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Antecedentes

El proceso de angiogénesis es la formacion de nuevos vasos a partir de preexistentes y que
facilitan el aporte de oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento a las células, asi como la
remocién de productos de deshecho. En los organismos adultos, la angiogénesis es
necesaria en eventos de reparacion de tejido dafiados por acciébn mecanica como el que se
presenta en heridas.!

El factor de crecimiento endotelial (VEGF) es uno de los méas cruciales y especificos
reguladores de la angiogénesis. El VEGF involucra a una familia de glicoproteinas que se
dividen en VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, factor de crecimiento placentario
y VEGF-F. Sus respectivos receptores estan acoplados a cinasas de tirosina que, al activarse
por su respectivo ligando extracelular, sufren una dimerizacién y autofosforilacion que activan
una cascada de sefalizacién por segundos mensajeros 2. El VEGF promueve la
permeabilidad vascular y angiogénesis, juega un rol importante durante la embriogénesis. Las
situaciones de hipoxia e isquemia aumentan significativamente los niveles de VEGF en
diferentes tejidos incluyendo el ojo, en donde practicamente esta ausente en la etapa adulta.
34 El VEGF- A al ser el principal mediador de la angiogénesis, estimula la fuga vascular y la
proliferacion celular vascular endotelial °, sin embargo, no se sabe cuél es la participacion de
otras isoformas de VEGF, como la VEGF-B y la VEGF-C asociadas procesos anti-vasculares
e inflamatorios respectivamente, y que en angiopatias oculares como la retinopatia diabética
proliferativa (RDP) forman parte del proceso degenerativo.

La retinopatia diabética (RD) es la causa de discapacidad visual con mayor prevalencia en la
poblacion trabajadora en paises desarrollados a pesar de los programas de prevencion,
diagnéstico oportuno y tratamiento. A nivel mundial hay aproximadamente 93 millones de
personas con retinopatia diabética, de estos previos, 17 millones con retinopatia diabética
proliferativa. *

La retina es uno de los tejidos con mayor demanda metabdlica y de oxigeno, , por lo que, es
susceptible a cualquier cambio en la aportaciéon de nutrientes y oxigeno.? En términos
generales, las condiciones de hiperglicemia que se presentan durante la retinopatia diabética
generan alteraciones metabdlicas, incremento de las vias de los polioles y de la hexosamina,
sintesis de novo de diacilglycerol, produccion de radicales libres, productos de glucosilacion
avanzada, y estrés reticular®’. La cronopatologia de la RD se divide en cuatro fases:

1- Dafio retiniano sin anormalidades microvasculares visibles: se caracteriza por
alteraciones metabodlicas en respuesta a la hiperglicemia que conllevan a una
discapacidad microvascular temprana y neurovascular, ademas de condiciones de

neurodegenerativas debido a la liberacion de glutamato al medio extracelular. Este



proceso de excitotoxicidad, sumado a la perdida de factores neuroprotectores como
el PEDF, somatostatina y neurotrofinas generan una sobreexpresion de VEGF®®. Por
otro lado, algunos trabajos sefialan que la eritropoyetina, un factor neuroprotector,
incrementa su concentracion en el vitreo de pacientes con diabetes, por lo que
probablemente este potenciando el efecto angiogénico del VEGF.

2- Retinopatia diabética no proliferativa leve-moderada: durante esta fase, se
presentan cambios microvasculares, edema macular, y se generan microaneurismas
y microhemorragias en punto debido a un engrosamiento de la membrana basal,
pérdida de pericitos y dafio endotelial’’. Este cambio en la membrana basal
incrementa su permeabilidad a componentes de contenido intravascular como VEGF,
acido palmitico e interleucinas al espacio intersticial. Por otro lado, es importante
mencionar que el VEGF y algunas citocinas también son generadas por células
gliales, que debido a las condiciones de excitotoxicidad, participan de manera
importante en el desbalance microvascular temprano y en la ruptura de la barrera
hemato-retiniana®.

3- Retinopatia diabética no proliferativa severa: en este estadio existen cambios
avanzados, pre-proliferativos, se presenta una vasoconstriccion debido a un dafio
endotelial y por consiguiente un ambiente hipéxico debido al desbalance en la
liberacion de factores vasoactivos sintetizados por el endotelio. En la clinica, las
‘manchas algodonosas” son lesiones secundarias a la estasis del flujo axoplasmico
que, en RD, indica zonas de isquemia.

4- Retinopatia diabética proliferativa: es el estadio final del proceso degenerativo,
donde la hipoxia severa es el factor principal, que lleva a un desbalance entre
mediadores angiogénicos y anti-angiogénicos, favoreciendo la neovascularizaciéon. Se
presenta un proceso proteolitico generalizado, principalmente en la membrana basal
en donde proteasas de leucocitos juegan un factor esencial. Los fragmentos
proteoliticos y los factores angiogénicos, en especial VEGF, llevan a la migracion y
replicacién de células endoteliales y, en consecuencia, nuevos vasos sanguineos.
Estos nuevos vasos son fragiles, debilitando la arquitectura retiniana y facilitando al
sangrado y crecimiento dentro del vitreo. Posteriormente provoca la formacion de

tejido fibrético que al contraerse causa desprendimientos de retina traccionales. 2

Considerando las diferentes etapas en la evolucién de la RD, un factor causal presente desde
el inicio del dafio a nivel ocular es el incremento de VEGF. Este aumento se da como
consecuencia de un proceso neurodegenerativo asociado a un desbalance temprano
microvascular presente en las condiciones de isquemia retiniana, que se presentan en

diferentes retinopatias, incluyendo la retinopatia diabética proliferativa.®* Sin embargo,



aparentemente el incremento de VEGF no solo se genera en la retina neural, por ejemplo,
Kovak y colaboradores (2015) observaron un aumento significativo en los niveles de VEGF
en vitreo de pacientes con retinopatia diabética proliferativa’*. Por otro lado, algunos estudios
muestran que posterior a una vitrectomia los niveles de VEGF-A en vitreo se asemejan a los
de personas sin retinopatia diabética proliferativa'®. En desprendimientos de retina serosos,
se ha demostrado un aumento en los niveles de VEGF-A. De la misma forma, en el caso de
desprendimientos de retina traccionales se ha demostrado un aumentado significativo de este
factor de crecimiento vascular!’. Sin embargo, hasta el momento no hay estudios que hayan
demostrado la presencia de las isoformas VEGF-B y VEGF-C en vitreo en angiopatias
oculares.

