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3.- Resumen estructurado

Antecedentes: Aproximadamente 6.4 millones de adultos 0 9.17% de la poblaciéon tiene DM en
México. El EMD afecta aproximadamente al 16% de los diabéticos en México. Diversos factores
contribuyen a la patogénesis del EMD incluyendo hipoxia, estrés oxidativo, desequilibro del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés), alteracion de la barrera
hematoretiniana, leucostasis en la vasculatura retiniana, pérdida de pericitos y permeabilidad
vascular aumentada. El tratamiento del EMD incluye control metabdlico, administracion intravitrea
de anti-VEGF, implante de dexametasona intravitreo y laser focal. Existen pocos estudios donde se
analizan los biomarcadores presentes en el HV de pacientes con EMD sin retinopatia diabética
proliferativa, por lo tanto, el estudio de estas moléculas es de alto valor para un mejor entendimiento
de la enfermedad y desarrollo de nuevas opciones terapéuticas.

Justificacion. La RD tiene un espectro muy amplio de manifestaciones oculares, que van desde la
presencia de microaneurismas hasta el desprendimiento de retina traccional. En términos generales
la RDP se caracteriza por el desarrollo de neovasos a causa de hipoxia tisular, mientras que el EMD
por la presencia de liquido en diferentes capas de la retina secundario a alteraciones en la
permeabilidad vascular. Se necesita un mejor entendimiento de la fisiopatologia del EMD para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Por lo tanto es de gran utilidad conocer los BM en
HV de pacientes con EMD sin RDP y sin tratamiento previo ya que la base de la fisiopatologia en el
EMD y la RDP es distinta.



Por ultimo no existe ningun estudio que evalie BM en HV en poblacion mexicana ni latina. Esto es
de gran impacto ya que el comportamiento de las enfermedades no sigue el mismo patrén en
diferentes poblaciones.

Objetivo General. Determinar los niveles de biomarcadores en humor vitreo de pacientes con
edema macular diabético sin retinopatia diabética proliferativa, los cuales no han recibido
tratamiento antiangiogénico.

Material y Métodos. Se tomaran muestras de vitreo no diluido de la cavidad vitrea central. Las
muestras de vitreo seran recolectadas en tubos estériles de polipropileno, posteriormente seran
almacenados a -80 °C. Se medira la concentracion de BM* en el HV utilizando el método de ELISA.
El HV se cultivara al siguiente dia posterior a su realizacion, en los medios de cultivo agar chocolate,
agar sangre y agar Sabourod.

Andlisis de resultados. En la estadistica descriptiva se reportan medidas de tendencia central y
dispersién como mediana y rango intercuartilico. Para la estadistica inferencial se realizé una prueba
de Shapiro-Wilk para valorar la distribucidon de la muestra. Para comparar variables cuantitativas
entre grupos independientes se realiz6 la prueba de U-Mann Whitney. Se utilizo el paquete
estadistico SPSS version 25(IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version
25.0. Armonk, NY: IBM Corp). Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

4. Introduccion

Retinopatia diabética

La federacion internacional de diabetes mellitus estima que la poblacién mundial con diabetes
mellitus (DM) en el 2019 fue de 463 millones y se proyecta que para el afio 2045 seran 700 millones
de personas las que padezcan DM. [1] La retinopatia diabética (RD) es la principal complicacion de
la DM y una de las principales causas de ceguera prevenible en adultos. [2,3] El edema macular
diabético (EMD) es la causa mas frecuente de pérdida de vision moderada en DM.[4] La
clasificacion de Airlie House se usa actualmente para estadificar la RD. [5]

Diversos mecanismos estan implicados clasicamente en el desarrollo de RD, tales como
permeabilidad vascular alterada y flujo retiniano anormal, engrosamiento de la membrana basal,
pérdida de pericitos y formacion de capilares acelulares. [6, 7, 8]

En los Gltimos afios se han descrito otros mecanismos involucrados en el desarrollo de la RD como
interaccién anormal de la retina neuro-vascular, alteraciones en la sefalizacién de la norrina, del
sistema cinina-kalickreina, involucro de citocinas como TNF-a, IL-1-b, IL-6, IL-8, CCL2, factor similar
a la angiopoyetina 4 (ANGPTLA4, por sus siglas en inglés), y leucina rica en-alfa 2-glucoproteina 1
(LRG1). [9-14]

