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I. ABREVIATURAS

VRP - Vitreorretinopatia Proliferativa
DRR — Desprendimiento de retina regmatdgeno
TGFB - Factor de crecimiento transformante beta

ANOVA - Analisis de varianza




Il. RESUMEN

Antecedentes

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una de las principales causas de falla terapéutica en el
desprendimiento de retina regmatdgeno (DRR). La VRP consiste en una transicion epitelial-
mesenguimatosa, que involucra un proceso de desdiferenciacion de tejido especializado,
proliferando para formar tejido fibrético. El factor de crecimiento transformante beta (TGFB), destaca
en la fisiopatologia de la VRP.

Objetivo

Determinar las concentraciones de TGFB1, en vitreo de pacientes con VRP, secundaria a DRR.
Material y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional, transversal, analitico. Se obtuvo vitreo de pacientes sometidos
a cirugia por DRR. Se cuantificaron los niveles de TGFB1 mediante técnica de ELISA. Para el
analisis, se clasificaron en 3 grupos correspondientes a VRP grado A B, o cualquier categoria de C.
Se realiz6 una prueba ANOVA para la comparacion de los distintos grupos junto con una prueba de
Dunns post-hoc. Se considero una diferencia estadisticamente significativa al obtener P<0.05.
Resultados

Se cuantificaron los niveles de TGFB1 v se reportan las siguientes medias para cada grupo. En el
grupo A, 1150.6 pg/ml + 452.08 n=10. En el grupo B, 1129.6 + 365.54 n=10. En el grupo C, 1146.4
+330.21 n=20. El analisis estadistico no reporta diferencias significativas cuando se comparan los
diferentes grupos de VRP ( P=0.5390).

Conclusion

Se observé un comportamiento sin relacion directa con la severidad clinica, lo gue sugiere que otros
factores pudieran estar mas relacionados con etapas avanzadas de la VRP, mientras que el TGFB1
parece mostrar mayor relevancia durante las etapas iniciales del curso clinico.



1. INTRODUCCION

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una de las complicaciones mas severas del
trauma ocular abierto (TOA) y del desprendimiento de retina regmatégeno (DRR), asi como también
causa frecuente de falla al tratamiento quirirgico para el mismo. Ocurre con una frecuencia
considerable que oscila entre el 40 — 60% de los pacientes con TOA y entre 8 — 10% de los pacientes
con DRR.!

Actualmente se comprende al complejo proceso de reparacion de heridas, como un proceso
evolutivo que comienza en las primeras 24 horas, caracterizado por la formacion de tejido de
granulacion, mieniras que en la segunda semana posterior de la lesion se lleva a cabo ia
remodelacion y contraccion de colageno, esta remodelacion continia durante las siguientes
semanas, resultando en aumento de la fuerza tensil de la cicatriz. 2

La VRP, es considerada un tipo de respuesta para la reparacion retiniana, se caracteriza por
la formacion de membranas fibroticas, las cuales reducen la flexibilidad y vitalidad de la retina, lo
cual dificulta el manejo quirirgico para la reaplicacion de la misma. Estas membranas se
caracterizan por presentarse en la superficie intena de la retina neural, aunque también se han
reportado en el espacio subretiniano y cuerpo ciliar. A pesar de que se han generado avances en
las técnicas quirdrgicas para reducir la incidencia de VRP, sigue siendo un tema de gran importancia
en el manejo de las patologias retinianas.®

La creciente evidencia muestra que el mayor cambio patologico observado en la VRP, es
una transicion epitelial-mesenquimatosa, demostrada principalmente en células del epitelio
pigmentado de la retina (EPR).*° Otras lineas celulares se han relacionado con el proceso de
cicatrizacion. Se mencionan los hialocitos, células de Miiller, fibrobiastos y macréfagos.*®

El estimulo necesario para la inflamacién inicial, es una ruptura de la barrera hemato-
retiniana dando pie a una serie de eventos inflamatorios que involucran a diversas citocinas séricas
y factores de crecimiento dentro de la cavidad vitrea o liquido subretiniano, con la finalidad de
reparar el tejido dafiado. Las células del EPR son mitéticamente inactivas en condiciones
fisiologicas, sin embargo, son capaces de liberar una gran cantidad de citocinas y factores de
crecimiento al perder la continuidad la barrera hemato-retiniana.*