VEGF-B se une a los receptores VEGFR1 y NP1, pero a diferencia del VEGF-A que se une
a los mismos tipos de receptores, no induce la neovascularizaciéon y la permeabilidad
vascular.*® VEGF-B es un factor neuroprotector y un inhibidor de la apoptosis en diferentes
tipos de células neuronales. Se ha determinado su expresiéon en el sistema nervioso central,
incluyendo retina y sistema nervioso periférico. Sin embargo, se desconoce cual es su
participacion en condiciones hiperglucémicas!®. Algunos trabajos sugieren la presencia de
VEGF-B en pacientes diabéticos, y un incremento en su concentracién en pacientes con un
estadio proliferativo de la retinopatia diabética®. En modelos animales se ha observado una
sobreexpresion de VEGF-B en condiciones hiperglucémicas, y ademas, una inhibicién de la
apoptosis retiniana. Estudios in vitro han mostrado que el tratamiento con VEGF-B no causa
una actividad angiogénica significativa®®, al contrario, inhibe de la neovascularizacion
coroidea y retinal, debido a la activacion de sus receptores VEGFR-1 y NPR-1.% Por lo tanto,
a diferencia del VEGF-A, VEGF-B aparentemente tiene un efecto protector en la retina, por
lo que podria ser un blanco farmacolégico como tratamiento en la degeneracién retiniana en
diferentes enfermedades oculares como la retinopatia diabética. °

VEGF-C es una isoforma de VEGF con una estructura similar al VEGF-A que estimula la
proliferacion y migracion de células endoteliales, promueve la liberacién de 6xido nitrico y
activa el plasminégeno. Inicialmente se creia que s6lo era inductor de la linfagiogénesis??, sin
embargo, en ratones se ha observado que el VEGF-C induce la angiogénesis y aumenta la
permeabilidad vascular. VEGF-C es un ligando para VEFR-2 y VEGFR-3 y recientemente se
ha identificado en el endotelio de la coriocapilaris?. El incremento en la concentracién de
VEGF- A y/o glucosa inducen una sobre regulacion de la expresion de VEGF-C,
incrementando su concentracién, sin embargo, hay poca informacién respecto a esta isoforma

y su implicacion en la retinopatia diabética.



Justificacion

La retinopatia diabética proliferativa, es una de las principales complicaciones secundarias a
una diabetes de larga evolucién. Siendo esta condicion propiciada por un proceso
angiogénico patolégico caracterizado por un incremento de VEGF-A en vitreo de personas
con este padecimiento. Sin embargo, la informacidn respecto a presencia y participacién de
otras isoformas (VEGF-B y VEGF-C) es muy escasa en pacientes con retinopatia diabética
proliferativa. Caracterizar la presencia de VEGF-B y VEGF-C, permitirdn establecer una
posible correlacién entre la presencia de algunas de estas isoformas con el avance en la RDP,
permitiendo desarrollar alguna estrategia de diagnostico o de prognosis de la enfermedad en
pacientes con RD inicial. De esta forma este proyecto estableceria estrategias farmacolégicas

MAs precisas para su tratamiento.

Planteamiento del problema

¢ Existe una correlacion entre la presencia y la concentracién de VEGF-B y VEGF-C en vitreo

de pacientes con la retinopatia diabética proliferativa?

Objetivos

Primario:
e Determinar la presencia y concentracion de diferentes isoformas de VEGF en vitreo
de pacientes vitrectomizados con retinopatia diabética proliferativa en la Asociacion

para Evitar la Ceguera en México I. A. P.

Secundarios: (exploratorios)

e Determinar por la técnica de BCA la presencia y concentracion de proteinas en las
muestras procesadas de vitreo de pacientes vitrectomizados por RDP y en pacientes
vitrectomizados por causas que no involucren un proceso de angiogénesis.

e Establecer por ensayos de ELISA la concentracion de las isoformas VEGF-A, VEGF-
B y VEGF-C en vitreo de pacientes vitrectomizados por RDP y en pacientes
vitrectomizados por causas que no involucren un proceso de angiogénesis.



Hipodtesis

Primaria:
Los niveles de VEGF en sus isoformas A, B y C, se encuentran aumentados en el vitreo de

pacientes con retinopatia diabética proliferativa.

Secundarias:

e La concentracion de las diferentes isoformas de VEGF -A, B y -C, estdn aumentadas
en el vitreo de pacientes retinopatia diabética.
e La concentracion de las diferentes isoformas de VEGF —A, By -C, no se modifica en

el vitreo de pacientes con patologias no angiogénicas.

Diseno del estudio

- De acuerdo con el momento en que se capta la informacion: prospectivo.

- De acuerdo con el nimero de veces en que se mide o determina la variable de
interés principal: transversal

- De acuerdo con la interferencia del investigador en el fendmeno que se analiza:
Observacional.

- De acuerdo con el analisis de la poblacion de estudio: Comparativo.

Metodologia

Lugar: Unidad de Investigacion UNAM-APEC, Asociacion para evitar la Ceguera,

“Hospital Dr. Luis Sanchez Bulnes”.

Universo: Trabajadores de la salud de APEC.

Obtencién de la Poblacion: Se invita a pacientes que vayan a ser sometidos a cirugia

de vitrectomia dentro de la institucién a participar en el protocolo.

Unidad de observacion: Sujeto.



Método de muestreo: Reclutamiento consecutivo.

Grupo control
e Pacientes de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.
e Pacientes mayores de 18 afios.
e Pacientes sometidos a vitrectomia por desprendimiento de retina
regmatogeno.
e Pacientes sin antecedentes de cirugias oftalmologicas.

Grupo de estudio
e Pacientes de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.
e Pacientes mayores de 18 afios.
e Pacientes sometidos a vitrectomia por retinopatia diabética proliferativa
secundario a desprendimiento de retina traccional sin hemorragia vitrea.
e Pacientes sin antecedentes de cirugias oftalmoldgicas.

Criterios de exclusion
Grupo control

e Pacientes menores de edad.

e Pacientes que no sean sometidos a vitrectomia.

e Pacientes ajenos a la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

e Pacientes sometidos a vitrectomia por desprendimiento de retina regmatégeno
y traccional secundario a procesos que involucren neovascularizacion.
Pacientes diabéticos.
e Pacientes con desprendimiento de retina mixtos.