Edema macular diabético

Aproximadamente 6.4 millones de adultos 0 9.17% de la poblacion tiene DM en México. [15] El
EMD afecta aproximadamente al 16% de los diabéticos en México. [16] La prevalencia del EMD
tiene una relacion directamente proporcional con la duraciéon de la DM y el grado de RD. [17]
Algunos de los factores de riesgo asociados para desarrollar EMD son los niveles séricos de
glucosa, lipidos, triglicéridos, hipertension, nefropatia diabética y embarazo [17]



El EMD clinicamente significativo se define como engrosamiento retiniano dentro de las 500 micras
centrales de la macula, el cual se caracteriza por la acumulacion anormal de liquido en los espacios
subretiniano y/o intrarretiniano en la regidn macular, lo cual tiene como consecuencia alteraciones
visuales. [18, 19] Diferentes tecnologias de imagen multimodal han optimizado el estudio del EMD
como la tomografia de coherencia 6ptica (OCT, por sus siglas en inglés), la cual proporciona un
analisis microestructural y longitudinal de la méacula. [19] Diversos factores contribuyen a la
patogénesis del EMD incluyendo hipoxia, estrés oxidativo, desequilibro del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés), alteracién de la barrera hematoretiniana,
leucostasis en la vasculatura retiniana, pérdida de pericitos y permeabilidad vascular aumentada.
[20]

Tratamiento edema macular diabético

El tratamiento del EMD incluye control metabdlico, administracion intravitrea de anti-VEGF, implante
de dexametasona intravitreo y laser focal. [21,22] EI tratamiento del EMD ha cambiado en los
ultimos afios. En la actualidad el estandar de tratamiento son las inyecciones intravitreas (IV) de
anti-factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés) . Actualmente se
encuentran tres farmacos disponibles: bevacizumab, ranibizumab y aflibercept.

Respecto al implante de dexametasona de lenta liberacion (Ozurdex), este cuenta con multiples
ensayos clinicos que han demostrado eficacia funcional y anatomica. [23] Existen farmacos en
desarrollo como inhibidores de VE-PTP, inhibidores de kalicreina, antagonistas de integrina,
inhibidores de VAP-1. [24-27] Asi mismo, se estan llevando a cabo lineas de investigacion para
estudiar la eficacia terapéutica bloqueando otros BM como IL-6, la via de la RHO cinasa y
esquolamina e integrinas. [26, 27, 28]

Biomarcadores en humor vitreo

Mdltiples moléculas en humor vitreo (HV) se asocian con la patogénesis del EMD. [29] La
identificacion de biomarcadores (BM) especificos en HV tiene distintos beneficios entre los cuales
esté el entendimiento de la fisiopatologia, asi como el poder identificar pacientes con un riesgo mas
alto de tener alteraciones visuales y el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas a futuro. [30]

A lo largo del tiempo se han medido los niveles de BM en HV de pacientes con EMD como el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés), interleucina-(IL) 6 (IL-6), IL-8,
IL-2, IL-10, proteina quimio-atrayente de monocitos-1 (MCP-1, por sus siglas en inglés o CCL2),
fraccion soluble de la molécula de adhesion intercelular-1 (SICAM-1, por sus siglas en inglés),
molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1, por sus siglas en inglés), factor transformante
de crecimiento-b (TGF-b, por sus siglas en inglés), factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF,
por sus siglas en inglés), eritropoyetina (EPO), procalcitonina, fibrinégeno y ferritina. [31-35] De los
marcadores previamente listados no todos han demostrado tener un valor significativo en la
patologia del EMD, a continuacion se citan algunos de los BM que participan en la fisiopatologia del
EMD que cuentan con evidencia cientifica.

