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No podemos cambiar la direccidn del viento, pero tampoco podemos
permitir que el viento nos lleve a cualquier direcciéon que elija.
Actuamos, decidimos y se nos supera en contra.

Fragmento del diario de los whills.



RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) es la primera causa de la pérdida de la vision en los
pacientes con diabetes y se caracteriza por la formacién de nuevos vasos que
pueden llegar a desprender la retina, ocasionando una ceguera irreversible.
Estudios en roedores muestran que la hormona prolactina (PRL) presente en la
circulacién se incorpora al ojo en donde es procesada proteoliticamente hacia
vasoinhibinas, una familia de fragmentos moleculares de la PRL con actividades
bien caracterizadas de inhibicibn en la vasopermeabilidad y la angiogénesis
ocular. Por lo tanto, el elevar los niveles de la PRL circulante pudiera representar
un tratamiento para la RD. La levosulpirida es un antagonista de los receptores D2
de la dopamina que se utiliza en pacientes diabéticos por sus efectos procinéticos
en el tracto digestivo y que tiene como efecto secundario inducir
hiperprolactinemia. En este estudio investigamos si la administraciéon oral de
levosulpirida eleva los niveles de la PRL en el vitreo de pacientes voluntarios con
RD que fueron sometidos a vitrectomia por indicaciéon médica. El tratamiento con
levosulpirida (25 mg 3 veces al dia) fue por 7 dias y elevé los niveles séricos
(111.7 £ 12.51 vs 10.08 + 1.46 ng/ml, p < 0.0001) y vitreos (3.59 + 0.45 vs 1.65 +
0.26 ng/ml, p < 0.0008) de la PRL en relacion al tratamiento con placebo. Los
niveles de la PRL en el vitreo se correlacionaron directamente con los niveles
circulantes de la hormona (r=0.56, R?=0.31, p<0.05) en los 31 pacientes del
estudio (16 tratados con placebo y 15 con levosulpirida). Estos resultados
muestran por primera vez la presencia de PRL en el vitreo humano y la
incorporacion de la PRL sistémica al ojo de pacientes con RD. Estudios en
proceso estan evaluando los niveles vitreos de las vasoinhibinas y ampliando
estos hallazgos a un grupo mayor de pacientes. Nuestro trabajo es consistente

con el uso de la levosulpirida como un tratamiento potencial contra la RD.

(Palabras clave: retinopatia diabética, vasoinhibinas, levosulpirida, bloqueadores

de receptores D2 de dopamina).



SUMMARY

Diabetic retinopathy (DR) is a major microvascular diabetic complication
characterized by excessive vasopermeability and the proliferation of new blood
vessels (angiogenesis) that can lead to retinal detachment and blindness.
Preclinical studies have shown that the hormone prolactin (PRL) enters the retina
from the systemic circulation where it is proteolytically cleaved to vasoinhibins, a
family of PRL fragments that inhibit ischemia-induced retinal angiogenesis and
diabetes-derived retinal vasopermeability. Therefore, medications causing
hyperprolactinemia have therapeutic potential in DR. Levosulpiride is a dopamine
D2 receptor antagonist effective for inducing hyperprolactinemia used as a
prokinetic. In this study, we investigated whether the oral administration of
levosulpiride elevates PRL levels in serum and vitreous of volunteer patients with
DR undergoing medically prescribed vitrectomy. PRL was measured by
immunoassay. The treatment with levosulpiride (25 mg, 3 times a day) was given
for 7 days, ending on the day of vitrectomy. Levosulpiride elevated circulating
(111.7 £ 12.51 vs 10.08 + 1.46 ng/ml, p <0.0001) and vitreous (3.59 + 0.45 vs. 1.65
+ 0.26 ng/ml, P <0.0008) levels of PRL compared to placebo treatment. PRL levels
in the vitreous correlated directly (r = 0.56, R2 = 0.31, p <0.05) with the circulating
levels of PRL in the whole study population (16 patients treated with placebo and
15 with levosulpiride). These results show for the first time the presence of PRL in
human vitreous and the incorporation of systemic PRL into the eye of patients with
DR. On going studies are evaluating vitreous levels of vasoinhibins and of other
vasoactive and proinflammatory mediators known to influence DR. Our work is
consistent with the use of levosulpiride to elevate intraocular PRL as potential

treatment for DR.

(Key words: diabetic retinopathy, vasoinhibins, levosulpiride, dopamine D2

receptor blockers).
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I. INTRODUCCION

La diabetes de tipo 2 (DM2) representa la mayoria de los casos de diabetes y se
debe en gran medida a sobrepeso u obesidad, inactividad fisica y herencia (OMS
2017). Las alteraciones fisiopatoldgicas son resistencia a la insulina y falla de las
células beta pancreaticas. De las principales complicaciones que sufren los
pacientes con DM2 debidas a la hiperglucemia cronica se encuentra la retinopatia
diabética (RD), una microangiopatia que es una de las causas mas importantes de
ceguera en personas entre los 20 y los 65 afios de edad, principalmente en paises

en desarrollo (Santana-Pérez F., et al. 2013).

En la diabetes, el descontrol metabdlico crénico produce un aumento en la pérdida
de pericitos, las células encargadas de regular el calibre y flujo vascular de los
vasos en la retina, lo que vuelve a los vasos sanguineos anormalmente
permeables (Arnold-E., 2010). Conforme esta permeabilidad aumenta, ocurren
pequefias hemorragias y exudados de origen lipidico y proteico en la retina que
deterioran la vision proporcionalmente a su dimension y localizacion (Tenorio-G.,
et al. 2010). El engrosamiento de la pared de los vasos sanguineos conlleva a una
disminucién severa en la perfusibn sanguinea (isquemia) y a la consecuente
hipoxia que estimula la expresion de factores proangiogénicos tales como el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Moreno-Paramo D., et al. 2007). Este conjunto de cambios
caracteriza a la retinopatia diabética no proliferativa (RDNP). Posteriormente, la
mayor produccion de factores proangiogénicos conducen a la neovascularizacion
en la retina. Los nuevos vasos son fragiles y proliferan de manera rapida y
aleatoria, ocasionando complicaciones alun mas graves en el tejido, tales como
edema macular, hemorragias vitreas mas grandes y desprendimiento de la retina
(Arnold-E., 2010). La nueva vascularizacion y los cambios tisulares acentuados
caracterizan a la retinopatia diabética proliferativa (RDP) que es el grado mas

avanzado de este padecimiento (Bonafonte-S., et al. 2006).
1



Los tratamientos que se practican actualmente en pacientes con RD incluyen a la
fotocoagulacidn con laser, inyecciones intravitreas de factores antiangiogénicos y
el tratamiento quirdrgico mediante vitrectomia, aunque esta Ultima modalidad se
reserva para pacientes con retinopatia diabética proliferativa avanzada (Fouces-
Gutiérrez Y., et al. 2007). Estos tratamientos, aunque en conjunto han demostrado
ser efectivos contra la complicacion, tienen en comun ser invasivos y de poca
accesibilidad en nuestro pais, ademas de que suelen requerir de mas de una
intervencidn (Santana-Pérez F., et al. 2013). La retina fotocoagulada sufre
coagulacion intravascular, desnaturalizacion proteica y necrosis tisular, por lo que
la pérdida de funcién del area retinal impactada es definitiva (Allan-W., et al.
2013), mientras que el uso de antiangiogénicos por su administracion intravitrea,
puede generar hemorragias, desgarros o desprendimientos de la retina (Santana-
Pérez F., et al. 2013). En enero de 2008, se publicé un estudio retrospectivo por el
Pan-American Collaborative Retina Study Group (PACORES; Wu-L., et al. 2008)
sobre la seguridad y complicaciones de las inyecciones intravitreas aplicadas de
1,25 mg y 2,5 mg de bevacizumab con un seguimiento de 12 meses. Reportaron
gue de un total de 4303 inyecciones intravitreas aplicadas en 1.310 ojos de 1.173
pacientes, solamente el 1,5% de estos presentaron complicaciones sistémicas
(0,59% de elevacion de la tensién arterial, 0,5% de accidentes cerebro-vasculares,
0,4% de infartos de miocardio, 0,17% de aneurismas arteriales iliacos y 0,4% de
muertes). Concluyeron que repetidas inyecciones intravitreas de 1,25 mg o 2,5 mg
de bevacizumab parecen ser seguras y bien toleradas durante el primer afio de

tratamiento.

Con la intencién de explorar nuevas terapias para la RD menos invasivas, en este
proyecto se plantea la posibilidad de evaluar el efecto de la administracion oral de
un farmaco procinético que tiene entre sus acciones aumentar los niveles
circulantes de la hormona prolactina (PRL). Esta estrategia se basa en mdultiples
estudios preclinicos que demuestran que la PRL sistémica puede incorporarse al

ojo de roedores donde es procesada proteoliticamente a sus metabolitos las
2



vasoinhibinas (Arnold et al 2010). Las vasoinhibinas son fragmentos de la PRL
qgue inhiben la neovascularizacién de la retina debida a isquemia en el raton (Pan
H., et al. 2004) y la vasopermeabilidad inducida por diabetes en la rata (Garcia et
al JCI 2008). Se conoce que las vasoinhibinas actian directamente sobre el
endotelio vascular bloqueando la activacion de la sintetasa de Oxido nitrico
endotelial (eNOS) en respuesta a factores vasoactivos que incluyen al factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Gonzélez-E., et al. 2004). Ademas, se ha
reportado que los niveles séricos de PRL y de vasoinhibinas se reducen en
pacientes con RD (Triebel-J., et al. 2011). Por lo tanto, el incremento en los
niveles circulantes de la PRL (hiperprolactinemia) pudiera representar un nuevo

tratamiento contra la RD.