Grupo de estudio
e Pacientes menores de edad
e Pacientes que no sean sometidos a vitrectomia
e Pacientes ajenos a la Asociacién para Evitar la Ceguera en México.
e Pacientes sometidos a vitrectomia por desprendimiento de retina regmatégeno
y traccional secundario a procesos que no involucren neovascularizacion.

e Pacientes con desprendimientos de retina mixtos

e Pacientes con hemorragia vitrea.

Variables de estudio

Nombre de | Independie | Tipo de | Unidad Instrumento | Momento
la variable | nte o | variable: de de Medicion | de la
Dependient | Nominal medicion medicion
e /ordinal/
dimensional




Concentra | Independie | Ordinal ng/dl Lector  de | Unico
cion de las | nte placas para | posquirdrgi
diferentes ELISA co
isoformas
de VEGF
en vitreo.
(VEGF-A,
VEGF-B vy
VEGF-C)
Variables dependientes:
Nombr | Independien | Tipo de | Unidad Instrumento Momento
e de la|te o | variable: de de Medicion de la
variabl | Dependient | Nominal medicion medicion
e e /ordinal/
dimensional
Cantida | Dependient | Cuantitativa, Unidades | mililitros Posterior a
d de | e vitrectomi
vitreo a.
analiza
do
Variables independientes
Nombre de | Independie | Tipo de | Unidad Instrumento | Momento
la variable | nte o | variable: de de Medicion | de la
Dependient | Nominal medicion medicion
e /ordinal/
dimensional
Edad Independie | Dimensional | Afios Interrogatori | Visita 1.
nte cumplido | o Prequirargi
s co
Sexo Independie | Nominal, Femenin | Ficha de | Unico
nte dicotomica o/ recoleccion.
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Masculin

0
Pacientes | Independie | Nominal, Si/No Ficha de | Unico
sometidos | nte dicotomica recoleccion

a

vitrectomia

Diabetes Independie | Nominal, Si/No Ficha de | Unico
Mellitus nte dicotomica recoleccion

tipo 1l

Concentra | Independie | Numérica ng / dl Lector  de | Unico
cion de la | nte placas para | posquirargi
isoforma ELISA co
VEGF-A en

vitreo.

Concentra | Independie | Numérica ng / mi Lector  de | Unico
cion de la | nte placas para | posquirlrgi
isoforma ELISA co
VEGF-B en

vitreo.

Concentra | Independie | Numérica ng / mi Lector  de | Unico
cion de la | nte placas para | posquirlrgi
isoforma ELISA co
VEGF-C

en vitreo.

Concentra | Independie | Numérica ng/ml Técnica Unico
cion de | nte BCA posquirdrgi
proteinas co

en vitreo

Tamafio de la muestra
Variable principal de desenlace: Cuantificacion de VEGF-A, VEGF-B Y VEGF-C en

vitreo.
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El nimero de muestras incluidas en este estudio es de 52 muestras de vitreo de
pacientes, 25 del grupo control y 25 del grupo de estudio.

Método

1. Se invitd a participar de manera voluntaria a 50 sujetos en la consulta de
programacién para vitrectomia en el area de retina del hospital Dr. Luis
Sanchez Bulnes de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

2. 25 sujetos invitados fueron del grupo control, el cual involucra a pacientes
sometidos a vitrectomia secundario a desprendimiento de retina
traccional/regmatégeno secundario a procesos que NO involucren
neovascularizacion en la consulta de programacion para vitrectomia en el area
de retina del hospital Dr. Luis Sanchez Bulnes de la Asociacion para Evitar la
Ceguera en México.

3. 25 sujetos invitados fueron el grupo de estudio, el cual involucra a pacientes
sometidos a vitrectomia secundario a hemorragia vitrea o desprendimiento de
retina traccional secundario a retinopatia diabética proliferativa en la consulta
de programacion para vitrectomia en el area de retina del hospital Dr. Luis
Sanchez Bulnes de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

4. Se entregd y firmd consentimiento informado en la consulta de programacion
para vitrectomia en el area de retina del hospital Dr. Luis Sanchez Bulnes de
la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

5. Se realiz6 historia clinica en la consulta de programacion para vitrectomia en
el area de retina del hospital Dr. Luis Sdnchez Bulnes de la Asociacién para
Evitar la Ceguera en México.

6. Los sujetos fueron sometidos a vitrectomia via pars plana en el quiréfano del
hospital Dr. Luis Sanchez Bulnes de la Asociacion para Evitar la Ceguera en
México.

7. Serecabd de 0.2 ml a 1 ml de humor vitreo posterior a colocacién de trécares,
previo a la insercion de la infusion.

8. Se coloco la muestra posterior a su obtencion en tubos coénicos de 2 ml y se
transport6 a la unidad de investigacion en un contenedor cerrado a prueba de
derrames a 4°C.

9. Se recibe la muestra en la unidad de investigacion, se registra en la bitacora.

10.Se mide el volumen total de la muestra y se paso6 a un tubo de 1.5 ml estéril.

11.Se centrifugd durante 15 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente, se toma
el sobrenadante y se coloca en un tubo de 1.5 a 2 ml debidamente etiquetado.

12.Se guarda el sobrenadante en ultracongelacion a -80°C hasta su
procesamiento.

13.Para el analisis se escogieron muestras de forma aleatoria en el grupo de RDP
y en el grupo control. Las muestras seleccionadas se descongelaron a
temperatura ambiente para realizar las diferentes mediciones.

14.Las muestras de humor vitreo fueron procesadas para determinar la presencia
y concentracion de proteinas por técnica BCA.
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15.La muestra de humor vitreo fue procesada mediante ELISA para determinar la
presencia y los niveles de VEGF en sus diferentes isoformas -A,-B,-C en la
Unidad de Investigacion de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

16. Se registraron los datos en una base de datos de Excel.

17.Los datos se analizaron mediante el programa EXCEL 2017 y SPSS version
25.

Andlisis estadistico

1. Se utiliz6 el software estadistico SPSS version 25.

2. Se realiz6 unat de student para determinar si los resultados eran significativos
o no significativos. Considerando una significancia estadistica con la p menor a 0.05.
3. Se realizaron graficas de cajas y bigotes para determinar la media, mediana,

cuartiles y valores extremos.

