principal en el *“ Determinacion de la utilidad
predictiva de citoquinas halladas en sangre y lagrimas en pacientes con DM-2, asi como su
concordancia entre ambos liquidos biolégicos”, realizado en el Centro de Salud de Alhaurin el
Grande (Malaga).

2. Que cuenta con los recursos materiales y humanos necesarios para llevar a cabo el ensayo clinico,
sin que ello interfiera en la realizacién de otro tipo de estudios ni en otras tareas que tiene
habitualmente encomendadas.

3.Que se compromete a que cada sujeto sea tratado y controlado siguiendo lo establecido en el
protocolo con dictamen favorable por el Comité Etico de la Investigacién.

4 .Que respetara las normas éticas y legales aplicables a este tipo de estudios y seguird las normas de
buena practica clinica en su realizacién.

5. Que dicho estudio se llevara a cabo contando con la colaboracién, como investigadores
colaboradores, de:

Ada del Mar Carmona Segovia
Angel Manuel Gutiérrez Garcia
Manuel Jiménez Navarro
Francisco Javier Pavén Morén

oo

En Malaga, a 2 de mayo de 2023

Firmado: Firmado:
El investigador principal Investigadores Colaboradores
\ Y
/ =2 / /(ﬁf D)
Q& O = L
. /><j, — o
Ve W W - s
- —— 37 p 7
oo : '
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Hoja de informacion del paciente

PROYECTO DE INVESTIGACION: Determinacion de la utilidad predictiva de
citoquinas halladas en sangre y lagrimas en pacientes con DM-2, asi como su concordancia
entre ambos liquidos bioldgicos

CENTRO DEL ESTUDIO: Centro de Salud Alhaurin el Grande, Mélaga.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Rafael José¢ Jiménez Lopez

1.0bjetivo

El objetivo principal del proyecto es el de determinar la utilidad predictiva de citoquinas

obtenidas tanto en lagrima como en sangre en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 .

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos parciales:

- Valorar si existe un aumento de citoquinas proinflamatorias en pacientes con Diabetes
Mellitus en comparacion con no diabéticos.

- Comparar las citoquinas en lagrimas con respecto a las citoquinas en sangre, para ver si son

las mismas citoquinas las que aumentan en ambos liquidos biologicos.
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2.Metodologia empleada
Los pacientes participantes, obtenidos desde una consulta de atencion primaria, tras verificar
el cumplimiento de los criterios de inclusion, se distribuirdn, de acuerdo con sus

caracteristicas, en uno de los siguientes grupos:

- Grupo 1: Pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2

- Grupo 2: Pacientes sin Diabetes Mellitus Tipo 2

3.Tratamiento o intervencion que puede serle administrado

En cada uno de los pacientes se llevardn a cabo las siguientes mediciones o intervenciones:

-Toma de muestra sanguinea.

-Toma de muestra de la lagrima.

En caso de dudas sobre las técnicas a emplear, el participante podrd ser informado mas

detenidamente al respecto antes de su realizacion.

4.Beneficios esperados para ¢él o la sociedad

En caso de confirmar la hipdtesis de trabajo, los resultados obtenidos permitirian instaurar
un seguimiento y un manejo terapéutico mas individualizado de la enfermedad diabética, con
el objetivo de prevenir la aparicion de efectos adversos causado por la inflamacion de la

enfermedad.
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Esta prevencion permitiria un ahorro de recursos importante en el sistema sanitario publico,

teniendo en cuenta la alta prevalencia de la diabetes entre la poblacion de nuestro medio.

S.Incomodidades y riesgos derivados del estudio (numero de visitas, pruebas

complementarias a que se sometera...)

Las incomodidades y riesgos derivados del estudio se prevén minimas, debido a que las

extracciones tanto de sangre como la obtencion de lagrimas son procesos poco invasivos y

muy pocos efectos adversos, de baja gravedad y frecuencia.

6.Posibles acontecimientos adversos

En el desarrollo de este proyecto de investigacion no se espera la aparicion de

acontecimientos adversos como consecuencia de sus actuaciones.

7.Tratamentos alternativos disponibles

Al no tratarse de un estudio de intervencion, no procede la aplicacion de ninglin tratamiento

sobre los pacientes.

8. Caracter voluntario de la participacion y posibilidad de abandono

El paciente colaborara de forma voluntaria en el desarrollo de este estudio, pudiendo retirarse

del mismo en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin que por ello se altere
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su relacion con el médico ni se produzca perjuicio en su tratamiento o en la atencion que
pueda necesitar. También debe saber que puede ser excluido del estudio si los investigadores
del mismo lo consideran oportuno.

Por otro lado, ni el paciente ni los investigadores recibirdn remuneracidon ni beneficio
econdmico por participar en el estudio, no suponiendo dicha participacién ninglin gasto para

los participantes.

9. Proteccion de datos
Las tnicas personas que tendran acceso a los datos de los pacientes serdn los investigadores
responsables del desarrollo del estudio, manteniéndose la confidencialidad de los mismos y

cumpliendo con la normativa en vigor al respecto (LOPD 15/1999 de 13 de diciembre).

10. Investigador responsable
El paciente conoce al investigador responsable del estudio y de informar al sujeto y contestar
a sus dudas y preguntas (Dr. Rafael Jos¢ Jiménez Lopez), asi como el modo de contactar con

¢l en caso de urgencia (Unidad de Investigacion. Hospital Virgen de la Victoria, Malaga).