El EPR es estimulado para su crecimiento y proliferacion para someterse ala denominada
transicion epitelial-mesenquimatosa, desarrollando la capacidad de migracion hacia la cavidad
vitrea o en direccion contraria, hacia las capas de la retina. De tal manera que se ha demostrado la
capacidad del EPR a presentar cierta transformacion hacia fibroblastos, siendo capaces de secretar
colageno y fibronectina, componentes necesarios de matriz extracelular. Si el proceso se mantiene,
la matriz extracelular puede organizarse para formar membranas fibrosas.®

Las membranas fibréticas eventualmente tienden a contraerse para causar pliegues y
distorsion en la retina. Asi mismo, favorecen la formacion de rupturas y/o a la recidiva de lesiones




previas, que pueden conllevar a un desprendimiento de retina recurrente, con subsecuente baja
visual severa 510

Con respecto a las citocinas pro-inflamatorias, destaca el factor de crecimiento
transformante beta (TGFB), que ha sido involucrado en el desarrollo de cicatrizacion de heridas,
enfermedades fibroticas, asi como en la biologia del cancer y se asocia con el desarrolio de
metastasis.”

El TGFB, es secretado por miltiples tipos celulares, incluyendo macréfagos. En su forma
latente se encuentra formando un complejo con otros dos polipéptidos (proteina fijadora de TGFB
latente, péptido asociado a latencia), las proteinasas séricas catalizan su liberacion del complejo
para ser liberado como respuesta del proceso inflamatorio."

El TGFB existe en al menos tres isoformas llamadas TGFB1, TGFB2 y TGFB3. Hasta que se
descubrieron, la literatura hacia referencia 2 TGFB1, que fue el primer miembro en descubrirse.
Actualmente se reconoce al TGFB, como miembro de una superfamilia que incluye inhibinas,
activinas, hormona anti-miilleriana, proteina morfogénica de hueso y otras. La estructura de los
péptidos es altamente similar, con homologia entre el 70% y 80%, se secreta como grandes
precursores para su posterior escision. El TGFB1, contiene 390 aminoacidos, TGFB2 y TGFB3 cada
uno contiene 412 aminoacidos.”" 2

El TGFB2, se ha reporiado como la isoforma predominante en el segmento posterior del ojo,

se ha visto sobreexpresado en vitreo y membranas proliferativas, siendo considerado un factor

importante para el desarmrolio de VRP.3




IV. JUSTIFICACION

Dado que el VRP es una de las causas principales de fracaso en el tratamiento quirtirgico del TOA
y del DRR, resulta importante dar a conocer el papel especifico de las distintas citocinas
involucradas en dicho proceso. En la actualidad no existen estudios que correlacionen los niveles
de TGFB1 en vitreo con la severidad del VRP.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la VRP se caracteriza por |2 formacion de membranas fibréticas, las cuales reducen la
flexibilidad y vitalidad de la retina y que el mayor cambio patologico in vitro esta mediado por la
transicion epitelial-mesenquimatosa, del epitelio pigmentado de la retina (EPR) el cual se observo
en la via de sefalizacion del TGFB. Se reconoce que TGF$2 predomina en el segmento posterior
del ojo y se considera uno de los principales mediadores involucrados con el desarrollo de VRP, de
tal manera que la determinacion de su concentracion en el vitreo, asi como la presencia de dicho
polimorfismo en pacienies con DRR. adqguieren importancia ya gque pueden tener un valor

terapéutico en la prevencion y iratamiento de la misma.
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VI. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Queé correlacion tienen las concentraciones de TGFB1 con el grado severidad de
vitreorretinopatia proliferativa en pacientes con desprendimiento de retina regmatégeno?

VII. HIPOTESIS

Se esperan encontrar mayores niveles de TGFB1 a mayor grado de severidad clinica de la
vitreorretinopatia proliferativa.




VIII. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles del factor de crecimiento transformante B1 (TGFB1), en vitreo de pacientes
con vitreo-retinopatia proliferativa (VRP), secundaria a desprendimiento de retina regmatégeno
(DRR).

Objetivos especificos

Analizar los niveles de TGFB1 vitreo en pacientes con diferente severidad de VRP.