El objetivo de este estudio clinico fue analizar si la PRL se incorpora al ojo de
pacientes con RD vy, por ende, si la hiperprolactinemia inducida
farmacoldgicamente con levosulpirida, pudiera representar un nuevo tratamiento
contra la RD al poder promover la generacion de vasoinhibinas oculares. La
levosulpirida aumenta los niveles séricos de PRL gracias a sus propiedades como
bloqueador de los receptores D2 de dopamina presentes en las células
hipofisiarias que secretan a la PRL y que median la inhibicion de la dopamina
hipotaldmica sobre la sintesis y liberacion de la PRL a la circulacion (Mucci-A., et
al. 1995). La levosulpirida es un medicamento que se utiliza rutinariamente para
combatir la gastroparesis de la diabetes, tiene un buen perfil de seguridad ya que
sus efectos adversos son poco frecuentes a las dosis recomendadas (Serra-J.
2010).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus, generalidades.

La Diabetes mellitus (DM), es una enfermedad cronica que se desarrolla por una
disminucién en la produccién de insulina en el pancreas y/o resistencia periférica a
la insulina, la cual, una vez unida a su receptor en las células periféricas, permite
la entrada por difusion (via los transportadores GLUT4) de la glucosa circulante
proveniente de la absorcion intestinal de los carbohidratos digeridos que es

utilizada como fuente de energia por el organismo (IDF, 2015).

En el 2014, el 9% de los adultos de 18 afios tuvo DM. En 2012 fallecieron 1,5
millones de personas como consecuencia directa de esta enfermedad, de estas
muertes, mas del 80% se registra en paises de ingresos bajos y medios (OMS,
2015).

La DM es tratada en todas sus etapas con ejercicio y modificacién de la dieta.
Segun avanza la enfermedad y de acuerdo al control metabdlico se va requiriendo
tratamiento farmacolégico con hipoglucemiantes y tratamiento con insulina, asi

como de atencion especializada (Friege-F., et al. 2016).

En la mayoria de los casos de DM2, ésta se diagnostica tarde. Es por eso que
alrededor de un 30 - 50% de las personas desconocen su problema por meses o
afios (en zonas rurales esto ocurre casi en el 100% de los casos) y en los estudios
de sujetos con DM2 recién diagnosticada, la prevalencia de retinopatia oscila entre
16 y 21%, la de nefropatia entre 12 y 23% y la de neuropatia entre 25 y 40%
(OPS, 2008).

Los pacientes con DM2 desarrollan complicaciones a largo plazo, principalmente
al estar expuestos a un descontrol metabdlico crénico. En este proceso intervienen

también otros factores de riesgo, como son la hipertension arterial, la dislipidemia
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y el tabaquismo fundamentalmente. Las complicaciones cronicas de la DM se
clasifican  principalmente en macrovasculares y microvasculares. Las
complicaciones macrovasculares (como la aterosclerosis), son aquellas que
afectan a las arterias en general y conducen a las enfermedades cardiacas
coronaria, cerebrovascular y vascular periférica (Mediavilla-Bravo J., et al. 2010).
Dentro de las complicaciones microvasculares o microangiopatias incluyen a la
nefropatia, neuropatia y retinopatia diabéticas (Fowler-M. 2003), dado que este
trabajo esta relacionado con la retinopatia diabética a continuacion se hace una

revision detallada al respecto de esta complicacion.

2.2 Retinopatia diabética

La retinopatia diabética (RD) es una de las complicaciones microangiopaticas que
se asocian con frecuencia a la DM y es una de las causas mas frecuentes de
ceguera en personas entre los 20 y los 65 afos de edad, esto principalmente en
paises en desarrollo (Santana-Pérez F., et al. 2013).

La RD comienza de manera general por una pérdida de pericitos, lo cual hace a
las células de los vasos sanguineos de la retina anormalmente permeables. En las
primeras etapas de la enfermedad, conforme la permeabilidad va en aumento,
proliferan los exudados y micro-hemorragias dentro de la retina que, ademas de la
constriccién vascular, van formando areas de no perfusion, donde la irrigacion
capilar llega a quedar bloqueada por completo (Antonetti-DA., et al. 2012,
Rechtman-E., et al 2007, Cohen-SR., et al. 2016). En la retina, estas alteraciones
ocasionan una reduccion severa en la perfusion sanguinea (isquemia) y la
consecuente hipoxia. La hipoxia promueve la formaciébn de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) a través de estimular la produccién de factores
angiogénicos y de inhibir la de los antiangiogénicos, siendo el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que es el principal factor angiogénico y el
mas estudiado en relacion con la neovascularizacion retiniana (Moreno-Paramo

D., et al. 2007, Bonafonte-Royo S., et al 2006). Estos vasos nuevos son
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defectuosos y se extienden y sangran dentro del vitreo, causando finalmente la
separacion por traccion de la retina, lo que provoca la pérdida de la vision
(Antonetti-DA., et al. 2006).

2.2.1 Epidemiologia

Después de 20 afios con DM, la RD se presenta en el 90% de los casos de
pacientes con DM1 y 60% de los pacientes con DM2, de los cuales el 5%
requerira de tratamiento para evitar una ceguera irreversible (Von-
Bischhoffshausen F.B., et al. 2011).

Estudios sobre RD en México han reportado una alta prevalencia en poblaciones
estudiadas de pacientes con DM. (Prado-Serrano A., et al. 2009). De acuerdo con
los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del afio 2012, tres de
cada cuatro pacientes con DM requieren de tratamiento oftalmoldgico que les
permita reducir las complicaciones que se presentan a largo plazo, tales como la
disminucién de la vision con 47.6% (3 millones) y dafio a la retina con 13.9% (889
mil) (ENSANUT 2012). Podemos estimar que la RD en la poblacion representa un
grave problema de salud publica, ante el cual el sistema de salud resulta
evidentemente insuficiente. También es conveniente exponer la falta de
conocimiento acerca de la RD por parte de los pacientes con DM y en
consecuencia la busqueda de un seguimiento adecuado por parte de los mismos,
factor que incrementa el riesgo a desarrollar la complicacion y consecuentemente
ceguera (CENETEC 2015).

2.2.2 Fisiopatologia

Los microvasos de la retina consisten en células endoteliales (CE) que yacen
sobre una membrana basal (MB) la cual esta rodeada de células contractiles
llamadas pericitos (Figura 1). Los pericitos se encuentran en intimo contacto con la

MB, poseen filamentos de actina y receptores de endotelina, lo cual les permite
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actuar como una célula muscular lisa en los capilares, regulando su calibre y flujo
vascular a nivel de retina. La pérdida de pericitos es una de las primeras

alteraciones histoldgicas de la RD (Canonge-S. 1999).

Pericito

Membrana
basal

Célula
endotelial

Figura 1. Esquema que muestra la union capilar-pericito. (Mills-SJ., Cowin-AJ.,
Kaur-P. 2013. Pericytes, Mesenchymal Stem Cells and the Wound Healing
Process Cells; 2(3): 621-634).

El factor de riesgo mas importante que promueve las alteraciones microvasculares
de la diabetes es la hiperglucemia crénica (Triebel-J., et al. 2011). Esta condicion
deriva de las reacciones que desencadenan los altos niveles de glucosa a través
de diversas vias metabdlicas, como son la via de la aldosa reductasa, la sintesis
de novo de diacilglicerol (DAG), la glicosilacién no enziméatica de las proteinas y el
estrés oxidativo (Canonge-S. 1999). La sobreexpresion de estas vias metabdlicas
trae como consecuencia la produccién de citocinas proinflamatorias, la muerte de
por apoptosis de células vasculares y la expresion endotelial de moléculas de
adhesion. Estas alteraciones conllevan a una mayor vasopermeabilidad,
engrosamiento de la MB y a la oclusion capilar debido a la mayor adhesion
endotelial de leucocitos y conducen una reduccidn severa en la perfusiéon

sanguinea (isquemia) y la consecuente hipoxia (Moreno-Paramo D., et al. 2007).

En condiciones de hipoxia en la retina, el VEGF es secretado por los pericitos, el
endotelio vascular, las células del epitelio pigmentario y las células gliales

(Santana-Pérez F., et al. 2013). Hasta la fecha el VEGF es el factor de
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angiogénico mas estudiado y esto se debe a su papel primordial en la génesis de
enfermedades que se caracterizan por neovascularizacion en el cuerpo. La
expresion de citocinas como el IGF-1 y el VEGF se encuentra aumentada en la
DM, cerrando el circulo de hipoxia retiniana con un dafio vascular progresivo,

edema y neovascularizacion (Tenorio-G., et al. 2010).