Se hace entrega al paciente de una copia.
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Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio:

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado,

he podido hacer preguntas sobre el estudio,

he recibido suficiente informacion sobre el estudio,

he hablado CoN .........cccoii e (nombre del investigador),
comprendo que mi participacion es voluntaria,

comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados o atencion sanitaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

En Mélaga, a ........ A e de 20.........
Fdo Fdo
Participante Investigador responsable
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Articulo 1: Perfiles Inflamatorios Distintos en Plasma y Lagrimas
resaltan un perfil inflamatorio en liagrimas en pacientes con

diabetes Mellitus tipo 2 sin retinopatia asocidada.
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Distinct cytokine profiles in
plasma and tears highlight
ophthalmologic inflammation in
type 2 diabetes without
retinopathy

Rafael Jiménez-Lopez!%*, Laura Martin-Chaves!345t,

Angel Manuel Gutiérrez-Garcia®,

Ada del Mar Carmona-Segovial345, Begofia Mora-Ordoriez'?,
Ana Maria Sanchez-Garcia'’, Lourdes Fernandez-Romero!,
Mora Murri'#8, Maria José Sanchez-Quintero'*5,

German Berteli-Garcia'#, Miguel Angel Sanchez-Chaparro??,
Vicente Bodi*!?, Jorge Rodriguez-Capitanis,

Manuel Jiménez-Navarrol345*,

Francisco Javier Pavon-Moron'4* and

José Lorenzo Romero-Trevejol31t

!Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga y Plataforma en Nanomedicina (IBIMA Plataforma
BIONAND), Malaga, Spain, *Servicio de Urgencias, Hospital Universitario Virgen de la Victoria, Malaga,
Spain, *Departamento de Medicina y Dermatologia, Facultad de Medicina, Universidad de Malaga,
Malaga, Spain, *Servicio de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular-Area del Corazon, Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, Malaga, Spain, *Centro de Investigacion Biomédica en Red

de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV), Instituto de Salud Carlos Il Madrid, Spain, *Centro
de Salud Rincon de la Victoria, Rincon de la Victoria, Spain, “Servicio de Medicina Intensiva, Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, Malaga, Spain, *Centro de Investigacion Biomédica en Red en
Fisiopatologia de Obesidad y Nutricion (CIBERObn), Instituto de Salud Carlos IlI, Madrid, Spain,
*Servicio de Medicina Interna, Hospital Universitario Virgen de la Victoria, Malaga, Spain, *"Servicio
de Cardiologia, Hospital Clinico Universitario de Valencia, Instituto de Investigacion Sanitaria

(INCLIVA), Universidad de Valencia, Valencia, Spain, “Servicio de Oftalmologia, Hospital Universitario
Virgen de la Victoria, Malaga, Spain

Introduction: Type 2 diabetes mellitus is associated with chronic inflammation
and systemic complications, including ophthalmologic manifestations. While
blood cytokines serve as inflammatory biomarkers, their expression in tears and
correlation with systemic inflammation remain unclear. This study compared
cytokine profiles in plasma and tears of well-controlled type 2 diabetes
patients and controls, assessing their correlation and potential as biomarkers
for disease monitoring.

Materials and methods: This cross-sectional study included 81 participants [40
with type 2 diabetes without retinopathy (T2DM group) and 41 controls (control
group)] from primary care centers. Plasma and tear samples were analyzed using
a multiplex immunoassay for 27 cytokines. Data were analyzed using ANCOVA
(adjusted for age, hypertension, and dyslipidemia), and correlation analyses.

Results: Patients in the T2DM group exhibited distinct inflammatory profiles.
Plasma levels of IL-2 (P < 0.05), IL-7 (P < 0.05), IL-9 (P = 0.001), and CCL4
(P < 0.01) were significantly lower, while tear levels of IL.-6 (P < 0.01), CXCL8

01 frontiersin.org
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Articulo 2: Perfil oftalmologico diferencal en Pacientes con
enfermedad coronaria arterial coexistente con Diabetes Mellitus

tipo 2: Concentraciones elevadas de citoquinas en lagrimas
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Abstract: Background/Objectives: Coronary artery disease (CAD) and type-2 diabetes mellitus
(T2DM) are characterized by chronic low-grade inflammation. However, measuring cytokines
typically involves invasive blood sampling, which can be problematic for CAD patients. This study
aimed to assess ophthalmological parameters and tear cytokines in patients with CAD, comparing
those with comorbid T2DM to those without to understand their inflammatory profiles. Methods:
One hundred subjects with suspected chronic or acute CAD were initially included in this single-
center cross-sectional study after clinical stabilization. Seventy-two patients with confirmed CAD
were divided into two groups: 32 patients with T2DM and 40 patients without T2DM. A total of 144
eyes were examined, and tear fluid samples were collected to determine cytokine concentrations.
Ophthalmological parameters and tear concentrations of cytokines were analyzed, controlling for
age, sex, and other cardiovascular risk factors. Results: Patients with CAD and T2DM exhibited
decreased ophthalmological parameters and increased cytokine concentrations in comparison to
those without T2DM. Significant inverse correlations between ophthalmological parameters and
cytokine concentrations were observed. Following adjustment, a full logistic regression model
for distinguishing patients with CAD and comorbid T2DM included macular cube volume, mean
macular thickness, interleukin (IL)-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13, granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF), CCL3, CCL4, and CCL11/eotaxin-1, demonstrating excellent discriminatory power
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