IX. DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio observacional, transversal y comparativo en el que se incluyeron 40 pacientes
con diagnostico de DRR, atendidos durante el periodo de agosto del 2015 a junio del 2016, en un
centro de referencia nacional para la atencion Oftalmoldgica en la Ciudad de México, México.

El protocolo fue aceptado por el Comité de Etica institucional tras haber sido sometido a revision.
Se obtuvo consentimiento informado de todos los pacientes para autorizar tomar muesiras de vitreo
ademas de acceder a brindar la informacion necesaria, relacionada con el padecimiento. Los datos
fueron almacenados bajo las condiciones de privacidad propias del expediente clinico.

Criterios de elegibilidad para la poblacién estudiada.

Se incluyeron pacientes sometidos a vitrectomia via pars plana (VPP) por desprendimiento de retina
regmatogeno primario con cualquier grado de VRP. Se excluyeron todos aquellos pacientes con
desprendimiento de retina de cualquier otra etiologia ademas de aquellos con antecedente de
traurna ocular abierto.

Asimismo se excluyeron pacientes vitrectomizados previamente por cualquier otra patclogia, que
hubieran sido sometidos a cualquier ofra cirugia o que presentaran cualquier otra condicion
oftalmolégica asociada.

Evaluacion clinica-oftalmologica

Para la evaluacion oftalmoldgica, se utilizo la clasificacion de VRP propuesta por el Grupo de
Estudio de Aceite de Silicon (Silicon Qil Study Group).'” Con la finalidad de buscar una correlacion
clinico-bioldgica, los pacientes fueron divididos por estadio de severidad clinica. Se clasificaron en

(Wimis]

3 grupos correspondientes a VRP grado A,B, o cuaiquier caiegoria de C.

Técnica para obtencion de las muestras

Aguellos pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, con indicacion para retinopexia por
VPP calibre 23G, se les realizé un cuestionario (Apéndice 1) para obtener datos relevantes para el
padecimiento, previo a su cirugia.

De forma estandarizada, se obtuvieron 0.3mi de vitreo en seco a todos ios pacientes. La toma de
muestra vitrea fue obtenida mediante aspiracion manual por medio de una aguja calibre 30G, la
cual extrajo inmediatamente después de introducir los trécares en cavidad vitrea, previo a la
apertura de la infusion. Una vez en la jeringa, la muestra se coloco en un tubo de Eppendorf 1.5ml
para su trasiado y aimacenamiento. Ei vitreo de estos pacientes se mantuvo en uitra-congelacion a

-80° inmediatamente posterior a su extraccion hasta procesamiento para cuantificacion de TGFB1.
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Cuantificacién de los niveles de TGFB1 en vitreo

Una vez obtenidas todas las muestras de vitreo, se descongelaron a2 temperatura ambiente. Se
realizé el ensayo de ELISA en sandwich mediante el Kit, Quantikine ELISA Human TGFB1, con la
metodologia que se describe a continuacion:

Se unieron ios anticuerpos de capiura a una piaca immunosorp (Nunc, Dinamarca) a temperaiura
ambiente durante toda la noche. A continuacion, se retiraron los anticuerpos de captura y se realizo
lavado 3 veces con PBS-Tween 0.05%. Se adiciond la muestra problema, asi como el estandar de
la citocina recombinante humana a determinar (TGFB1) y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambienie. Se reiir6 el sobrenadante y se iavd 3 veces con PBS-Tween 0.05%, para
adicionar los anticuerpos de deteccion conjugados a biotina y se incub6 durante 1h a temperatura
ambiente. Se lavo 3 veces con PBS-Tween 0.05% la placa, se retir6 el sobrenadante y se agrego
estreptavidina conjugada a peroxidasa y se incubd durante 45 minutos. Se lavo nuevamente con
PBS-Tween 0.05% y se agregd el sustrato (peroxido de hidrogeno) mas el cromégeno (3,3'5,5
tetrametil diaminobenzidina). Posteriormente se detuvo la reaccion con 4cido sulfirico 2N. Se
procedio a realizar la lectura en un lector de ELISA (Biotek a 450nm). Finalmente, se calculo la
concentracion con respecto 2 una regresion lineal del estandar de la citocina recombinante.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva y posteriormente fueron sometidos a
un analisis de normalidad. Unz vez determinados los valores se realizé una prueba de D’Agostino-
Pearson para la evaluacion de Iz distribucion y posteriormente se realizé una prueba de 1w-ANOVA
para la comparacion de los distintos grupos junto con una prueba de Dunns post-hoc. Se considerd
una diferencia estadisticamente significativa cuando se obtuvo una p<0.05.