Se ha demostrado que el VEGF esta incrementado en pacientes con EMD. [36] Este BM participa
en la permeabilidad vascular, vasodilatacion, angiogénesis, y quimiotaxis de macrofagos y
monocitos. La IL-6, tiene dentro de sus actividades la de ser una molécula proinflamatoria, participa
en la proliferacion de linfocitos B y en la migracion de neutréfilos. [37] La IL-8 igualmente se
encuentra aumentada en el humor acuoso de este grupo de pacientes y tiene funciones variadas
como angiogénesis, fagocitosis y quimiotaxis de granulocitos. [38,39]



La antes llamada MCP-1 o CCL2 (Ligando de quimiocinas 2) participa en la migracion de monocitos,
células dendriticas, linfocitos natural killer (NK) y por lo tanto es una interleucina proinflamatoria
descrita en la etiopatogenia del EMD. [40]

El sICAM-1 causa adhesién y migracion leucocitaria a través del endotelio, ademas de tener una
funcion promotora de la angiogénesis. [41] ElI TGF-b, tiene actividad en el crecimiento, proliferacién,
diferenciacion y apoptosis celular. En contraste con las otras citocinas, el PEDF es un inhibidor de
la angiogénesis; se encuentra en condiciones normales en el HV y disminuye en situaciones de
hipoxia. [31] Un metanalisis publicado en 2021 demostré que la IL-6, IL-8, MCP-1, sICAM-1, TGF-
b, y el VEFG, tienen diferencias estadisticamente significativas en pacientes con edema macular
diabético con respecto a poblacion sana. [30] Lo que sugiere que la patogenia de la enfermedad es
mucho mas compleja de lo que se creia.

Existen pocos estudios donde se analizan los biomarcadores presentes en el HV de pacientes con
EMD sin retinopatia diabética proliferativa (RDP), por lo tanto, el estudio de estas moléculas es de
alto valor para un mejor entendimiento de la enfermedad.

La angiogenina es un factor pro-angiogénico, los niveles séricos de esta molécula se han reportado
elevados en comparacion con los niveles en humor vitreo de pacientes diabeticos con y sin
retinopatia, lo cual sugiere que hay un imbalance entre la angiogenina y el VEGF. Los niveles en
vitreo reportados de esta molecula apuntan a que no es responsable de la neovascularizacion en
la retinopatia diabética. [42]

El factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) ha demostrado ser un estimulador
de la angiogenesis, proliferacion y migracion celular. Respecto a la retinopatia diabética no se
conoce claramente cual es su papel, pero estudios recientes apuntan a que la reduccién del VEGF-
A estimula la expresion del EGF, y esto hace una retroalimentacion positiva para la produccion de
VEGF, contribuyendo a la angiogénesis. Teniendo en cuenta lo anterior se podria pensar en una
terapia combinada contra el VEGF y el EGF para promover un control mas efectivo y duradero
contra la neovascularizacion en la retina. [43]

El peptido epitelial activador de neutrofilos 78 es un biomacador soluble que regula el factor
activador de linfocitos T (RANTES) y de la interleucina 8, los cuales se encuentran elevados en
pacientes con retinopatia diabética. [44] Por otro lado el factor de crecimiento basico de fibroblastos
(bFGF por sus siglas en ingles). se ha encontrado elevado en pacientes con retinopatia diabetica
proliferativa a pesar de tratamiento intra vitreo anti angiogénico, el cual tiene una relacion
directamente proporcional con el grado de fibrosis después del tratamiento intravitreo. Lo cual
sugiere que la fibrosis se puede deber al bFGF. [45]

El interferén gamma (IFN-gamma por sus siglas en ingles) esta implicado en la patogénesis de la
retinopatia diabética modulando la polarizacion de macréfagos, ademas de inducir elevacion de la
interleucina 2 la cual puede mediar e inhibir la neovascularizacion patoldgica a partir de mediadores
como CXCL10 y CXCL9. Por otro lado esta involucrado en la reparaciéon microglial en el dafio de la
microvasculatura. [46] El factor de crecimiento similar a la insulina 1 (por sus siglas en ingles GF-I)
actua en la retina como un potente pro angiogénico el cual se ha descrito elevado en los pacientes
con degeneracion macular exudativa.

En modelos experimentales el IGF-1 disminuye la apoptosis de los fotorreceptores. Ademas es
importante mencionar que es un modulador de la polarizacién en la microglia en la retina. [47]

Por otro lado la leptina es un factor pro angiogénico, se han descrito niveles aumentados en el vitreo
de pacientes con retinopatia diabética proliferativa, aunque la informacién no es concluyente ya que



también se ha reportado que no hay una diferencia significativa respecto a los niveles entre
pacientes con retinopatia diabética proliferativa y controles. [48]

Es importante mencionar que el factor de crecimiento derivado de plaquetas BB ( PDGF-BB por sus
siglas en ingles) se ha encontrado elevado de forma consistente en humor vitreo de pacientes con
retinopatia diabética, al cual se le atribuye ser un causante primario de la neovascularizacion. Esto
ha sido demostrado en estudios in-vitro e in-vivo, sugiriendo una combinacion sinérgica con el
VEGF.