2.2.3 Diagndéstico y clasificacion

Los factores de riesgo comunmente aceptados para RD incluyen la duracion de la
diabetes, la edad del paciente, el aumento de la hemoglobina glucosilada (HbAlc),
la presencia de enfermedad renal, la hipertension arterial y las alteraciones del
metabolismo lipidico (hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia). Dichos factores
no solamente predisponen a la aparicién de una RD, sino que también contribuyen

a una progresion mas rapida de la misma (Ignacio-Garcia E., et al. 2012).

El diagnéstico de la RD se hace mediante la exploracion clinica. En 2003 el grupo
del proyecto global de retinopatia diabética desarrolld la “Escala Clinica
Internacional de Gravedad de Retinopatia Diabética y Edema macular”, con la
finalidad de facilitar la clasificacién en el ambito clinico. Aunque esta escala no
sustituye a la del Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) para fines
de pronéstico e indicacion de tratamiento, tiene la intencién de simplificar la
calificacion de la enfermedad (AAO, 2003).

2.2.3.1 Retinopatia diabética no proliferativa (RDNP)

Esta se divide en leve, moderada y severa. En la RDNP leve se pueden apreciar
microaneurismas (Figura 2), que se observan como puntos rojos pequefios de
bordes muy nitidos (nivel 20 de la EDTRS). En la RDNP moderada son frecuentes
las hemorragias retinianas en numero inferior a 20 en los cuatro cuadrantes.

Pueden existir exudados duros o lipidicos y ademas dilataciones venosas que se



asemejan a las cuentas de un rosario en un solo cuadrante. Las dilataciones
venosas consisten en zonas bien localizadas de dilatacion con zonas de estrechez
venosa. Estas alteraciones se incrementan en numero e intensidad en la RDNP
severa, donde el trayecto venoso se vuelve tortuoso y en ocasiones parece
bifurcado con probabilidad de progresion a RD proliferativa (Tenorio-G., et al.
2010).

Figura 2. Imagen que muestra microaneurismas en la retina. (Quellec-G.,
Lamard-M., Josselin-PM., Cazuguel-G., Cochener-B., et al. 2008. Optimal wavelet
transform for the detection of microaneurysms in retina photographs. IEEE; 27(9):
1230-1241).

2.2.3.2 Retinopatia diabética proliferativa (RDP)

La isquemia progresiva que se produce en la RDNP debido a las alteraciones
vasculares descritas, tiene como consecuencia la formacion de nuevos vasos o
angiogénesis en la retina, lo que se conoce como RDP. La RDP evoluciona en
tres etapas de menor a mayor severidad: temprana, de alto riesgo y avanzada.
Esta progresiéon se define por la presencia, expansién y ubicacion de los

neovasos, que en sus etapas avanzadas invaden y sangran en el cuerpo vitreo
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interfiriendo con la visiobn y llegando a desprender la retina por traccion la
presencia o ausencia de hemorragia vitrea y la presencia o ausencia de
desprendimiento de retina (Figura-4) (Alvarez-R. 2011). Ademas, en la RDP se
observan exudados vasculares algodonosos (infartos en las capas mas externas
de la retina los cuales se ven como manchas blancas con bordes mal definidos),
hemorragias retinianas (producidas en las capas mas externas con distribucion
lineal), tortuosidad y dilatacibn venosa y las anomalias microvasculares
intrarretinianas o IRMA (lesiones intrarretinales en forma de mallas que interfieren
opacando la visién oftalmoscopica de la retina). La pérdida de vision puede ser
muy severa e incluso irreversible en los estadios mas avanzados (Viswanath-K., et
al. 2003).

Hemorragias: Vasos

Los nuevos vasos sanguineos
tienen paredes anormales
delgadas y fragiles,
acaban rompiéndose
vy goteando sangre,
lo que puede
provocar ceguera.

Desprendimiento
deretina:

Producida por la
traccion de los nuevos
vasos sobre la retina.

Figura 3. Esquema que ilustra la proliferacion de los nuevos vasos
sanguineos anormales, las hemorragias causadas por la fragilidad de estos
y el desprendimiento de retina por traccion que puede resultar en ceguera.
(Clinica universidad de navarra. 2014. Recuperado de: http://www.cun.es/material-
audiovisual/infografia/retinopatia-diabetica).
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2.2.4 Cambios clinicos

Normalmente si no se trata, la RD evoluciona de forma gradual, desde lesiones
leves hasta formas graves, tales como edema macular (EMD), hemorragias vitreas

y desprendimiento de retina por traccion (DRT).

2.2.4.1 Edema macular

La macula es un area pequefia (5 a 6 mm de didmetro) de la retina posterior
conocida como macula latea por el color amarillo que le confieren sus
carotenoides (luteina y zeaxantina) (Figura 3-A). En la méacula se concentra el
mayor numero de fotorreceptores (conos) por lo que sus alteraciones patologicas
afectan la vision fina, como es la lectura o el reconocimiento de los rostros
(Verdaguer-J. 2010).

El edema macular diabético (EMD) forma parte de las alteraciones que se
presentan en la RD y es la principal causa de pérdida visual en los pacientes con
diabetes. Esta complicacion puede aparecer en la fase inicial de la RDNP como en
la RDP (Von-Bischhoffshausen F.B., et al. 2011).

Macu la Debido a altos niveles Inflamacion

del factor de crecimiento

los vasos sanguineos

exudan liquido que se

acumula en la parte g ‘Z‘—L’

central de la retina,
denominada macula.

Liguido

Figura 4. A, Ubicacion de la macula dentro del globo ocular. (MacuHealt.
2015. Recuperado de: http://macuhealth.com/). B, Acumulacién de liquido por
debajo del area macular. (Clinica universidad de navarra. 2014. Recuperado de:
http://www.cun.es/material-audiovisual/infografia/retinopatia-diabetica).
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La alteracién histologica encontrada en el EMD es una acumulacion de liquido en
la capa de Henle y la capa nuclear interna de la retina (Figura 3-B). Este liquido
proviene del compartimiento intravascular y su flujo, como en el resto de los
tejidos, estd modulado por el balance entre la presion hidrostatica y la presion
osmotica. El principal mecanismo que conduce al acumulo extracelular de liquido
en la retina es una alteracion en la permeabilidad de la barrera hematoretiniana,
tanto en su componente interno (endotelio vascular) como externo (epitelio
pigmentado). Como se menciond, la hiperglucemia crénica resulta en isquemia y
en hipoxia lo que provoca un aumento en la produccion de VEGF por parte del
epitelio pigmentario, el endotelio vascular y las células gliales de la retina
(Antonetti-DA., et al. 2012). Otros factores sistémicos también pueden favorecer el
desarrollo del EMD. La hipertensién provoca un incremento en la presion
hidrostatica de los capilares retinianos, mientras que la hipoalbuminemia
disminuye la presion oncotica. Ambas situaciones conducen a un aumento de la
permeabilidad vascular y favorecen la aparicion de edema en la retina (Andonegui-
J., et al. 2008).

2.2.4.2 Hemorragia vitrea y desprendimiento de retina

Los nuevos vasos sanguineos en la retina son fragiles, se colapsan y permiten la
difusibn de exudados, lo que puede traducirse en hemorragias vitreas y
desprendimiento de retina. Las hemorragias vitreas pequefias pueden percibirse
como defectos en la vision. En casos mas graves, las hemorragias pueden ocupar
gran parte del humor vitreo, mermando por completo la vision (Figura 5-A). Las
hemorragias vitreas no causan una pérdida de vision irreversible; de acuerdo a su
gravedad pueden desaparecer después de unas semanas 0 meses, sin embargo
de no ser el caso, se requeriere de una cirugia (vitrectomia) a través de la cual se

extirpa y sustituye el vitreo y se reestablece la vision (Boyd-K., 2015).
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Retina
desprendida

Macula

Figura 3. A, Fotografia que muestra una gran hemorragia vitrea. (Galenus.
2015. Recuperado de: http://www.galenusrevista.com/Retinopatia-diabetica.html).
B, Desprendimiento de retina causado por RDP. (Acilis. 2014. Recuperado de:
http://drasilis.com/condiciones-comunes/despren-dimiento-de-retina/).

El desprendimiento de retina por otro lado (Figura 5-B), puede deberse al tejido
cicatricial que se forma en el vitreo invadido por capilares y sus exudados. Este
tejido ejerce traccion sobre la retina y la separa de su ubicacién normal, lo que se
conoce como desprendimiento de retina por traccion (DRT). Esta complicacion
puede causar una vision borrosa u oscurecida, y en casos graves una pérdida total

de vision (ceguera) (Claramunt-J., 2010).

2.2.5 Tratamiento actual y sus limitaciones

Los tratamientos que se practican actualmente en pacientes con RD incluyen a la
fotocoagulacion laser, la terapia intravitrea con agentes antiangiogénicos y
tratamiento quirdrgico mediante vitrectomia, aunque esta Ultima modalidad se

reserva para pacientes con RDP avanzada (Fouces-Gutiérrez Y., et al. 2007).
El control metabdlico estricto de la glicemia y dislipidemia y de la hipertension

arterial retarda la progresion de la RD. Sin embargo, ante la RD ninguno de los

tratamientos médicos utilizados suelen ser efectivos por si solos y generalmente
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requieren ser administrados en combinacion (Barria-Von-Bischhoffshausen F., et
al. 2011).