Maniobras estandarizadas

Cuantificacién de VEGF A, VEGF B y VEGF C mediante ELISA

Preparacién de los reactivos

Se prepara un buffer que debe ser conservado a temperatura ambiente y debe ser
diluido antes de empezar el procesamiento del test.

Si hay cristales en el buffer, se deben calentar hasta la disolucién total.

1. Se debe agregar 50 mL del concentrado “buffer de lavado” en un cilindro de
1000mL. Posteriormente se debe llenar en su totalidad complementando con
agua destilada.

2. Se debe mezclar evitando formar espuma.

3. Se transfiere a un bote limpio y se almacena a una temperatura entre 2°-25°.

El Buffer debe prepararse basado en la siguiente tabla.

Wash Buffer
Number of Strips Concentrate [20x) | Distilled Water (mL)
ImL)
1-6 25 475
1-12 50 a0
1o [1-12] 300 10000

Buffer de ensayo.
1. Verter todo el contenido (5 ml) del concentrado del buffer de ensayo en un
cilindro de 100 ml, posteriormente llevar a los 100 ml con agua destilada.

2. Mezclar evitando formar espuma
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3. Conservar entre 2° a 8°.

4. Se debe preparar basado en la siguiente tabla.

MNumber of Strips

Assay Buffer
Concentrate [20x)
1 18]

Distilled Water (mL]

23

1-12

5.0

Conjugado de biotina

1.

1)

2)
3)
4)
5)

Se debe hacer una dilucion 1:100 de la solucidon concentrada de biotina

conjugada con el buffer de ensayo en un tubo de plastico segun sea necesario

basandose en la siguiente tabla:

Mumber of Strips

Biotin-Conjugate (mL)

Assay Buffer [1x] ImL]

1-4

0.04

3.94

1-12

0.12

11.88

VEGF-A,B,C

Reconstituir el estdndar de VEGF-A, VEGF-B o VEGF-C humano mediante la
adicion de agua destilada.

Mezclar hasta que se vea una mezcla homogénea.

Dejar que el estandar se reconstituya durante 10 a 30 minutos.

Mezclar bien antes de hacer las diluciones

Las diluciones estandar se pueden preparar en el micropocillo o
alternativamente en tubos.

Dilucion estandar externa

Preparar diluciones en serie 1:2 para la curva estandar como siguiente:
Pipetear 225 uL de diluyente de muestra en cada tubo.

Pipetear 225 uL de estandar reconstituido (Concentracion de estandar =2
ng/ml) en el primer tubo.

Pipetear 225 uL de esta dilucion en el segundo tubo y mezclar.

Repetir las diluciones 5 veces.

Protocolo

1. Determine el nUmero de tiras de micropocillos necesarios para probar el nimero

deseado de muestras mas el numero apropiado de pocillos necesarios para

ejecutar espacios en blanco y estandares. Cada muestra, estandar, la muestra de
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control en blanco y opcional debe analizarse en duplicar. Retire las tiras de
micropocillos adicionales del soporte y guardelas en bolsa de aluminio con el
desecante provisto a 2°-8°C sellado herméticamente.

2. Lave las tiras de micropocillos dos veces con aproximadamente 400 pL de
bufffer por pocillo con aspiracién completa del contenido de los micropocillos entre
lavados. Deje que el tampon de lavado se asiente en los pocillos durante
aproximadamente 10 a 15 segundos antes de la aspiracion. Después del ultimo
paso de lavado, vacie los pocillos y coloque las tiras de micropocillos almohadilla
absorbente o toalla de papel para eliminar el exceso de tampén de lavado. Usar
las tiras de micropocillos inmediatamente después del lavado. Alternativamente
las tiras de micropocillos se pueden colocar boca abajo sobre un absorbente
hamedo papel por no mas de 15 minutos. No permita que los pozos se sequen.
3. Dilucién estandar en la placa de micropocillos

Anada 100 pL de diluyente de muestras por duplicado a todos los pocillos
estandar. Pipetear 100 pL de estandar preparado

por duplicado en el pozo Al y A2. Mezclar el contenido de los pocillos A1y A2 por
aspiracion y eyeccion repetidas (concentracion de estandar 1, S1 = 1000 pg/mL)
y transfiera 100 yL a los pocillos B1 y B2, respectivamente. Tenga cuidado de no
rayar el interior superficie de los micropocillos. Continle este procedimiento 5
veces, creando dos filas de diluciones estandar de VEGF-A humano que van de
1000 a 15,6 pg/mL. Desechar 100 pL del contenido de la ultimos micropocillos
(G1, G2) utilizados.

7. Cubrir con una pelicula adhesiva e incubar a temperatura ambiente. (18° a
25°C) durante 2 horas en un agitador de microplacas. (Temblar es absolutamente
necesario para un rendimiento 6ptimo de la prueba.)

8. Prepare el conjugado de biotina.

9. Retire la pelicula adhesiva y vacie los pocillos. Lave las tiras de micropocillos 6
tiempos de acuerdo con el punto 2. del protocolo de prueba. Proceder
inmediatamente al siguiente paso.

10. Agregue 100 yL de conjugado de biotina a todos los pocillos.

11. Cubrir con una pelicula adhesiva e incubar a temperatura ambiente.

(18° a 25°C) durante 1 hora en un agitador de microplacas.

12. Prepare Streptavidin-HRP

13. Retire la pelicula adhesiva y vacie los pocillos. Lave las tiras de micropocillos
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del protocolo de prueba. Proceder inmediatamente al siguiente paso.

14. Ahada 100 pL de estreptavidina-HRP diluida a todos los pocillos, incluidos los
pocillos en blanco.

15. Cubrir con una pelicula adhesiva e incubar a temperatura ambiente (18° a
25°C) durante 1 hora en un agitador de microplacas.

16. Retire la pelicula adhesiva y vacie los pocillos. Lave las tiras de micropocillos
del protocolo de prueba. Proceder inmediatamente al siguiente paso.

17. Pipetee 100 pL de solucion de sustrato TMB en todos los pocillos.

18. Incube las tiras de micropocillos a temperatura ambiente (18° a 25°C) durante
unos 30 minutos. Evite la exposicion directa a la luz intensa.

El desarrollo del color en la placa debe ser monitoreado y en la reaccion del
sustrato se detuvo (ver el siguiente punto de este protocolo) antes los pocillos
positivos ya no se pueden registrar correctamente. Determinacion del periodo de
tiempo ideal para el desarrollo del color tiene que hacerse individualmente para
cada ensayo.