Tomando en cuenta lo previo este puede ser un objetivo terapéutico en el futuro para la retinopatia
diabética proliferativa. [49] Los niveles de el factor de crecimiento plaquetario (PIGF por sus siglas
en ingles) se asocian de forma positiva con la retinopatia diabética proliferativa de forma
significativa si se compara con la retinopatia diabetica no proliferativa, con una relacién directamente
proporcional. También se ha propuesto como un marcador para monitorizar la efectividad
terapéutica. [50]

Finalmente las metaloproteinasas de matriz extracelular (TIMP por sus siglas en ingles) tienen un
balance en condiciones fisiol6gicas, el cual se encuentra en disrupcion en la retinopatia diabética.
Tienen un rol en la permeabilidad vascular ya que degradan proteinas de unién como ocludinas y
caderinas las cuales son de suma importancia para mantener la barrera hematorretiniana externa.
Se han demostrado niveles elevados en humor vitreo de pacientes con retinopatia diabética
proliferativa. También se ha encontrado una relacién estrecha con el VEGF. [51]

La Trombopoyetina es una citocina que participa en la produccion plaquetaria aunado a esto la
diabetes mellitus se considera un estado pro trombdético. Esta molécula participa en la proliferacion
y diferenciacién de los progenitores megacariociticos. Se ha reportado una disminucion de
plaguetas en pacientes a los que se les administra anticuerpos contra THPO. Este es un marcador
de importancia ya que en la retinopatia diabética se encuentra una reactividad plaquetaria
aumentada. [52]

Rol de la vitrectomia en el edema macular diabético

Estudios como el DRCR Network, protocolo D, han evidenciado mejoria en la agudeza visual de los
pacientes (38% mejoraron 10 letras 0 mas), aunado a la disminucion en grosor macular central
(reduccion media de 200um). Ahora bien, en los pacientes diabéticos se ha evidenciado un aumento
de grosor a nivel de la membrana limitante interna, que podria contribuir con traccion tangencial en
los pacientes con edema macular diabético. Mas aun se ha demostrado que las altas
concentraciones de coldgeno, laminina y fibronectina, no solo aumenta el grosor de la membrana
limitante interna, sino que también pueden producir un efecto toxico a nivel de la retina
neurosensorial. [53]

Con respecto al tema existen pequefias series de casos en la literatura que evallan la vitrectomia
pars plana, con remocién de la membrana limitante interna, y en las series existentes se ha
comparado el manejo quirargico frente a la aplicacion de laser. En dichas series se ha encontrado
una mejoria en el grosor retiniano, no obstante la mejoria en la agudeza visual no ha sido notoria.
[54] Los estudios realizados hasta el momento para el medicamento Aflibercept, no han mostrado
inferioridad con respecto a el Ranibizumab y el Bevacizumab, por el contrario ha mostrado con una
menor cantidad de dosis una respuesta similar a la obtenida con los anteriores y en estudios



recientes como el protocolo T del DRCR Network, se evidencié que en paciente con agudezas
visuales peores de 20/ 40 tenia una mejor respuesta. [53]

Teniendo en cuenta las descripciones anteriores, podemos ver que existen amplias descripciones
acerca del manejo del componente vascular, inflamatorio mediado por el VEGF en pacientes con
edema macular diabético, no obstante, la interfaz Vitreoretiniana ha sido descrita como un factor
que podria generar edema macular diabético, sobre todo en aquellas personas que tienen
alteraciones a nivel de ésta, como tracciones vitreomaculares persistentes, vitreo cortical
persistente después de un desprendimiento posterior del vitreo, hialoides posterior engrosada y
muy adherida con o sin adherencias a la membrana limitante interna o loculaciones de citoquinas
en la bolsa vitrea pre-macular . [55, 56]