2.2.5.1 Fotocoagulacién con laser

La fotocoagulacion retiniana con laser (Figura 6-A) es esencialmente una forma
destructiva de tratamiento que depende de la absorcion de energia luminosa por
los pigmentos oculares (melanina, hemoglobina y xantéfila) y su conversién en
calor. El propoésito de la terapia con laser es producir una quemadura terapéutica
en un area preseleccionada de la retina, a la vez que se lesiona de forma infima el
tejido circundante (Figura 6-B) (Fouces-Gutiérrez Y., et al. 2007). Se propone que
el valor terapéutico de dicha quemadura reside en que lesiona al tejido productor
de factores proangiogénicos y aumenta la difusién de oxigeno a la retina lo que
interfiriere con su neovascularizacion (Antonetti-DA., et al 2012). EI tratamiento
con laser no mejora la vision, pero evita su progresion y previene la pérdida visual
grave. Cuando el tratamiento con laser se efectia en el momento apropiado, el
riesgo de ceguera a los 5 afios se reduce en un 90% en pacientes con RDP y el
riesgo de pérdida de agudeza visual en un 50% en pacientes con edema macular
diabético (Hernandez-Pascual C., et al. 2008). Sin embargo, este tratamiento
solamente es efectivo en el 50% de los casos y puede comprometer el campo
visual y la adaptacibn a la obscuridad (Boyer-DS., et al. 2013). Otras
complicaciones de la terapia laser incluyen hemorragias vitrea, fotocoagulacion
accidental de la févea y desprendimiento exudativo de la retina o de la capa
coroidea (Barria-Von-Bischhoffshausen F., et al. 2011).
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Quemaduras

Mediante cirugia laser
se producen numerosas
quemaduras en al retina. Tratamiento de fotocoagulacion retiniana

Figura 4. A, Esquema que muestra el proceso de fotocoagulacién con laser.
(Clinica universidad de navarra. 2014. Recuperado de: http://www.cun.es/material-
audiovisual/infografia/retinopatia-diabetica). B, Quemaduras ocasionadas por la
fotocoagulacion. (Altavision. 2012. Recuperado de: http://www.alta-vision.com
/como-se-trata-el-edema-macular.html.).

2.2.5.2 Terapia intravitrea antiangiogénica

La terapia intravitrea antiangiogénica (Figura 7-A) se basa en tratar de inhibir la
produccion o, en su defecto, los efectos bioldgicos de moléculas involucradas en
la angiogénesis ocular, en especial el VEGF (Figura 7-B). Los principales
farmacos utilizados en la terapia intravitrea son agentes anti-VEGF e incluyen el
bevacizumab (Avastin®), el ranibizumab (Lucentis®) y el aflibercept (Wetlia®)
(Avery-RL. 2014).

El bevacizumab fue el primer inhibidor de angiogénesis en conseguirse
comercialmente. Es un anticuerpo completo humanizado dirigido contra el VEGF
que neutraliza a todas las formas moleculares de la proteina, inhibiendo los
efectos del VEGF sobre la formacion de vasos sanguineos anormales en el ojo y
las alteraciones vasculares que caracterizan a la RD y al EMD (Avery-RL., et al.
2014). Las inyecciones intravitreas parecen ser seguras y bien toleradas durante
el primer afio (Wu-L., et al. 2008). Limitaciones en estudios clinicos que incluyen
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su corta duracion, la falta de aleatorizacion, la falta de controles y el disefio

retrospectivo, han impedido la estimacion de eficacia y bioseguridad de su uso a

largo plazo (Geganathan-VS., et al. 2009, SobaclI-G., et al 2013, Agrawal-S., et al
2013).
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Figura 5. A, Esquema que muestra la aplicacion de la terapia intravitrea.
(Clinica universidad de navarra. 2014. Recuperado de: http://www.cun.es/material-
audiovisual/infografia/retinopatia-diabetica). B, Esquema que muestra en
fundamento de esta terapia. (Clinica universidad de navarra. 2014. Recuperado
de: http://www.cun.es/material-audiovisual/infografia/retinopatia-diabetica).

El ranibizumab (Lucentis®) son las regiones Fab de un anticuerpo anti-VEGF
(derivados del bevacizumab) disefiado especificamente para el uso intraocular.
Los resultados de los estudios de investigacion ANCHOR y MARINA realizados en
los Estados Unidos concluyeron que su uso estabiliza la vision en un 90% de los
casos y mejora la visién en un 40% de los pacientes que logran ver 3 lineas mas

en la cartilla de Snellen (Valverde-Megias A., et al. 2010).

El aflibercept (Wetlia®) es una proteina de fusion humanizada que acopla la region
Fc de un anticuerpo con las regiones de union del receptor 2 y del receptor 1 del
VEGF. Este tratamiento parece ser mas eficaz para mejorar la agudeza visual y

controlar la progresion del padecimiento. Ademas, este tratamiento parece mejorar
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y mantener la visidbn con una administracion bimestral, lo que representa menos

riesgos e independencia para los pacientes (Bressler-SB., et al. 2017).

Los medicamentos antiangiogénicos intravitreos tienen un efecto temporal, deben
ser administrados en forma repetida o que aumenta el riesgo de infecciones e
inflamacion y no son efectivos en la totalidad de los pacientes, por lo cual no
substituyen al tratamiento con laser y no deben ser utilizados en forma aislada o
como monoterapia (Corcostegui-B., et al. 2017). Ademas, no existe evidencia de
su comportamiento a largo plazo y no existen guias clinicas que orienten en su

retratamiento (Barria-Von-Bischhoffshausen F., et al. 2011).

2.2.5.3 Vitrectomia

El objetivo fundamental de una vitrectomia es la remocion quirdrgica del vitreo
para eliminar las hemorragia vitreas o bién para reposicionar la retina a
consecuencia de su desprendimiento por traccién evitando la progresion de la
retinopatia. La combinacion de la vitrectomia con la fotocoagulacién laser

estabiliza la RD en muchos casos (Barria-Von-Bischhoffshausen F., et al. 2011).

El procedimiento requiere del uso de un sofisticado sistema de aspiracion y corte
en miniatura (Figura 8-A). La punta cortadora es de 1lmm de diametro y es
introducido al ojo a través de una pequefa incision en la pared ocular por detras
del iris. Dos incisiones adicionales pequefias son hechas en el ojo, una permite la
inyeccion, de solucion salina balanceada similar al vitreo, el cual estd siendo
removido por el cortador del vitreo (vitredfago). La otra incision permite insertar
una fibra éptica, que iluminard el interior del ojo. La operacion es realizada usando
un microscopio quirdrgico especial y un lente de contacto que da una clara

visualizacion del interior del ojo (Figura 8-B).
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Instrumental

A través de unas microincisiones
se introducen instrumentos para
liberar la tension de la retina o
extraer el humor vitreo e inyectar
una solucion salina.

Figura 8. A, Esquema que muestra la aplicacion de la vitrectomia. (Clinica
universidad de navarra. 2014. Recuperado de: http://emedicine.medscape.com/
article/1844160-overview). B, Fotografia tomada a un paciente durante la
vitrectomia. (IMO 2015. Recuperado de: http://www.imo.es/profesionales/casos
[cirugia-de-vitrectomia-y-catarata-con-laser femtosegundo/).

Esta combinacion de fuente de luz intraocular, lente de contacto y microscopio,
proveen una buena vision de la retina y vitreo. El cirujano esta en capacidad de
remover el vitreo anormal, delgadas fibras y procesos cicatrizales en retina, con
gran precision (Gupta-V., et al. 2013). El vitreo se sustituye por solucién salina,
aire o distintas mezclas de gases expansivos que eventualmente son

reemplazadas por sustancias producidas por el ojo.

A continuacion ser revisara la fisiologia de la prolactina y de sus metabolitos

(vasoinhibinas) que son el punto central de la intervencion en el presente estudio.
2.3 Prolactina
La prolactina (PRL) es una hormona proteica sintetizada principalmente por la

adenohipofisis y cuya regulacion se lleva a cabo por la inhibicion dopaminérgica

hipotalamica.
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Su funciodn la realiza a través de la union a receptores de membrana especificos,
los receptores de prolactina (RPRL) de los cuales se han reportado en el humano
la existencia de tres isoformas diferentes; una larga y dos cortas. Su densidad y
tipo varian dependiendo del estado hormonal y fisiologico del sujeto, lo que
sugiere que la abundancia variable de estas isoformas esta involucrada con
funciones especificas dentro de cada uno de los tejidos (Ben-Jonathan N., et al.
2008).

La union PRL-receptor produce la activacion de diferentes vias de sefalizacion
intracelular, dentro de las que se encuentran las STAT (proteinas transductoras de
sefial y activadoras de la transcripcion) y las MAP cinasas (proteinas cinasas
activadas por mitdgenos), que estan involucradas en procesos de diferenciacion y

proliferacion celular (Pascual-Mathey LI., et al. 2009).