14



X. RESULTADOS

Se incluyeron 42 ojos de 41 pacientes, de los cuales se eliminaron 2 de ellos por datos insuficientes.
Se cuantificaron los niveles de TGFB1 y se reportan las siguientes medias para cada grupo. En el
grupo A, 1150.8 pg/mi + 452.08 n=10. En el grupo B, 1125.6 + 365.54 n=10. En el grupo C, 1146.4
+330.21 n=20. (Ver Fig. 1)

El analisis estadistico reporta diferencias no significativas cuando se comparan los diferentes
grupos de VRP ( P = 0.5380).
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Figura 1. Expresion de TGFB1 en vitreo de pacientes con
VRP. S¢ nmestran los niveles de TGFpI en vitreo de pacientes en
los disiintos grados de severidad. donde se aprecia una tendencia a
mcrementar por grado de severidad sin mostrar diferencias

sstadigticaments significativas ( P =0,5390),
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Asi mismo, se observo una separacion dentro de cada grupo, sugiriendo una diferencia en el perfil
de expresion de la citocina gue fuera condicionada por otros factores, siendo el tiempo de evolucidn
uno de los factores de riesgo mas importantes para desarrollar VRP, motivo por el cual se realizo
un analisis que considerod el tiempo desde que el paciente refirié la baja visual hasta el momento en

que se realizo el procedimiento quirtirgico. Se reportan los siguientes resultados (Ver Fig. 2).
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Figura 2. Niveles de TGFB1 en distinto tiempo de
evolucion de la VRP. En la grafica se representan los
niveles de TGFB1 en vitreo de pacientes con cualquier
grado de sevendad de VRP, en relacién con los distintos
iiempos de evolucidn clinica al momento de la intervencion.
(P=05320)

Se muestra una tendencia a presentar niveles superiores de TGFB1 en vitreo de aquellos pacientes
con mayor tiempo de evoiucion dei DRR sin importar la categoria de VRP, aunque ei anaiisis

estadistico no reporia diferencias estadisticamente significativas (P = 0.5390).
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Sin embargo, cuando se realiza el analisis diferencial para cada grado de severidad, en el grupo de
pacientes con VRP A, se muestra un aumento estadisticamente significativo en la expresiéon de
TGFB1 a mayor numero de dias de evolucion del desprendimiento (P = 0.03). Mientras que en el

grupo de pacientes con VRP B y C, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
(Ver Fig. 3).

A B c
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Figura 3. Niveles de TGFE1 en distinto tiempo de evolucién por categoria de VRP. A) Correlacién tiempo de
evolucion con niveles TGS2+ = wireo de pacientes con VRP A (P = 0.0320), B)Correlacién tiempo de evolucién
con niveles TGFB1 en witr=x &= pacientes con VRP B (P = 0.1631), C)Correlacion tiempo de evolucién con niveles
TGFB1 en vitreo de pacertss con VRP C. (P = 0.1665)
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XI. DISCUSION

En el presente estudio s= reporian cantidades significativas de TGFB1 en cada uno de los grupos,
con una tendencia 2 imcrementar conforme a la progresion de la VRP, sin mostrar diferencia
estadisticamente signficatvz. por lo gue se asume que no existe una correlacion directa entre las
concentraciones de dicho factor con el grado de severidad clinica.

Puesto que otros autores han postulado la isoforma 2 como aquella que predomina en el segmento
posterior del ojo en modelos experimentales de animales,’® el presente estudio tuvo Ia finalidad de
analizar unicamente |z isoforma 1 del TGFB en vitreo de humanos, para asi poder concluir cual es
su importancia en Iz vitreometinopatia proliferativa.