Existen reportes en la literatura donde se describen resoluciones espontaneas del edema macular
diabético, posterior al desprendimiento posterior del vitreo, esto coincidiria con los hallazgos de
Nasrallah et al, quienes encontraron que en los pacientes diabéticos con edades de 60 afios o
mayores y con edema macular diabético, se producia una prevalencia mayor de vitreo posterior
adherido que en los pacientes sin edema macular. [57] Por otra parte la presencia de una hialoides
posterior engrosada y tensa, puede producir un factor traccional extra que se asocia a la presencia
de citoquinas y células pro-inflamatorias que impregnan la hialoides generando edema macular.
Este hallazgo puede ser valorable tanto en la biomicroscopia, como en estudios de OCT vy por
alteraciones tipo filtracion en la angiografia con fluoresceina. [58]

Otro factor de importancia a evaluar en los pacientes con edema macular diabético que ha venido
presentando un mayor interés en los Ultimos afios es la membrana limitante interna; ésta se
encuentra en contacto directo con los podocitos de las células de Miiller las cuales se extienden
desde la membrana limitante interna hasta la membrana limitante externa. La remocién de ésta, ha
demostrado en algunos estudios clinicos una disminucion en el grosor retiniano con mejoria en la
agudeza visual.

Recientemente, la sociedad vitreo-retiniana europea para el estudio de edema macular, report6é un
estudio no aleatorizado, multicéntrico, en donde encontraron que el 55.2% de los pacientes a
quienes se les realiz6 vitrectomia con remocién de la membrana limitante interna presentaron una
mejoria de la agudeza visual de hasta 3 lineas en comparacion con un 31,3% en los pacientes
tratados con inyecciones de anti-VEGF (P= 0,0031). Cuando se valoroé frente a grupos de pacientes
tratado con vitrectomia mas remocién de la membrana limitante interna, aplicacién intravitrea de
anti-VEGF y aplicacion de laser en rejilla macular umbral y sub-umbral, evidencié una recuperacion
en la agudeza visual mayor. [59]

5. Planteamiento del problema

El EMD es la principal causa de baja visual en el paciente con DM, las opciones terapéuticas
actuales tienen resultados favorables. Sin embargo existen casos donde el tratamiento no siempre
es efectivo, ademas de ser un tratamiento costoso que en la mayoria de los casos requiere ser
administrado de forma crénica. Por esta razén, es necesario el conocimiento a detalle de los BM
involucrados en el EMD, lo cual aportara informaciéon de utilidad para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas y un mejor entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. Por otro
lado se han descrito miultiples marcadores en el HV de pacientes con EMD, pero existe poca



informacion de los BM en HV de pacientes sin algin tratamiento previo y sin RDP. Tomando en
cuenta lo mencionado previamente es posible que las mediciones reportadas previamente no sean
lo suficientemente especificas para el EMD en particular, por lo tanto se requiere mas evidencia
cientifica de BM en pacientes exclusivamente con EMD sin RDP y sin tratamiento previo.

6. Justificacion

La RD tiene un espectro muy amplio de manifestaciones oculares, que van desde la presencia de
microaneurismas hasta el desprendimiento de retina traccional. En términos generales la RDP se
caracteriza por el desarrollo de neovasos a causa de hipoxia tisular, mientras que el EMD por la
presencia de liquido en diferentes capas de la retina secundario a alteraciones en la permeabilidad
vascular.

Se necesita un mejor entendimiento de la fisiopatologia del EMD para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas. Por lo tanto es de gran utilidad conocer los BM en HV de pacientes con
EMD sin RDP y sin tratamiento previo ya que la base de la fisiopatologia en el EMD y la RDP es
distinta. Por ltimo no existe ningun estudio que evalie BM en HV en poblacion mexicana ni latina.
Esto es de gran impacto ya que el comportamiento de las enfermedades no sigue el mismo patrén
en diferentes poblaciones.

La realizacion de vitrectomia en los pacientes con edema macular diabético se ha propuesto como
una alternativa para el tratamiento de este en la actualidad, mdltiples estudios lo demuestran, como
se ha citado mencionado en la introduccion de este texto previamente. El departamento de retina
del instituto de Oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana IAP esta llevando a cabo actualmente
un protocolo titulado “Comparacion de Vitrectomia con remocién de membrana limitante interna y
terapia intravitrea con Aflibercept para el manejo de edema macular diabético no traccional” como
opcion de tratamiento para el EMD. Es importante recalcar que el presente protocolo, depende en
su totalidad del previamente mencionado, mismo que se encuentra aprobado por los comités del
instituto.