La PRL comprende en si un amplio espectro de acciones ubicadas en la
reproduccion, la osmorregulacion, la respuesta inmune, el metabolismo energético
y la angiogénesis. Entre estos efectos, principalmente los dos ultimos son los que
tienen un efecto protector contra la DM y la RD. El principal mecanismo por el cual
la PRL puede prevenir la progresién y promover la regresién de la RD, es la
conversion proteolitica a vasoinhibinas (Triebel et al 2011).

2.4 Vasoinhibinas

Las vasoinhibinas representan a una familia de péptidos derivados de la proteolisis
de la hormona PRL que inhiben la angiogénesis en la retina inducida por isquemia
(Pan H., et al. 2004) y la excesiva vasopermeabilidad retiniana en respuesta al a
diabetes experimental (Garcia-C., et al. 2008). Estan presentes en la circulacién,
en la hipdfisis anterior y en diferentes tejidos extrahipofisiarios, e incluyendo el
endotelio de diversos lechos vasculares, los fibroblastos, el cartilago, el tejido

nervioso y la retina, entre otros (Clapp-C., et al 2015). La presencia de
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vasoinhibinas enddgenas indica la accion fisiologica de proteasas capaces de

generarlas (Moreno-Paramo D., et al. 2007).
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Figura 9. Esquema que muestra la protedlisis en la prolactina por catepsina-
D y metaloproteasas de matriz. (Bernard-V. 2015. New insights in prolactin:
pathological implications. Recuperado de:http://www.nature.com/nrendo/journal/
v11/n5/full/nrendo.2015.36.html).

Las proteasas responsables de la protedlisis de PRL a vasoinhibinas incluyen a
las metaloproteasas de matriz (MMP) principalmente de los tipos 1, 2, 3, 8,9y 13
(Kowluru-RA., 2012), a la catepsina D (Figura 9) y a la proteina morfogenética de
hueso (BMP). Estas proteasas cortan a la PRL en diferentes regiones cerca y
dentro del asa que conecta las a-hélices 3 y 4 de la molécula y, por ende, la masa
molecular de las vasoinhibinas resultantes depende de qué enzima realice la

protedlisis y de su sitio de corte en la PRL (Figura 10) (Clapp-C., et al. 2006).

Las vasoinhibinas actiuan directamente sobre el endotelio vascular, reduciendo su
proliferacion, migracion, y estimulando su apoptosis (Figura 11). Ademas, las
vasoinhibinas inhiben el efecto vasoproliferativo y vasodilatador del VEGF y de

otras sustancias vasoactivas, y lo hacen a través de bloquear su accién sobre la
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activacion de la sintasa endotelial del 6xido nitrico (eNOS) y la subsecuente

produccion de NO endotelial (Gonzalez-C., et al. 2004).

PRL humana Vasoinhibina

Figura 10; Esquema que muestra los diferentes sitios especificos de corte de
la prolactina utilizados por las diferentes proteasas. (Clapp-C., et al. 2008.
Recuperado de: http://ajpendo.physiology.org/content/295/4/E772).
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Figura 11. Accion de las vasoinhibinas dentro del tejido ocular. (Clapp-C., et

al. 2008. Recuperado de: http://ajpendo.physiology.org/content/295/4/E772).

Considerando que las vasoinhibinas se derivan de la PRL, estas observaciones

sugieren que los pacientes con niveles mas altos de PRL, pudieran tener un
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menor riesgo para el desarrollo y la progresion de la RD, por el papel protector de

las vasoinhibinas (Arnold-E., et al. 2010).

2.4.1 Caracteristicas de las vasoinhibinas

Las vasoinhibinas pertenecen al grupo de los factores antiangiogénicos derivados
de precursores proteicos mas grandes, tales como la angiostatina (derivado del
plasmindégeno) y la endostatina (derivada de la coladgena 18). El plasmindgeno, la
colagena 18 y la PRL, en su forma completa, en su forma completa no cuentan
con acciones inhibitorias de la angiogénesis (Clapp et al Trends Endo Metab
17:301, 2006). Estos péptidos son producidos en la glandula hipofisaria y muchos
tejidos extrahipofisarios, en tejidos muy vascularizados, y en otros donde el aporte
de sangre es muy restringido como es el caso de la retina (Clapp-C., et al. 2006).
En esta dltima, las vasoinhibinas fueron identificadas a través de su unién con
anticuerpos monoclonales, contra la porcion NH2 terminal de la PRL en un analisis
de Western blot (Aranda-J., et al. 2005).

2.5 Hiperprolactinemia como tratamiento alternativo contra la RD

La influencia de la glandula hipofisaria en la fisiopatologia de la RD fue reconocida
aproximadamente seis décadas atras (Poulsen-JE., et al. 1953) pero la
contribucion especifica de las hormonas secretadas por la glandula respecto a

esta complicacion aun no esta del todo clara (Clapp-C., et al. 2009).

Con respecto a la PRL, en 1985, Mooradian y colaboradores (Mooradian-A.D., et
al. 1985) encontraron en un grupo de pacientes con DM valores elevados de PRL
sérica, que no pudieron ser atribuidos a enfermedades, medicamentos o ninguna
causa conocida que pudiera justificar este fendmeno. Estos pacientes tenian
valores de PRL mas altos comparados con los controles sanos, y en el analisis de
los subgrupos de las personas con DM no se encontrd6 ninguna diferencia

significativa entre aquellos con o sin signos clinicos de RD. Sin embargo, otros
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estudios (Harter-M., et al. 1976) encontraron niveles circulantes de PRL
significativamente altos en hombres con DM sin signos severos de RD,
comparados con aquellos con signos clinicos de hemorragia, y por tanto, de RD
proliferativa (RDP). Recientemente, se reporté en un grupo mayor de hombres con
DM que los pacientes con RDP presentaban menores niveles de PRL, que
aguellos sin RD. De estos estudios se desprende la posibilidad de que niveles
bajos de PRL pudieran influir sobre la presencia y progresion de la RD (Triebel et
al 2011) y, por ende, que farmacos que inducen hiperprolactinemia pudieran tener

valor terapéutico en este padecimiento.

2.6 Levosulpirida

Levosulpirida (Figura 11) es un farmaco procinético que actua de forma dual
inhibiendo la accion dopaminérgica y facilitando la accién colinérgica. Se trata del
enantiomero levagiro de la sulpirida, es decir, el isomero de la sulpirida que desvia
la luz polarizada hacia la izquierda. Esta configuraciéon le da una mayor afinidad
por los receptores tipo 2 de la dopamina, por lo que tiene mayor potencia de

accion con dosis menores que la forma racémica (sulpirida) (Serra-J. 2010).
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Figura 12, Levosulpirida. (Serra-J. 2010. Conformacién quimica de la
levosulpirida. Recuperado de: http://www.elsevier.es/es-revista-gastroenterologia-
hepatologia-14-articulo-levosul-pirida-el-manejo-dispepsia-funcional-13156020).

El mecanismo principal de accion procinética de la levosulpirida es la inhibicion de

los receptores tipo 2 de la dopamina (D2) localizados en la musculatura lisa del
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tracto gastrointestinal. Como consecuencia, la accion de la dopamina sobre la
inervacion intrinseca del tracto gastrointestinal es antagonizada, favoreciéndose la
accion del sistema colinérgico. El resultado es un incremento de la actividad
motora del tracto digestivo mediada por la accién de la acetilcolina (Kuchay-MS.,
et al. 2017).

Entre los efectos secundarios mas frecuentes de la levosulpirida (Cuadro 1)
destacan la presencia de tensibn mamaria, ginecomastia (1.7%) o galactorrea
(0.7%), que son debidos a un incremento en la concentracion de PRL por el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos D2 en la adenohipoéfisis que median la
accion inhibitoria de la dopamina hipotalamica sobre la sintesis y liberacion
hipofisiaria de esta hormona (Singh., et al. 2015). Sin embargo, los efectos
neurolépticos como la somnolencia y la sedacién, que son frecuentes a dosis altas
de levosulpirida (50mg tres veces al dia), son poco frecuentes a la dosis
recomendadas para sus efectos procinéticos y asociadas con la induccion de
hiperprolactinemia (Lozano-R., et al. 2007). Esto se explica debido a que la
levosulpirida tiene una baja eficacia para atravesar la barrera hematoencefalica
(Kapur-S., et al. 2002).

Ademas de la potente actividad antagonista D2, levosulpirida también posee
actividad agonista sobre los receptores tipo 4 de la serotonina (5HT4). Estos
receptores se hallan localizados en las terminaciones presinapticas de las
neuronas colinérgicas del plexo mesentérico. La activacion de estos receptores
resulta en un incremento en la liberacién de acetilcolina que a su vez estimulara la

actividad motora intestinal (Gonzalez-JC. 2007).
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Cuadro 1. efectos secundarios de levosulpirida en 840 pacientes
despépticos. (Serra-J. 2010. conformacion quimica de la levosulpirida.
recuperado de: http://www.elsevier.es/es-revista-gastroenterologia-hepatologia-14-
articulo-levosul-pirida-el-manejo-dispepsia-funcional-13156020).