En estudios experimenizies s demostré que tras generar heridas dérmicas en ratones, las
isoformas 1,2 (TGFE1 TGFE2). inducian migracion de neutrdfilos y monocitos, asociado a un
proceso fibrético. Mieniras gue |2 inhibicidon de estas mismas isoformas, genero un cierre de herida
con minima cicatrizacion. El TGFB3. se reporta como un antagonista de las otras dos isoformas.'*

Mientras que en la VRP_ aun permanece incierto cudl es el papel especifico que desemperia cada
isoforma del TGFB. Hoerster y colaboradores, en un modelo experimental con VRP inducido en
ratones, reportan un incremento significativo en las cantidades de TGFB1 mas importante que
TGFB2, asi mismo reporian que solo TGFB1 se correlaciond con la cantidad de VRP.'®

El comportamiento que se observo en el presente estudio, contrasta con tales resultados, al no
presentar relacion directa con la severidad clinica, lo que sugiere que otros factores pudieran estar
mas relacionados con etapas avanzadas de la VRP.

Asi mismo, se observo unz discreta separacion en dos grupos dentro de cada categoria clinica,
sugiriendo que otros factores pudieran condicionar una diferencia en el perfil de expresion de la
citocina, siendo el tiempo de evolucion uno de los factores de riesgo mas importantes para
desarrollar VRP, motivo por el cual se realizé un analisis que considero el tiempo desde que el
paciente refirio la baja visual hasta el momento en que se realizé el procedimiento quirdrgico.

Los niveles de TGFB1, presentaron una relacion directa, con el tiempo de evolucion en pacientes
con VRP A, lo cual coincide con la teoria de que éste, tiene mayor relevancia durante las etapas
iniciales del curso clinico.

Lo anterior coincide con reportes previos donde la inhibicion de TGFB1, tuvo mayor efecto que la
inhibicion de TGFB2, en reclutar macréfagos y la subsecuente induccién de la transicién epitelial-
mesenquimatosa en modelos de cicatrizacion dérmica.'*®

De acuerdo con lo anterior, se puede concluir que cada isoforma desempefia un papel muy
particular en el complejo proceso de la VRP.

18



XIl. CONCLUSION

Sibien, la concentracion del TGFB1 en vitreo, no guarda una relacion directa con la severidad clinica
de la vitreorretinopatia proliferativa, si pudiera ser uno de los factores principales involucrados en
promover la transicion epitelial-mesenquimatosa, dada su mayor expresion en etapas iniciales. Por
lo que se propone que existe una funcion particular para cada una de las distintas isoformas. En
lugar de que alguna de estas fuera la que predomina en el globo ocular.
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XIV.ANEXOS

/@ HOSFITAL  FUNDACION HOSPITAL NUESTRA SENORA DE LA LUZ LA.P.

LUz CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA
CiB (CIB-HOL)
Folio:
México, D. F., a de de 20

Consentimiento informado:

En la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz se lleva a cabo un estudio titulado “Correlacion
de niveles de TGF-b1 con severidad de Vitreorretinopatia Proliferativa”.

El cual se realiza en el Centro de Investigacion Biomédica, este estudio esta bajo responsabilidad
de ia Dra. Atzin Robies Conireras, Dr. Héctor Pérez Cano y Ei Dr. Abei Ramirez Estudiiio.

Se me ha informado que se requiere una muestra de vitreo, la cual sera obtenida durante el
procedimiento quirdrgico, sin afectar el procedimiento rutinario. Se me ha explicado que el material
obtenido de mi muestra se utilizara para fines de investigacién que se realizara por el Centro de
investigacion Biomédica y que ia toma de muestra NO modifica mi diagnostico, mi tratamiento ni ia
atencion recibida por parte del personal de la institucién. También me ha sido sefialado que puedo

retirar mi consentimiento para participar en la investigacion en el momento que yo lo desee.

Es por eso gque:

Yo acepto participar en este estudio y

autorizo que se obtenga una muestra de vitreo.
Firma:

Teléfono:

Responsable de toma de muestra:

Testigo:

Testigo:
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Formato de captura de informacion del paciente

Fecha de toma de muestra:

Folio:

Expediente:

Nombre:
Edad: Sexo: Fecha de nacimiento:
Ojo afectado: Causa del DR:
Fecha del DR: Primario o Recidivante:

Fecha de cirugia:

Recidivante fecha DR previo:

Enfermedades concomitantes o condiciones asociadas:
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