Se recomienda agregar la solucién de parada cuando el nivel mas alto estandar
ha desarrollado un color azul oscuro. Alternativamente el color el desarrollo puede
ser monitoreado por el lector ELISA a 620 nm.

La reaccion del sustrato debe detenerse tan pronto como el Estandar 1 ha
alcanzado una DO de 0,9 — 0,95.

19. Detenga la reaccion enzimatica pipeteando rapidamente 100 pyL de Stop
Solucién en cada pocillo. Es importante que la solucion de parada sea esparcir
rapida y uniformemente a través de los micropocillos para inactivar completamente
la enzima. Los resultados deben ser leidos inmediatamente después de agregar
la solucion de parada o dentro de una hora si las tiras de micropocillos se
almacenan a 2 - 8 °C en la oscuridad.

20. Lea la absorbancia de cada micropocillo en un espectrofotometro usando 450
nm como la longitud de onda primaria (opcionalmente 620 nm como la longitud de
onda de referencia; 610 nm a 650 nm es aceptable). Vacio el lector de placas de
acuerdo con las instrucciones del fabricante por utilizando los pocillos en blanco.

Determine la absorbancia de ambas muestras y los patrones.
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Cuantificacion de proteinas por técnica de BCA

Esta kit esta basado en el acido bicinconinico (BCA) para la deteccién y cuantificacion
colorimétrica de proteinas totales. Este método combina la reduccién del Cu*? (iones
clpricos) a Cu*! (iones cuprosos) en medio alcalino (reaccién de Biuret) con la
deteccion selectiva del cation Cu*! utilizando BCA. El producto de la reaccioén tiene
un color purpura formado por el complejo de BCA / Cu*l. El complejo hidrosoluble
absorbe a 562 nm de manera lineal con el incremento de proteina en un rango de
200-1000 pg/ml. La concentracion de proteinas se determina a partir de una curva de
calibracion construida con una proteina de referencia de concentracién conocida (ej.
albumina de suero bovino). A partir de esta curva se determina la concentracion de la
muestra de proteina incognita.

Materiales
- Solucién Acido bicinconinico
- Solucién B Sulfato de cobre
- Agua destilada
- BSA proteina estandar
- Micropipetas
- Placa multipozos
- Espectrofotdmetro

A. Preparacion de soluciones patron
1. Preparar los patrones en una placa de 96 pozos, diluyendo segun indica la tabla.
Conservar a 4°C.

H20 (uL) BSA (uL)
17 0

16.5 0.5
15.75 1.25
14.5 2.5

12 5

4.5 12.5

0 17

B. Preparacion del Reactivo de Trabajo (se prepara al momento de ser usado)

1. Determinar el volumen de trabajo necesario con la siguiente férmula: (n° de
patrones + n° de muestras) (n° de réplicas) x 200 ul =V total

2. Preparar el reactivo de trabajo, mezclando 1 ml del reactivo A con 20 uL del reactivo
B. Se obtendra una solucion verde.

C. Procedimiento para determinacion de la concentracion proteica

1. Adicionar 3 pl por well de cada muestra a analizar en una placa de 96 wells y
mezclar con 17 pl de H20 por well.

2. Adiciono 200 pl del reactivo de trabajo por well.

3. Se Incubd a 37°C por 1 hora. Se observara un viraje de verde a violeta segun la
concentracion de proteinas.
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4. Enfriar la placa hasta temperatura ambiente. Determinar la absorbancia a 562 nm
en un espectrofotometro de placa. Nota: Si no se cuenta con el equipamiento
adecuado, la reaccion puede leerse entre 540 y 590 nm.

5. Graficar la absorbancia a 562 nm de los patrones en funcién de su concentracion
y obtener, por regresion lineal, la ecuacion de la curva. Usar la ecuacion obtenida para

determinar la concentracion de proteinas totales en las muestras (3).

Solucidn

Problema

Posible causa

Solucion

No hay color en ningun
pocillo.

La muestra contiene
agentes  quelantes de
cobre.

Dializar, desalar o diluir la
muestra.

Incrementar la concertacion
del reactivo A en la sol de
trabajo, p.ej. usar 50:2 de
reactivo A:B

El blanco esta OK, pero los
estandares y muestras dan

Acidos fuertes o buffers
alcalinos pueden alterar el

Dializar, desalar o diluir la
muestra.

esperado

alta.
La muestra contiene lipidos
o lipoproteinas.

menos color que lo | pH del reactivo de trabajo. | Medir la absorbancia a 562
esperado. Se estd midiendo en una | nm.
longitud de onda errénea.
El color de las muestras | La concentracion de | Diluir la muestra.
aparecen mas oscuras de lo | proteinas es demasiado | Agregar 2% de SDS a la

muestra para eliminar los
lipidos.

Todos los tubos (incluyendo
el blanco) dan violeta
0scuro.

El buffer contiene agentes
reductores.
El buffer contiene Tiol.

Dializar o diluir la muestra.

El buffer contiene aminas
biogénicas (catecolaminas).

Organizacion

Recursos humanos:
Investigador
Residente de segundo afio

Pasante de servicio social en medicina

w0 Dd P

Becarios de retina

Recursos materiales:

Micropipetas

Gabinete de seguridad nivel 1l para manejo de muestras
humanas.

Espectrofotdmetro

Potenciometro

N =

Hw
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Balanza analitica y balanza granataria

Agitador a 45°.

Centrifuga refrigerada

Kit de BCA para cuantificacion de proteinas.

Kits de ELISA para determinacién de VEGF-A, VEGF-B y

VEGF-C.

10.Medio para mantenimiento de muestras

11.Ultrarefrigerador para almacenaje de muestras

12.Refrigerador para almacenaje de kits y reactivos

13.Tubos conicos de 1.5 — 2 ml para recoleccion de muestra

14.Tubos de 15 ml para centrifugacion de muestra

15.Computadora e impresora.

16.Téner para impresion de historias clinicas vy
consentimiento informado

17.Hojas para elaboracion de historias clinicas vy

consentimiento informado.

©ooNOO

Aspectos éticos

El presente estudio ha sido disefiado con base a los principios de la Declaracion de
Helsinki y en apego a las guias de buena practica clinica.

Todos los pacientes deberan firmar el consentimiento informado previo a su inclusion
al estudio.

La privacidad del paciente sera protegida a toda costa, recabandose solamente los

datos que competen a la presente investigacion.