Acontecimiento adverso % Dosis
Tension mamaria/ginecomastia 1,7 25mg/8h
Disfonia 1 25mg/8h
Dolor/retortijon abdominal 0,7 25mg/8h
Dismenorrea/metrorragias 0,7 25mg/8h
Aumento de peso 0,7 25mg/8h
Galactorrea 0,6 25 mg/8h
Sialorrea 0,3 25mg/8h
Somnolencia 0,2 25mg/8h
Estrefiimiento 0,2 25mg/8h
Vértigo y fatiga 0,2 25mg/8h

50mg/8h
Somnolencia/sedacion 2,5 50mg/8h
Otros 2,2 25mg/8h
Total 11

Ensayos clinicos controlados han demostrado que la levosulpirida reduce el
vaciamiento gastrico y el vaciamiento de la vesicula biliar, y que es superior a
placebo en la mejora de los sintomas epigastricos (nauseas, vémitos, malestar
epigastrico, pirosis) en pacientes con dispepsia funcional y pacientes con
gastroparesia. El perfil de seguridad del farmaco es bueno, y los efectos

secundarios a las dosis recomendadas poco frecuentes (Serra-J. 2010).
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ll. JUSTIFICACION

En el mundo hay mas de 347 millones de personas con DM. Se calcula que en
2012 fallecieron 1,5 millones de personas como consecuencias del descontrol
metabdlico y sus complicaciones (OMS, 2015), mientras en México, de acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT, 2012), el 9.2% de
los adultos en México tienen un diagnéstico de DM y este padecimiento constituye
la segunda causa de muerte (INEGI, 2015). El total de personas adultas con DM
podria ser incluso el doble, de acuerdo a la evidencia previa sobre el porcentaje de
diabéticos que no conocen su condicién. En el reporte “The Global Burden of
Disease Study”, la DM ocupé la segunda causa de muerte durante el afio 2010,
convirtiendo este padecimiento en un problema epidemiolégico de gran
importancia (GBD, 2010).

Una de las complicaciones mas graves de este padecimiento es la RD, una
entidad patoldgica muy frecuente. La retinopatia diabética es la tercera causa de
ceguera irreversible en el mundo, pero la primera en personas en edad productiva
(16 a 64 afios) de paises en vias de desarrollo lo que genera grandes pérdidas
econdmicas (Barria-Von-Bischhoffshausen F., et al. 2011). En México, la RD
representa la primera causa de ceguera prevenible y debilidad visual en los
pacientes atendidos por los servicios de salud publica de nuestro pais (Prado-
Serrano A, 2009).

Los tratamientos con los que actualmente se cuentan para controlar esta
complicacion (fotocoagulacion con laser, las terapias intravitreas con farmacos
antiangiogénicos y los procedimientos quirargicos como la vitrectomia) tienen altos
costos por lo que su disponibilidad para la mayoria de los pacientes en el pais es
restringida (Santana-Pérez F., et al. 2013). Ademas, estos métodos lesionan la
retina y no siempre son eficaces a largo plazo, por lo que es deseable contar con
tratamientos menos invasivos que puedan disminuir las manifestaciones severas

de esta complicacion.
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Estudios en modelos experimentales han demostrado que la hiperprolactinemia
tiene un efecto positivo en la regresion y proteccién de alteraciones vasculares
debidas a la diabetes. Esto se debe principalmente a la presencia de péptidos
conocidos como vasoinhibinas, moléculas con acciones inhibidoras de la
vasopermeabilidad y la angiogénesis que derivan de la protedlisis de la hormona
PRL mediante enzimas especificas encontradas en diversos tejidos del cuerpo,
entre ellos la retina (Moreno-Paramo D, 2007).

La opcion terapéutica propuesta para inducir hiperprolactinemia es la levosulpirida,
un farmaco con efecto procinético que incrementa los niveles de PRL en sangre
debido a un efecto inhibitorio de los receptores dopaminérgicos en la
adenohipofisis (Serra J, 2010). Destaca ademas como una posible opcion
farmacoldgica inocua, de administracion oral, con un perfil de seguridad bueno y

con efectos neurolégicos poco frecuentes a las dosis recomendadas.

La posible implementacidén de este nuevo tratamiento requiere de la demostracion
de que en humanos, como ocurre en roedores (Arnold et al 2010), la PRL
sistémica se incorpora al ojo para poder ser procesada hacia vasoinhibinas. Esta
demostracion sera relevante para continuar con el desarrollo de esta nueva
opcion terapéutica cuya administracion oral la hace econémicamente accesible, y
no invasiva en comparacion de los tratamientos actuales y, en consecuencia

benéfica para coadyuvar a las terapias establecidas.
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IV. HIPOTESIS
El aumento de la PRL sérica mediante el tratamiento con levosulpirida elevara

significativamente los niveles de PRL en el vitreo de pacientes con RDP sometidos

a vitrectomia.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Elevar la PRL sérica en pacientes con RDP con indicacion de vitrectomia
mediante el tratamiento con levosulpirida y evaluar los niveles de la hormona en el
vitreo.

5.2 Objetivos especificos

1. Generar hiperprolactinemia en pacientes con DM2 mediante un tratamiento
oral de comprimidos de levosulpirida de 25mg.

2. Cuantificar los niveles de PRL séricos y vitreos después de una semana de

tratamiento.
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VI. METODOLOGIA

Se trata de un estudio clinico controlado, aleatorizado y doble ciego. Para el cual

se incluyeron 32 pacientes. Se llevo a cabo en el Instituto Mexicano de

Oftalmologia (IMO) ubicado en la ciudad de Querétaro, donde fue aprobado por el

Comité de Bioética de esta institucion para su posterior desarrollo. Este proyecto

conto con el apoyo del CONACYT con el numero de subvencion 247164

6.1 Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacion

Cuadro 2. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion establecidos para

este estudio.

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Criterios de eliminacion

Pacientes del IMO
programados a vitrectomia por
primera vez con indicacion

médica.

Edad entre 40-69 afios

Que presenten RD que requiera

vitrectomia

Con o sin desprendimiento de

retina

Con o sin tratamiento previo de

antiangiogénicos o laser

PRL sérica normal (<20 ng/mL)

Tasa de filtracion glomerular

>30 ml/min.

Vitrectomia por segunda

ocasion o mas

<40 aifos y > 70 afios

Que no presenten RD

Que muestren desprendimiento

de retina mixto o regmatdgeno

Hiperprolactinemia (>20 ng/mL)

Tasa de filtracidn glomerular

<30 ml/min.

Que decida abandonar el

estudio

Que presente algun efecto

adverso al medicamento

Cancelacion de la vitrectomia

Que sea inconstante y/o

abandone el tratamiento
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Una vez corroborado que el paciente reunia los criterios oftalmolégicos vy
bioquimicos de inclusion (Cuadro 2), se le elabor6 un expediente clinico y
posteriormente, se le asignd a cada uno de manera aleatoria el tipo de tratamiento
(Cuadro 3).

Cuadro 3: Grupos de pacientes que se integraron para el estudio.

No. de
Grupo Género Tratamiento Tiempo de tratamiento
participantes

Femenino (8)
1 16 pacientes Levosulpirida 1 semana
Masculino (8)

Femenino (8)
2 16 pacientes Placebo 1 semana
Masculino (8)

6.2 Formacion de los grupos de estudio

Una vez confirmada la participacion de los pacientes, se tomaron medidas
antropométricas y una muestra de sangre venosa (aproximadamente 10 ml) para
pruebas de laboratorio y con la finalidad de descartar alguna condicidon que
pudiera comprometer su permanencia en el estudio, o que pudiera interferir con
los resultados del tratamiento tales como hiperprolactinemia (niveles séricos de

PRL > 20ng/ml) e insuficiencia renal (tasa de filtracion glomerular <30 ml/min).

A cada paciente se le realizaron pruebas de evaluacion oftalmologica en el IMO
para determinar su grado de RD, las que incluyeron agudeza visual y
oftalmoscopia indirecta. Cada una de estas pruebas fue realizada por oftalmologos
utilizando criterios internacionales convencionales. Ademas de cumplir con los
criterios de inclusién establecidos, todos los pacientes tuvieron indicacion médica

de vitrectomia por parte de un oftalmélogo de IMO.
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6.3 Seguimiento

A cada uno de los pacientes que integraron los dos grupos de estudio se les
suministraron 22 comprimidos de levosulpirida (25 mg; Dislep, Ferrer) o placebo
(lactosa) correspondientes al tratamiento de una semana (3 diarios) mas un
comprimido adicional correspondiente a la dosis matutina del dia de la cirugia. Al
final de la semana de tratamiento se les realizd un interrogatorio acerca de la
presencia de sintomas 0 signos relacionados con los efectos secundarios de la

levosulpirida y el cumplimiento con la ingesta del farmaco.