7. Objetivo General

Determinar los niveles de biomarcadores en humor vitreo de pacientes con edema macular diabético
sin retinopatia diabética proliferativa, los cuales no han recibido tratamiento anti angiogénico.

8. Disefo del estudio

Transversal, analitico, observacional.

9. Material y métodos

Toma de muestra y almacenamiento

Una vez que se invite a participar al sujeto de investigacion y se firme el consentimiento informado
(Apéndice 1). Se tomaran muestras de 0.4 - 0.8ml de vitreo no diluido de la cavidad vitrea central
usando un vitreotomo al inicio de la vitrectomia, Las muestras de vitreo seran recolectadas en tubos
estériles de polipropileno, se centrifugaran a 10, 000xg por 10 minutos para separar los
componentes solidos y los liquidos, posteriormente seran almacenados a -80 °C hasta el momento
en que se realice el andlisis de concentraciones de BM.



Medicién de biomarcadores

Se midid la concentracion de BM en el HV utilizando el método de ELISA (Awareness ELISA reader

2100), a los tubos *PDAMS1, PDMAS2, PDMAS3 y PDAMES.
1. Angiogenina

EGF

ENA-78

bFGF

GRO

IFN-gamma

IGF-I

IL-6

IL-8

10. Leptina

11. MCP-1

12. PDGF-BB

13. PIGF

14. RANTES

15. TGF-betal

16. TIMP-1

17. TIMP-2

18. Trombopoyetina

19. VEGF-A

20. VEGF-D

©oNoTOkrWN

Seguridad de esterilidad

El HV recolectado (PDAMS1, PDMAS2, PDMAS3 y PDAME3) se envasara en un frasco. El HV se
cultivara al siguiente dia posterior a su realizacion, en los medios de cultivo agar chocolate, agar
sangre y agar Sabourod.

Analisis estadistico

En la estadistica descriptiva se reportan medidas de tendencia central y dispersion como mediana y
rango intercuartilico. Para la estadistica inferencial se realizé una prueba de Shapiro-Wilk para
valorar la distribucibn de la muestra.Para comparar variables cuantitativas entre grupos
independientes se realizé la prueba de U-Mann Whitney. Se utilizo el paquete estadistico SPSS
version 25(IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY:
IBM Corp). Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

Grupo de estudio
Criterios de inclusion
e Pacientes con edema macular diabético clinicamente significativo definido como:
1. Edema retiniano que involucre las 500 micras centrales de la févea
2. Exudados duros que involucren las 500 micras centrales de la févea con edema
adyacente el cual puede estar fuera de las 500 micras centrales de la févea
3. Edema retiniano de un diametro de disco o mas (1.5mm), que se encuentre dentro
de las 1500 micras circundantes al centro de la févea
e >50 afios
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e Pacientes con DM-2, sin importar el tiempo e evolucion

e Edema macular no traccional (cualquier patron) en tomografia de coherencia éptica

e Agudeza visual por Snellen peor o igual a 20/80 en el ojo afectado

e Retinopatia diabética no proliferativa; leve, moderada y severa

e Retinopatia diabética no proliferativa confirmada con angiografia con fluoresceina; es decir
que no tenga hiperfluorescencia compatible con fuga, que aumente en intensidad y
extensién a lo largo del estudio.

e Pacientes que cuenten con HbAlc; este Gnicamente para conocer el control glucémico del
paciente de los Ultimos 3 meses. No se tomara ningln nivel para incluirlos en el estudio,
Unicamente se solicitaran los niveles del mismo para conocer el control metabdlico.