Resultados

Se reclutaron 50 muestras de 50 pacientes que cumplieron con los criterios de
seleccién previamente descritos. De esas 50 muestras, 25 fueron del grupo control y
25 del grupo de estudio, de las cuales se excluyeron 5 muestras de cada grupo por
falta de consentimiento informado y contaminacion.

Considerando que el objetivo principal de este proyecto es la determinacion de
algunas isoformas de proteinas con funcién vascular en vitreo de pacientes con RD,
inicialmente se determind y cuantifico la concentraciéon de proteinas generales en las
muestras (técnica de BCA, ver métodos) de los pacientes participantes para identificar
la viabilidad de las muestras para este estudio. Como se observa en la figura 1, el

grupo con retinopatia diabética proliferativa (RDP) no muestra una diferencia respecto
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al grupo, con una concentracion de 2.94 ug/ul y 2.39 g/ul respectivamente, y lo cudl

coincide con lo reportado en la literatura.

Cuantificacion de proteinas

6.000
5.000 —1— 4.902
4.000
3.526
3.000 X 2948 —T—2975 5 a5g
X 2392
2.283
2.000 J_ 1801 o7 1.981
1.000
RDP CONTROL

Figura 1. Cuantificacion de proteinas por técnica BCA en pacientes con RDP contra el grupo control.

Unidades en pg/pl.

El andlisis de la concentracién de proteinas por género, muestra una diferencia
significativa (p<0.05) entre el grupo de mujeres y de hombres, siendo una
concentracion de 3.19 pg/ul y de 2.6 pg/ul respectivamente (Figura 2). Posteriormente
al subdividir en dos grupos: mujeres con y sin RDP, y hombres con y sin RPD se
observé que Unicamente en el grupo de mujeres se presenta una tendencia mayor en
la concentracion de proteinas con un promedio de 3.1 pg/ul en mujeres con RDP y
de 2.3 pg/ul para mujeres del grupo control, sin embargo, aparentemente no hay una
diferencia significativa debido muy probablemente a la cantidad de muestra (N
mujeres DM= 8 vs N mujeres control= 2). En el caso del grupo de hombres no se
observo una diferencia entre pacientes con RDP y controles (Figura 2). Es importante

aumentar la muestra para tener una mayor certeza en los analisis estadisticos.
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6.000

5.000

4.000

3.000

2.000

1.000

ug/ml

6.000

5.000

4.000

3.000

2.000

1.000

ug/ml

Género

—T1— 4.902
3.679
%3:199
2.399
1.932
MUJERES
Mujeres RDP - Mujeres Control
4.902
3.679
3199
2742
l 2.399 2330
1.932 1.917
RDP CONTROL

—|—3.590

X 2614

— 1.801

HOMBRES

3.069

2.169

Hombres con RDP vs Hombres control

4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000

0.500

ug/ml

—" 3.590
3.069

2975975
X 2 61
X 2.434
AL 2169 2-042.044
1.801
RDP CONTROL

Figura 2. Analisis de la concentracion de proteinas considerando género y pacientes con RDP y controles

para cada grupo. Unidades de pg/ul

Estos resultados indican una clara diferencia en cuanto a la concentraciéon de

proteinas en el vitreo como se sefiala en la literatura, sin embargo, llama la atencion

algunas diferencias interesantes en el grupo de mujeres, considerando que algunos

estudios consideran el sexo masculino como un factor de riesgo independiente para

el desarrollo de RDP, incluso algunos lo refieren como un factor de riesgo de

progresion de la enfermedad en aquellos pacientes que ya tienen retinopatia

diabética.2829:30
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Una vez que se analizé la concentracién de proteinas en los diferentes grupos de
estudio y control, y se determind la viabilidad del uso experimental de las muestras,
se continuo en el andlisis de las proteinas de interés, VEGF-A, VEGF-B y VEGF-C.

En la figura 3 se muestra la cuantificacion de VEGF-A en pacientes con RDP
comparados con el grupo control. Se observa que el vitreo de pacientes con RDP
tienen una concentracion de 314.62 pg/ml, y una desviacion estandar (DE) de +/-
275.99, comparado con el grupo control que presenta una media de 62.50 pg/ml, y
desviacion estandar (DE) +/-138.26, con un p estadisticamente significativa (0.001).
Este incremento en la concentracién de VEGF era esperado en pacientes con RDP,

y coincide con lo reportado por otros grupos de investigacion.'417:

[VGF-A] en diabéticos vs contro

800 1096.384615

728.5
700

600
0538.3076923
500
453.1153846
400
X314.6211538
300 0275.4230769
0241.1923077
200
o0 124.4615385 09.8461538
96154
0 L9 0
-100
gl RDP CONTROL

Figura 3. Comparacion de concentracion de VEGF-A en vitreo de pacientes con RDP contra el grupo

control. Unidades de pg/ml.

Al realizar el analisis por género, se encontré una diferencia de las medias del grupo
de mujeres de 223.90 pg/ml, con una DE +/- 275.08. Comparado con el grupo de
hombres de 129.64 pg/ml, y DE +/- 197.62. Este resultado coincide con el analisis de
la concentracion de proteinas, pero en este caso una mayor concentracion de VEGF-

A en mujeres con RDP (Figura 4).
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[VEGF-A] respecto a género
208 1096.384615

0728.5
700

—T1666.9615385
600
500

400

367.5384615

300 285.6153846
200 X223.9084615 212.5384615

X129.6487179
100

0

P
S
P

-100
pg/ml MUJERES HOMBRES

Figura 4. Comparaciéon de medicion de VEGF-A en pacientes hombres contra pacientes mujeres. Unidades
de pg/ml.

Considerando que el VEGF-A es el principal factor angiogénico durante el desarrollo
de la RDP, la principal estrategia clinica para el tratamiento es el uso de farmacos
para disminuir la concentracion de VEGF-A libre y evitar le generacion de nuevos
vasos sanguineos. Es por esto por lo que en el estudio se consideré un grupo de
pacientes tratados (6 semanas previas a la cirugia) con anti-VEGF-A y se compararon
con pacientes no tratados. Como era de esperar, la concentraciéon de VEGF-A en
vitreo en pacientes tratados fue menor que en los que carecian de tratamiento, esto

coincide con estudios previos y refuerza la validez de nuestro estudio (Figura 5).
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[VEGF-A] en RDP con o sin anti-VEGF

1200
1096.384615
1000
800
—T—i25
X680.0384615
600
400
367.5384615
X250.1357446 276.7692308
200
98.5
0 ——0
pg/ml TRATADOS NO TRATADOS

Figura 5. Concentracion de VEGF-A en pacientes con RDP con y sin tratamiento de anti-VEGF 6 semanas

previas ala cirugia. Unidades en pg/ml.