Antes de que el paciente pasara a quiréfano, se le tomaron nuevamente muestras
sanguineas (4 mililitros) con la finalidad de evaluar los niveles de PRL antes y
después del tratamiento (Cuadro 3). Por ultimo, justo al iniciar la vitrectomia el
oftalmélogo tomd una muestra de cuerpo vitreo sin perfundir que se utilizé para

determinar PRL.

Cuadro 4: Determinaciones realizadas a los pacientes

Inicio 1 semana
Hemoglobina glucosilada X
PRL sérica X X
Creatinina sérica X X
PRL vitrea X

6.4 Mediciones y analisis

La evaluacion oftalmoldgica incluyendo agudeza visual y oftalmoscopia indirecta
por especialistas oftalmologos. La PRL en el suero y en el vitreo se determinaron
mediante inmunoensayo (IMMULITE 2000 XPi), la hemoglobina glucosilada por

afinidad al boronato y la creatinina mediante el método de jaffé modificado. Estos
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analisis fueron llevados a cabo en el laboratorio GOCA de analisis clinicos de la
ciudad de Querétaro (con certificacion APPLUS e ISO 9001).

6.5 Identificacidn de tratamientos

Con la finalidad de enmascarar la identidad de los tratamientos frente a los
pacientes, asi como prevenir cualquier posible confusion del equipo de trabajo

utilizamos de manera practica colores en la etiqueta de los tratamientos.

Para la identificacion de tratamientos utilizamos un codigo de colores para cada
uno, siendo el color 1 (rosa) para el tratamiento con levosulpirida y el color 2
(verde) para el tratamiento con placebo (Figura 13).

LEVOSULPIRIDA PLACEBO

Figura 13; Identidad a los tratamientos establecidos en el estudio

6.6 Asignacién de tratamientos

La asignacién de tratamientos para los grupos que conforman el estudio tomé en
consideracion el género y tipo de intervencion (levosulpirida o placebo), esto se
hizo mediante un generador de numeros al azar consultado en:
http://www.alazar.info/generador-de-datos-aleatorios (Cuadros 4 y 5). Los
pacientes participantes y oftalmélogos tratantes siempre ignoraron el tipo de
tratamiento (placebo o levosulpirida) recibido.
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Cuadro 5: Asignacion aleatoria de tratamientos para pacientes de género
femenino

Cuadro 6: Asignacion aleatoria de tratamientos para pacientes de género
masculino

6.7 Andlisis estadistico

Se calcularon promedio y desviaciones estandar para el analisis descriptivo. Se
realizaron pruebas de t de Student para establecer diferencias entre dos grupos.
Se evalud el coeficiente de correlacion de Pearson para analizar la correlacion
entre los valores de PRL en el suero y en el vitreo. Las diferencias fueron

consideradas significativas para valores de p<0.05.

6.8 Aspectos bioéticos del estudio

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética en Investigacion del IMO y

se apega a los lineamientos Internacionales de la Declaracién de Helsinski.
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RESULTADOS

Se incluyeron 32 pacientes en total. Los grupos de estudio fueron integrados por
16 pacientes, 8 de género femenino y 8 de género masculino respectivamente,
todos ellos habian tenido hemorragias vitreas, desprendimiento de retina o ambas
condiciones como resultado de RD. Una de las participantes del sexo femenino en
el grupo de levosulpirida, de 44 afios de edad, con 15 afios de diagndéstico de
diabetes y con niveles de PRL, creatinina y hemoglobina glucosilada dentro de los
pardmetros establecidos, al concluir los 7 dias de tratamiento sus niveles de PRL
sérica alcanzaron los 745 ng/mL, mientras que los niveles de PRL vitrea llegaron a
38.4 ng/mL. Estos valores extremos, si bien corroboran la hipotesis del trabajo,
aumentan la varianza del grupo y no permiten observar diferencias significativas
en todos los analisis anteriores utilizando la prueba t de Student, por lo que fue
excluida del andlisis estadistico a pesar de que los niveles son favorables para la
comprobacion de la hipétesis. No hubo diferencias significativas previas al
tratamiento entre los grupos de estudio respecto a la edad, género, tiempo de
diagnéstico de la diabetes, niveles de hemoglobina glicosilada (HbAlc) y tasa de

filtracién glomerular (Cuadro 7).

Cuadro 7. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de los sujetos del estudio.
Valores expresados en promedio + error estandar.

Control Levosulpirida

P

(n=16) (n=15)
Edad (afios) 56.7t1.4 57.3+£2.0 0.67
Diagndstico de DM2 (afios) 16.9+1.18 14.8 +1.89 0.35

Hb1lAcen % 7.42+0.35 7.88+0.47 0.44
Tasa de Filtracién Glomerular (mL/min) 70.8 +6.35 77.1+7.22 0.52
PRL sérica basal (ng/mL) 7.31+0.89 9.68 £1.64 0.17
PRL sérica post-tratamiento (ng/mL) 10.08 = 1.460 111.7 £ 12.51 0.0001
PRL en vitreo (ng/mL) 1.65+0.26 3.59+0.45 0.0008
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La PRL sérica no fue diferente entre los grupos previo al tratamiento (niveles de
PRL basales). Al finalizar la semana del tratamiento, la levosulpirida elevé mas de
11 veces los niveles de la PRL. Hubo diferencias significativas en los niveles de
PRL séricos y vitreos entre ambos grupos (Cuadro 7 y Fig. 13), notoriamente, el

efecto de la levosulpirida fue mayor en mujeres (Fig. 14)
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Figura 14. La levosulpirida induce hiperprolactinemia. Niveles séricos de PRL
en los pacientes con retinopatia diabética proliferativa antes (A) y después (B) de
ser sometidos al tratamiento con placebo (control) o levosulpirida. EI nimero de
pacientes (n) se indica en los paréntesis. Los valores son medias * errores

estandar.
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Figura 15. La hiperprolactinemia debida a levosulpirida es mayor en mujeres
gue en hombres. Niveles séricos de PRL en pacientes masculinos (81+10.6
ng/uL) y femeninos (152.7+17.36 ng/uL) con RDP e indicacion de vitrectomia que
fueron tratados con placebo (grupo control) o con levosulpirida. EI nimero de
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PRL en vitreo (ng/mL)

-
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pacientes (n) se indica en los paréntesis. Los valores son medias + errores

estandar.

La levosulpirida elevé més de dos veces los niveles de PRL en el vitreo (Fig. 15).
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Figura 16. La hiperprolactinemia farmacoldgica eleva los niveles de PRL
vitreos. Vitreos de hombres y mujeres que fueron tratados con placebo (1.65+0.26
ng/uL) o con levosulpirida (3.59+0.45 ng/uL). El nUmero de pacientes (n) se indica
dentro del paréntesis. Los valores son medias * errores estandar

Respecto del caso excluido mencionado anteriormente, cuando se integra este

caso al analisis de correlacion (Figura 16A) aumenta de forma importante la

significancia del analisis (Figura 16B).
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Figura 17. Correlacion entre los niveles séricos de PRL post-tratamiento y
los niveles vitreos. Pacientes masculinos y femeninos con retinopatia diabética.
A) excluyendo el caso atipico (r=0.56, R2=0.3140, p<0.05). B) Incluyendo el caso

atipico (r=0.92, R?=0.85, p<0.0001)
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De acuerdo con el cuestionario aplicado a cada uno de los pacientes una vez
terminado el tratamiento, ninguno de ellos refiri6 efectos adversos reportados al
medicamento (Cuadro 1). Posteriormente se citd a los pacientes que recibieron
levosulpirida y se les midié PRL sérica nuevamente, encontrando niveles normales

de PRL nuevamente en esta ultima determinacion (11.69+2.54) (Figura 17).
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Determinaciones de PRL sérica a través del estudio

Figura 18. La hiperprolactinemia inducida por levosulpirida desaparece una
vez suspendido el tratamiento. En la figura se muestran niveles séricos de PRL
antes de iniciar el tratamiento (PRL-1) previos a la vitrectomia (PRL-2) y 4
semanas posteriores a la cirugia (PRL-3). EI nimero de pacientes (n) se indica en
los paréntesis. Los valores son medias + errores estandar.
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DISCUSION

La RD es la principal causa de ceguera en los adultos en edad laboral. Los
tratamientos actuales, si bien pueden reducir su progresion y evitar la ceguera, su
aplicacion comprende riesgos y posee baja efectividad para revertir el dafo, por lo
que es importante continuar la busqueda de nuevas opciones terapéuticas para

estos pacientes.

Estudios preclinicos han mostrado que la elevacién de los niveles de la PRL
circulante puede reducir la RD a través de favorecer la conversion intraocular de
esta hormona a vasoinhibinas, una familia de fragmentos de PRL con acciones
inhibidoras de la vasoproliferacién, la vasodilatacion y la vasoconstriccion. En este
estudio demostramos que la elevacion de los niveles de PRL sistémica inducidos
mediante el tratamiento con levosulpirida resultan en la elevacion de los niveles de
PRL en el vitreo de pacientes con RD. Dado que la PRL es precursora de
vasoinhibinas oculares, la levosulpirida tiene la potencialidad de ser estudiada
como un nuevo tratamiento contra la RD. Queda por determinar si el aumento en
los niveles sistémicos Yy vitreos de la PRL inducido por levosulpirida se traduce en

la elevacion de las vasoinhibinas intravitreales.