Criterios de exclusion

e Pacientes con terapia intravitrea antiangiogénica previa

e Pacientes con membrana epiretiniana

e Pacientes con sindrome de traccion vitreomacular asociado a edema macular en pacientes
diabéticos

e Cualquier procedimiento quirargico oftalmolégico previo

e Degeneracion macular relacionada a la edad

e Cicatrices coriorretinianas en area macular

e Glaucoma

e Historia de hipertensién ocular

e Desprendimiento de retina

o Distrofias retinianas

10. Variables de estudio

Variable Definicion operacional Tipo Escala de medicién
ANGIOGENINA ELISA Cuantitativa, continua UA
EGF ELISA Cuantitativa, continua UA
ENA-78 ELISA Cuantitativa, continua UA
bFGF ELISA Cuantitativa, continua UA
GRO ELISA Cuantitativa, continua UA
IFN-gamma ELISA Cuantitativa, continua UA
IGF-1 ELISA Cuantitativa, continua UA
IL-6 ELISA Cuantitativa, continua UA
IL-8 ELISA Cuantitativa, continua UA
LEPTINA ELISA Cuantitativa, continua UA
MCP-1 ELISA Cuantitativa, continua UA
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PDGF-BB ELISA Cuantitativa, continua UA
PIGF ELISA Cuantitativa, continua UA
RANTES ELISA Cuantitativa, continua UA
TGF-betal ELISA Cuantitativa, continua UA
TIMP-1 ELISA Cuantitativa, continua UA
TIMP-2 ELISA Cuantitativa, continua UA
Trombopoyetina ELISA Cuantitativa, continua UA
VEGF-A ELISA Cuantitativa, continua UA
VEGF-D ELISA Cuantitativa, continua UA

UA: unidades arbitrarias

Variables para el andlisis de seguridad

Variable

Definicion operacional

Tipo

Escala de medicion

Esterilidad

Cultivo en agar chocolate,
agar sangre y agar Sabourod

Cuantitativa, nominal

si/no

11. Resultados

Los valores obtenidos de la concentracién de los biomarcadores en humor vitreo de ambos grupos
se expresan en unidades arbitrarias (UA).

Las moléculas que tuvieron diferencia significativa(p=<0.5) entre ambos grupos fueron:

e Angiogenina (p=.004)
e EGF (p=0.003)

e ENA-78 (p=0.003)

e BFGF (p=0.004)

e TIMP-1 (p=0.001)

e TIMP-2 (p=0.004)

e IGF-1 (p=0.004)
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Las moléculas que no tuvieron diferencia significativa (p = <.05) entre ambos grupos fueron:

¢ GRO

e INF-B

e IL-6

e |IL-8

e LEPTINA
e MCP1

e PDGF

e PIGF

e RANTES
e TGFB

¢ TROMBOPOYETINA
e VEGF

e VEGF-D

Las variables con diferencia significativa, y con valores més elevados en el grupo de retinopatia
diabética proliferativa fueron: Angiogenina 200 (10 - 620 UA), ENA-78 10 (-10 - 75UA), BFGF 10 (-
10 a 100 UA) e IGF1 10 (-10 - 30UA). Mientras que las variables con diferencia significativa con
valores mas altos en el grupo de edema macular diabético sin retinopatia diabética proliferativa
fueron EGF 80 000 (38000 - 177500 UA), TIMP1 75000 (45000 - 97500 UA), TIMP2 345000
(117500 - 750058 UA)

Los niveles de biomarcadores en los distintos grupos se adjuntan en el anexo 1y 2.

12. Discusion

En este estudio analizamos las diferencias entre distintas moléculas involucradas en el espectro de
la retinopatia diabética incluyendo la variante proliferativa y la no proliferativa con edema macular
diabético. Dentro de las que se encontraron més elevadas en el grupo de edema macular diabético
se encuentra el factor de crecimiento epidérmico (EGF) descrito previamente como un estimulador
de la angiogénesis, proliferacién y migracién celular, asimismo se ha descrito como estimulador del
VEGF-A, lo cual contribuye a la angiogénesis. En el presente estudio el VEGF no se encontré con
diferencia significativa entre ambos grupos, por lo tanto es posible que el EGF se encuentre con
niveles mas altos en el edema macular en comparacién con la retinopatia diabética proliferativa, por
lo tanto es un marcador con mayor importancia en la patogénesis del edema macular diabético a
diferencia de la retinopatia diabética proliferativa. [43] Se ha descrito que el EGF tiene una menor
actividad proangiogénica en comparacion con el factor de crecimiento de fibroblastos aunque estos
actien de forma sinérgica, incluso se ha reportado que EGF no disminuye sus niveles con la
administracion de antiangiogénicos. [60] Por lo tanto esto refuerza la teoria que el EGF tiene un
mayor impacto en la patogénesis del edema macular diabético y no asi en la forma proliferativa de
la retinopatia diabética