En los ultimos afios diferentes estudios han sefialado la presencia y posible
participacion de acidos grasos en el proceso degenerativo durante la RDP, por esta
razon en el estudio se consider6 a los pacientes que reportaron el uso de
hipolipemiantes.3.32:33 Al subdividir el grupo de pacientes diabéticos de acuerdo a los
tratados y no tratados con farmacos hipolipemiantes, se encontr6 una mayor
concentracion de VEGF-A en pacientes que sin tratamiento con hipolipemiantes
comparados con los tratados, media de 351.52 ug/mly 269.51 ug/ml, respectivamente
(Figura 6).
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[VEGF-A] en RDP con y sin hipolipemiantes.

800 1096.384615
200 ——7285
600
——558.3076923 5627307692
500
200 436.9615385
X351.52441755
300 X269.517004
200 212.5384615
100 — 7753846154
0 ——5—19.73076923
-100
pg/mi TRATADOS NO TRATADOS

Figura 6. Concentracion de VEGF-A en muestras de pacientes con RDP con y sin tratamiento con
hipolipemiantes. Unidades en pg/ml.

En el caso del VEGF-B, se encontr6 una baja concentracién de esta isoforma en
ambos grupos de estudio, a pesar de que las muestras de pacientes con RDP tuvieron
una mayor concentracion (0.2325 ng/ml, DE +/- 0.93) respecto a los controles (0.0985
ng/ml, DE +/-.21571) esta diferencia no fue significativa (p = 0.5). Un mayor niumero
de muestras en el control reportaron mas presencia de VEGF-B. Al igual que los
analisis de las otras isoformas de VEGF es necesario ampliar en nimero de muestras

y realizar mas estudios para fortalecer esta observacion.

(VEGF-B) en RDP vs control

0.5 419 0.69
0.4

03 ©0.33 00.31
0 X0.2325

0.1

0.2

03

0.4

0.5

ng/ml RDP CONTROL

Figura 7. Concentracion de VEGF-B en muestras de pacientes con RDP contra el grupo control. Unidades

en ng/ml.
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Inicialmente y considerando que los estudios realizados en nuestro grupo de
investigacion sefialan un incremento en la expresion de VEGF-C en células de Muller
en un modelo de retinopatia diabética in vitro (Medina-Arellano et al. en proceso) y
una posible liberacion de esta isoforma de VEGF hacia el vitreo debido a la
comunicacion vitreo-retinal, en este trabajo se determiné la presencia de esta
isoforma de VEGF en el vitreo de pacientes con RDP. Los resultados del ensayo de
ELISA no muestran presencia de la isoforma VEGF-C en las muestras utilizadas, a
pesar de las observaciones en el modelo in vitro y de los pocos reportes al respecto
que indican su presencia a bajas concentraciones'#. Sin embargo, es necesario

realizar mas analisis al respecto para confirmar esta observacion.

Discusion

La retinopatia diabética es la principal causa de discapacidad visual con mayor
prevalencia en la poblacion econ6micamente activa a nivel mundial. En estadios
avanzados esta patologia se caracteriza por la formacion de nuevos vasos
sanguineos a nivel retinal y un incremento en la fuga vascular, generando
hemorragias y un aumento en la concentracion de proteinas a nivel extracelular, entre
otros procesos. Debido a la comunicacion vitreo-retinal todo este exceso de contenido
proteico se transporta hacia el vitreo en donde se concentra ejerciendo un efecto

paracrino sobre la propia retina y otros tejidos oculares 34.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman este incremento en la
concentracion de proteinas en las muestras de vitreo de pacientes con RDP, sin
embargo, a diferencia de lo reportado en la literatura en nuestra poblacion este
incremento fue mayor para mujeres que para hombre con una diferencia significativa
(p<0.05). Inclusive en el mismo grupo de mujeres comparando las pacientes con RDP
y control, se observa este incremento en las proteinas en vitreo, lo que estaria
indicando que en la poblacion mexicana aparentemente habria una mayor
susceptibilidad al proceso degenerativo en mujeres que en hombres. Esto podria
deberse a una cuestion hormonal, en donde debido a la edad de nuestro grupo de
mujeres (>55 afios) estaria asociado un proceso postmenopausico. Por ejemplo,
algunos estudios sefialan un incremento de proteinas, involucradas a la sefializaciéon
de Ca, en la hemoglobina sérica?*, sin embargo, no hay reportes en fluidos como el

vitreo. En el grupo de hombres no se observo ningin cambio entre pacientes con
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RDP y controles. Es necesario incrementar el tamafio de muestra, principalmente
para el grupo de hombres para determinar con mayor certeza los cambios en la

concentracion de proteinas en pacientes con RDP.

Una de las proteinas que incrementan su concentracion en vitreo durante la evolucién
de la RDP es el VEGF-A. En nuestro caso, al analizar la concentracion de este factor
angiogénico, se encontré6 una diferencia estadisticamente significativa entre las
muestras de pacientes con RDP respecto al grupo control, lo cual se ha reportado en
la literatura. 13141517 |Interesantemente, hay una diferencia significativa entre género,
en donde el incremento en VEGF-A es mayor en mujeres con RDP que en hombres
con RDP, este resultado coincide con el incremento en la concentracion de proteinas
en el grupo de mujeres comparado con el grupo de hombres. Esta observacion es de
llamar la atencion porque pareceria que en nuestra poblacién de estudio las mujeres
pudieran presentar un mayor efecto degenerativo que los hombres, lo cual podria
estar asociado factores como el estado hormonal, por ejemplo, una posibilidad es una
disminucién en la hormona de prolactina y sus metabolitos (vasoinhibinas) que se
sabe tiene funciones neuroprotectoras en diferentes retinopatias, incluyendo la
retinopatia diabética 3536, Por lo tanto, es necesario realizar otros andlisis para
determinar si existe realmente una diferencia en genero respecto a la susceptibilidad

de la RDP en la poblacion mexicana.