Los grupos de pacientes fueron homogéneos en cuanto a edad, género, tiempo de
diagndstico de la diabetes, niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc) y tasa de
filtracion glomerular, lo cual descarta que dichos parametros pudieran haber
influido sobre la determinacion de la PRL. De hecho, no se observaron diferencias
en los niveles de la PRL basal (antes del tratamiento con levosulpirida) entre los
dos grupos de estudio (placebo y levosulpirida). Tampoco hubo diferencias de los
niveles basales de la PRL entre hombres y mujeres. Se conoce que los niveles
circulantes de la PRL son similares entre mujeres y hombres sanos, pero mientras
qgue en las mujeres la PRL sérica disminuye con la edad (entre los 45 y los 65
afios de edad), en los hombres se incrementa ligeramente en edades avanzadas

(Vekemans-M. & Robyn-C. 1975). Nosotros no observamos esta diferencia,
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probablemente debido al nimero menor de pacientes de nuestro estudio en
relacion al estudio que describe estas diferencias (15 mujeres y 16 hombres vs 32
mujeres y 42 hombres, respectivamente) (Cuadro 7). Hay estudios que han
descrito una posible relacion entre el tiempo de diagndstico de la diabetes y una
disminucién en los niveles séricos de PRL (Harter-M., et al. 1976. Moradian-A.D.,
et al. 1985; Arnold-E., et al 2010) mientras que otros estudios de indole
poblacional ya contemplan una posible relacion de niveles bajos de PRL y
sindrome metabdlico y una regulacién anormal de la glucosa (Wang-T., et al.
2013, Balbach-L., et al. 2013).

La levosulpirida se distingue entre otros antagonistas dopaminérgicos por su
eficacia. Estudios comparativos randomizados, doble ciego, de levosulpirida con
otros farmacos antagonistas dopaminérgicos como domperidona 0
metoclopramida, han mostrado que levosulpirida parece tener un efecto clinico
superior en la reduccion de la intensidad de los sintomas dispépticos y en el
tiempo necesario para alcanzar este efecto (Hasler-WL., et al. 2007). Levosulpirida
es un potente inhibidor de los receptores D2 en la hipofisis anterior. Debido a este
efecto y a su creciente uso como agente procinético, cada vez mas pacientes
desarrollan hiperprolactinemia como un efecto secundario inevitable. La intensidad
de la hiperprolactinemia es mayor en comparacion con la de otros agentes
procinéticos (Kuchay-MS., et al. 2017), caracteristicas por la cuales la levosulpirida
fue utilizada como intervencidn en este estudio para inducir un estado de

hiperprolactinemia en los pacientes con DM2.

Como se esperaba, la levosulpirida elevo los niveles circulantes de la PRL. La
elevacion fue cerca de 15 veces mas que los valores basales (112 ng/mL vs 9.68
ng/mL, respectivamente). El nivel del efecto es esperado ya que se han reportado

incluso valores por encima de los 200 ng/mL (Kuchay-MS., et al. 2017)

Un resultado llamativo fue el que la elevacion en los niveles de PRL por la

levosulpirida fue mayor en las mujeres que en los hombres. Esta diferencia ya se
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habia observado previamente (Toney-TW. 1992. Moore-KE. 1987), pero se
desconoce su explicacion. Es posible que la observacion (Vekemans-M. & Robyn-
C. 1975) de niveles circulantes de PRL menores en mujeres que en hombres de
mayor edad se asocie a un mayor tono dopaminérgico inhibitorio de la secrecién
de PRL en las mujeres. De ser asi, la accion del antagonista dopaminérgico
levosulpirida resultaria en una mayor liberacion de PRL a la circulacion en las

mujeres que en los hombres.

La hiperprolactinemia inducida mediante levosulpirida incrementd mas de dos
veces los niveles intravitreos de PRL y los niveles circulantes de la hormona se
correlacionaron significativamente con su concentracion en el vitreo. Esta es la
primera demostracion en humanos de que la PRL atraviesa la barrera
hematorretiniana, hallazgo que ya se ha demostrado en modelos experimentales
(Arnold-E. et al. 2010), el mecanismo de transporte de la PRL sistémica al interior
del ojo parecer ser activo via su receptor presente en el epitelio pigmentario de la
retina (Melendez-Garcia. et al., 2016) y en los cuerpos ciliares (Arnold-E. et al.,
2010). De hecho, se sabe que la PRL sistémica atraviesa la barrera
hematoencefalica de roedores donde sus concentraciones guardan una relaciéon
directa con sus niveles en el liquido cefalorraquideo (Zamorano-M. et al., 2014).
Estas observaciones se llevaron a cabo en roedores sanos lo que sugiere que la

PRL circulante tiene acceso a la retina y al cerebro bajo condiciones fisiologicas.

Nuestro estudio se realiz6 en pacientes con RDP, donde se conoce estan
presentes cambios fisiologicos importantes de la barrera hematorretiniana. De
hecho, es importante mencionar que la mayoria (19) de los pacientes estudiados
tuvieron hemorragias vitreas, 9 desprendimientos de retina por tracciéon y 4 ambas
alteraciones, todas ellas como causas principales de vitrectomia. Esto sugiere que
el acceso ocular de la PRL sistétmica en nuestro estudio pudo tener un
componente pasivo debido a la disfuncion de la barrera hematorretiniana debida a

las complicaciones crénicas de la DM.
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Cabe mencionar, el caso de la paciente tratada con levosulpirida cuyos niveles
séricos (745 ng/mL) y vitreos (38.4 ng/mL) rebasaron por mucho el promedio del
grupo que recibié placebo (111.7 ng/mL y 3.59 ng/mL para el suero y el vitreo
respectivamente). Desconocemos la causa de la sensibilidad acentuada de esta
paciente al farmaco. Es posible que tenga que ver con su edad, ya que fue la
mujer mas joven del grupo tratado con levosulpirida (44 afios Vs 57.3, que es el
promedio de edad de los pacientes que componen este grupo). Ya se han descrito
casos similares de mayor sensibilidad en mujeres jévenes en la literatura (Kuchay-
MS., et al. 2017). Una vez suspendido el tratamiento los valores de PRL bajaron a
niveles de ligera hiperprolactinemia (27.5 ng/mL) mayores a sus valores
registrados como basales (14.8 ng/ml), por lo que es posible que dicha paciente
cursara con alguna condicion particular que favorece la hiperprolactinemia. Esto
no se observd en los deméas pacientes del estudio donde en todos ellos se
recuperaron los valores basales de la PRL (9.68+1.64 ng/ml vs. 11.69+2.54,
basales y 4 semanas después de la levosulpirida, respectivamente) lo que indica
la ausencia de una influencia permanente del farmaco sobre los niveles de la
PRL sérica en la mayor parte de los pacientes. En todo caso, los resultados
elevados de la PRL en la paciente apoyan claramente la influencia de la PRL
sérica sobre la PRL en el vitreo, al incrementar de una manera proporcional esta

concentracion en comparacion con el resto de los pacientes.

La elevacién en el vitreo de la PRL debido al tratamiento con levosulpirida puede
resultar en una mayor generacion de vasoinhibinas oculares. La induccién de
hiperprolactinemia mediante implantes hipofisiarios en la cdpsula renal de ratas
resultd en la elevacion de vasoinhibinas en la retina y en la inhibicion de la
vasopermeabilidad debida a la inyeccion intravitreal de VEGF y a la
vasopermeabilidad excesiva a consecuencia de la diabetes (Arnold-E. et al. 2010).
Ademas, se conoce que la actividad de proteasas que generan vasoinhibinas a
partir de PRL (catepsina D y metaloproteasas de matriz) se incrementa en la retina
y en el vitreo de pacientes con RDP (Triebel-J. et al., 2011). Queda por determinar

la presencia de vasoinhibinas en las muestras vitreas de los pacientes. Pensamos
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gue algunas inconsistencias entre niveles séricos y niveles vitreos de la PRL en el
grupo tratado con levosulpirida en el que se encontraron niveles semejantes a los
del grupo tratado con placebo podrian ser explicadas por su procesamiento
diferencial hacia vasoinhibinas, ya que estos péptidos son reconocidos en menor

proporcion (10%) por el ensayo utilizado para determinar a la PRL.
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CONCLUSIONES

Este trabajo muestra por primera vez la presencia de PRL en el vitreo
humano y apoyan la incorporacion de la PRL sérica al ojo de pacientes con
RD.

Se apoya la hipétesis de que la hiperprolactinemia inducida por
levosulpirida puede incrementar los niveles intraoculares de vasoinhibinas
y, por ende, que estas elevaciones potencialmente pudieran incidir en un

curso clinico mas favorable de la RD.

PERSPECTIVAS

Se estd evaluando el efecto de la levosulpirida sobre los niveles de
vasoinhibinas en el vitreo de los pacientes con RD vy vitrectomia.

Se esta conduciendo un estudio prospectivo, randomizado, doble-ciego
donde se evalla el efecto de la levosulpirida vs. placebo sobre la
progresion del EMD.
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