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (TIMP 1y 2) igualmente se encontraron con valores
mas elevados en los vitreos de pacientes con edema macular. Se ha descrito que el balance de
estas moléculas se altera en la retinopatia diabética. Teniendo un rol fundamental en la
permeabilidad vascular degradando las ocludinas y las cadherinas, alterando la barrera
hematoretiniana externa. [51] Tomando en cuenta lo mencionado previamente respecto a las
funciones de las TIMP 1y 2, es entendible que se encuentren mucho mas elevadas en pacientes
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con edema macular diabético ya que la alteracion de la barrera hematorretiniana juega un papel
primordial en el desarrollo de esta patologia. Se ha descrito que sujetos con retinopatia diabetica
proliferativa tienen niveles elevados de esta molecula pero en el presente estudio se demuestra que
tiene una mayor importancia en el edema macular diabetico. [61]

13. Conclusién

El factor de crecimiento epidérmico, asi como las metaloproteinasas de matriz extracelular 1y 2 se
encuentran elevados de forma predominante en los pacientes con edema macular diabético sin
retinopatia diabética proliferativa. Por lo tanto el desarrollo de farmacos que actden sobre estas
moléculas puede ser un adyuvante o una terapia efectiva en el tratamiento del edema macular
diabético.

14. Aspectos éticos

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacién (CEI-2022/03/03).
Este protocolo conlleva un riesgo minimo. Los tejidos destinados para investigacién fueron obtenidos
mediante consentimiento informado de los pacientes.

15. Aspectos Bioseguridad

Los tejidos que se usaron corresponden a los fragmentos de humor vitreo destinados para
investigacion. Los restos de tejido que corresponden a residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
(RPBI) se desecharon de acuerdo con lo dispuesto en el Manual de Bioseguridad de la Unidad de
Investigacion (MB-SC-UINV-DM-01) que se basa en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, en resumen, la disposicion de residuos dentro de las instalaciones del Instituto es:

Tipo de residuo Estado fisico Envasado Color

Sangre Liquido Recipientes Rojo
hermeéticos

Cultivos Sdlido Bolsas de Rojo
polietileno
Patolégicos Soélidos Bolsas de Amarillo
polietileno
Liquidos Recipientes Amarillo

herméticos

Residuos no Solidos Bolsas de Rojo
anatémicos polietileno
Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Objetos Solidos Recipientes rigidos Rojo
punzocortantes polipropileno

En el caso de los residuos CRETI estos se manejaron, almacenaron y desecharon de acuerdo con
el Manual de identificacién, almacenamiento de sustancias quimicas y desecho de residuos CRETI
de la unidad de investigacion (MS-SC-UINV-DM-01) en particular siguiendo el Procedimiento para
identificacion y desecho de residuos peligrosos tipo CRETI (PR-SC-UINV-DM-02).
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16. Financiamiento de la investigacion

Los recursos financieros del presente protocolo dependen del protocolo titulado; Comparacién
de vitrectomia con remocién de membrana limitante interna y terapia intravitrea con
aflibercept para el manejo de edema macular diabético no traccional. Ya que las muestras de
vitreo que se recolectaran son de pacientes incluidos en ese protocolo, mismo que ya tiene
recursos financieros aprobados por el instituto.
El cual cuenta con las siguientes claves de aprobacion

e Comité de investigacion (CI-009-2019)

e Comité de ética en investigacién (CE-2019/06/01)

e Comité de bioseguridad (CB-009-2019)
El financiamiento del kit de los arreglos proteicos proviene de : UNAM-DGAPA IN203821

17. Declaracion de conflicto de intereses de los investigadores

Los autores no tienen ningun interés comercial o de propiedad en ningln concepto o producto
descrito en esta investigacion. Los investigadores que colaboran en el presente protocolo declaran
gue no tienen conflicto de intereses para llevar a cabo este estudio
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19. Anexos

Anexo 1.- Niveles de biomarcadores en pacientes con edema macular diabético
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Anexo 2.- Niveles de biomarcadores en vitreo de retinopatia diabetica proliferativa
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