La asociacién entre acidos grasos y el incremento de factores angiogénicos como
VEGF-A en RDP es una hipétesis que ha tomado fuerza en los ultimos afios. Cuando
analizamos dentro de nuestra poblacion las muestras de pacientes con RPD que usan
hipolipemiantes en relacion a los que no son tratados observamos un incremento
significativo de VEGF-A en los pacientes que no usan hipolipemiantes comparados
con los que si llevan tratamiento. Esto podria sugerir un efecto de los &cidos grasos
en la liberacion de VEGF-A en pacientes con RDP reforzando la hipétesis acerca de
participacion de acidos grasos en el proceso degenerativo. Un estudio realizado por
Katah Itoh, 2021, se determin6 en vitreo de pacientes con RDP un incremento la
concentracion de VEGF-A y de FABP4, una chaperona de acidos grasos
citoplasmicos relacionada a la evolucion de arterosclerosis y resistencia a la insulina
26,27 Por otro lado, los estudios en realizados en un modelo de retinopatia diabética

metabdlica in vitro de nuestro laboratorio sefialan que la presencia de acidos grasos
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como triglicéridos y palmitato inducen un incremento en la sintesis y liberacion de

VEGF-A de células de Miiller en cultivo. 3

La isoforma de VEGF-B no presenta una actividad angiogénica, pero se sabe que
juega un papel importante como neuroprotector en la retina, regulando el proceso
apoptotico en condiciones hiperglucemiantes®®20, Sin embargo, aunque algunos
trabajos sugieren un incremento de esta isoforma en pacientes con un estadio
proliferativo de la retinopatia diabética, estos no son concluyentes. En nuestro caso
observamos bajas concentraciones de VEGF-B en las muestras de pacientes con
RDP, e inclusive en algunos controles. Esto podria sugerir la sintesis o liberacion de
este factor se encuentra regulada a la baja en condiciones de RDP, disminuyendo su
actividad antiapoptotica y antiangiogénica, y en consecuencia favoreciendo el
incremento en la concentracién de VEGF-A y de la neovascularizacién. Con estos
resultados pretendemos estudiar cuales son las caracteristicas de los controles en
donde se encontro el VEGF-B y de esta forma determinar si existe una relacion entre

la presencia de esta isoforma con el desarrollo de la RDP.

Otra de las isoformas analizadas fue el VEGF-C, y a diferencia del VEGF-A
aparentemente no hay presencia de este factor en las muestras de vitreo de nuestra
poblacién de estudio. Esto es contradictorio a los de por si escasos reportes acerca
de esta isoforma y a los datos obtenidos en el sistema in vitro de nuestro grupo de
investigacion'4. En nuestros ensayos in vitro las células expuestas a condiciones de
retinopatia diabética forman estructuras vesiculadas de liberacién que son positivas a
la marca fluorescente para el VEGF-C, por lo que una posibilidad es que en vitreo la
isoforma VEGF-C se encuentre contenida en estructuras como exosomas y no de
forma soluble por lo que no fué detectable por ELISA. Es imperativo utilizar otras
técnicas de estudio que nos permitan analizar la presencia de exosomas y Su
contenido en los vitreo de pacientes con RDP y determinar la participacion del VEGF-
C.

Un factor importante que considerar en la detencion de estas isoformas es la
sensibilidad de los kits utilizados para cada isoforma de VEGF. Por otro lado, la
probabilidad de que algunos estos factores o una fraccion de ellos no se encuentren

de forma soluble, hace necesario el abordaje a través de otras estrategias
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experimentales para determinar su presencia y participacion en la vitreo-retinopatia

diabética.

Por ultimo, la importancia de analizar el VEGF-A, VEGF-B y VEGF-C, en poblacion
mexicana, radica en que la retinopatia diabética es la principal causa de ceguera no
reversible en nuestro pais con una prevalencia de hasta el 31.5% en pacientes
diabéticos mexicanos?®. Por lo que el entender un poco mas de la fisiopatologia en la
raza mexicana, permite establecer un punto de partida para el desarrollo de
medicamentos, farmacos y anti angiogénicos mas dirigidos contra no sélo el VEGF-
A, sino el VEGF-B e incluso el C como blanco terapéutico.

Conclusiones

Es el primer estudio que se reporta en la literatura donde se analiza el comportamiento
del VEGF en vitreo de pacientes mexicanos con retinopatia diabética proliferativa
(RDP). Tomando en cuenta que la retinopatia diabética es la principal causa de
ceguera no reversible en nuestro pais, y el costo econdmico que representa para el
sistema de salud mexicano, el uso de este protocolo siembra las bases, por lo menos
en nuestra institucion para el desarrollo de posteriores estudios que puedan llevar a

buscar soluciones en el control y desarrollo de esta retinopatia.

El aumento de la concentracion de proteinas, asi como en VEGF-A en pacientes
femeninos probablemente debido a efectos hormonales, como la menopausia (edad
media de 55 afos), es una hipétesis que se debera confirmar ampliando el estudio a
pacientes femeninas que no se encuentren en periodo de menopausia 0 con una

media debajo de los 45 afios.

Las observaciones obtenidas en pacientes con el uso de hipolipemiantes, aunado a
lo reportado por otros autores, refuerza la idea de la participacion de acidos grasos
en el desarrollo de la RDP. Estos datos son importantes a considerar para establecer
un adecuado manejo clinico de la patologia en pacientes diabéticos y evitar o
enlentecer el desarrollo de la RPD. Otro punto que confirma este trabajo es la
importancia del VEGF-A como el principal factor involucrado en el proceso de

neovascularizacion en RDP. Sin embargo, es necesario conocer la funcion de las
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otras isoformas para poder determinar algun posible mecanismo que pueda regular a
nivel de expresion o liberacion la isoforma VEGF-A, considerando la funcién las
isoformas antiangiogénicas (VEGF-B) bien de las isoformas involucradas en procesos

inflamatorio (VEGF-C) que exacerban el cuadro patolégico.

A pesar de la escasa y nula deteccion de VEGF-B y VEGF-C, respectivamente, es
imprescindible el uso de otros analisis que nos permitan discernir la participacion de
otros mecanismos involucrados en la sintesis, liberacion y accidn de estas isoformas.
Con esto se podra tener un mayor entendimiento de la patologia y establecer
estrategias que puedan controlar la neovascularizacion a través de la regulacion de
diferentes blancos farmacoldgicos, lo que haria mas eficiente la estrategia actual de

Unicamente disminuir el VEGF-A.
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