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RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) y el edema macular diabético (EMD) son las causas
principales de pérdida de visidbn en pacientes con diabetes, las cuales se
caracterizan por la proliferacion y permeabilidad excesivas, que en etapas
avanzadas conducen a la ceguera irreversible. Objetivo. investigar si la
hiperprolactinemia inducida por levosulpirida aumenta los niveles de prolactina
(PRL) y vasoinhibina en el vitreo de pacientes con RD v, si la levosulpirida reduce
la progresion del EMD en la clinica. Métodos. Estudio prospectivo, aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo, donde el tratamiento se administré via oral
tres veces al dia, en pacientes voluntarios con RD proliferativa sometidos a
vitrectomia y con EMD. Los pacientes fueron aleatorizados para recibir placebo o
levosulpirida durante 1 u 8 semanas. Cada ojo de los grupos de DME se evalué en
cuanto a los cambios desde el inicio en la agudeza visual (IA), el grosor foveal
central (GF) y el volumen macular medio (VM). Se reclutaron un total de 37
pacientes por cada grupo de estudio: 19 tratados con placebo y 18 con
levosulpirida para el grupo de vitrectomia y 18 tratados con placebo y 19 tratados
con levosulpirida para el grupo de EMD. La levosulpirida elevo los niveles
sistémicos (101 £ 13 vs 9.2 + 1.3 ng/mL; p <0.0001) y vitreos (3.2 £ 0.4 vs 1.5
0.2 ng/mL; p <0.001) de PRL y ambos niveles se correlacionaron directamente (r=
0.58, p=0.0002). El vitreo de pacientes con RD tratados con levosulpirida inhibio la
proliferacion de células endoteliales en cultivo y la inhibicién fue bloqueada por
anticuerpos neutralizantes de vasoinhibina. Estos hallazgos indican que el
tratamiento con levosulpirida se asocia con un aumento significativo de la agudeza
visual (p=0.041), disminucién del grosor macular (p=0.009) y reduccion del
volumen de la macula (p=0.047) en relacién con el placebo, demostrando el valor
terapéutico de la levosulpirida contra el EMD. No se detectaron efectos adversos

de la levosulpirida.

Trabajo apoyado por CONACYT (proyectos 247164 y 289568) y UNAM (proyecto
405-PC).



Palabras clave: retinopatia diabética, edema macular diabético, prolactina,

vasoinhibina, levosulpirida, antagonistas de los receptores D2 de la dopamina.



SUMMARY

Diabetic retinopathy (DR) and diabetic macular edema (DME) are the causes of
vision loss in patients with diabetes, which are characterized by the
overproliferation and hyperpermeability of blood vessels that interfere with visual
outcomes and, in advanced stages, lead to retinal deattachment and irreversible
blindness. Objective. investigate whether levosulpiride-induced hyperprolactinemia
increases the levels of PRL and vasoinhibin in the vitreous of patients with DR and
whether levosulpiride improves DME in the clinic. Methods. The study was
prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled, where the treatment
was administered orally three times a day in volunteer patients with proliferative
DR undergoing elective vitrectomy and in volunteer patients with DME. Patients
were randomized to receive placebo or levosulpiride for 8 weeks or 1 week. Each
eye from DME groups was evaluated for changes from baseline in visual acuity
(BCVA), central foveal thickness (CFT) and mean macular volume (MMV). A total
of 37 patients were recruited (19 treated with placebo and 18 with levosulpiride) in
the vitrectomy groups and DME groups (18 treated with placebo and 19 treated
with levosulpiride). Levosulpiride elevated the systemic (101 + 13 vs 9.2 £ 1.3
ng/mL; p <0.0001) and vitreous (3.2 + 0.4 vs 1.5 £ 0.2 ng/mL; p<0.001) levels of
PRL and both levels were directly correlated (r=0.58, p=0.0002). The vitreous from
patients with DR treated with levosulpiride, but not from placebo-treated DR
patients, inhibited the proliferation of endothelial cells in culture, and inhibition was
blocked by vasoinhibin-neutralizing antibodies. These findings indicated that
treatment with levosulpiride was associated with a significant increase in visual
acuity (p=0.041), decrease in macular thickness (p=0.009), reduction in macula
volume (p=0.047) and an improvement in the appreciation index of all DME
parameters (p=0.013) relative to placebo, and support the therapeutic value of

levosulpiride against DME. No adverse effects of levosulpiride were detected.

Work supported by CONACYT (grants 247164 and 289568) and UNAM (grant 405-
PC).



(Key words: diabetic retinopathy, diabetic macular edema, prolactin, vasoinhibin,

levosulpiride, dopamine D2 antagonists).
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I. INTRODUCCION

La diabetes de tipo 2 (DM2) representa 95% de los casos de esta enfermedad en
el mundo y es causada principalmente por la resistencia a la accion de la insulina,
esto como resultado de un estilo de vida sedentario, obesidad y predisposicion
genética (OMS 2021). Una de las complicaciones mas importantes que los
pacientes con DM2 pueden llegar a padecer es la retinopatia diabética (RD), una
microangiopatia la cual se considera como la causa mas frecuente de pérdida de
vision en adultos en edad laboral, principalmente en paises en desarrollo (Shukla-
Uv., etal., 2021).

Una caracteristica inicial en el desarrollo de la RD es la pérdida de pericitos,
células murales que revisten a los vasos sanguineos y la muerte de las células
endoteliales, lo que resulta en un aumento en la vasopermeabilidad y es un rasgo
distintivo en la retinopatia diabética no proliferativa (RDNP) (Spencer-BG., et al.
2019). La RDNP representa la etapa temprana de la RD y es durante esta etapa
donde las patologias retinianas, tales como edema, microaneurismas,
hemorragias y exudados duros, pueden detectarse mediante fotografia de fondo
de ojo, si bien la visidbn de los pacientes aun no se encuentra comprometida, a
menos que dichos cambios ocurran a nivel de la macula, definiendo al edema
macular diabético (Wang-C., et al., 2018). Estas alteraciones funcionales van
seguidas de oclusiones microvasculares, que conducen a una isquemia retiniana
progresiva que induce la expresion de factores proangiogénicos como el factor de

crecimiento endotelial vascular (FCEV).

El FCEV pertenece a la familia de genes denominados Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular —Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (FCEV-FCDP),
en los que se incluyen al FCEV-A, B, C, D y E, siendo el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular A (FCEV-A) el miembro principal y mas estudiado en esta
familia de genes, desprendiéndose de este 6 isoformas importantes; FCEV-A 121,

FCEV-Aus, FCEV-Aigs, FCEV-Aig, FCEV-Axs Y FCEV-Aiss (Martinez-Ezquerro
1



JD., Herrera-LA. 2006). FCEV-As es la isoforma predominante del FCEV-A, la
cual tiene un papel principal en la promocion de la hiperpermeabilidad vascular,
ademas de ser un mitdgeno importante para las células endoteliales,
desencadenando su proliferacion, migracion y formacion de nuevos vasos
sanguineos en la retina diabética (Bucolo-C., et al. 2021). Esta nueva vasculatura
y los cambios a nivel tisular, tales como hemorragias vitreas y el desprendimiento
de retina, son caracteristicas distintivas de la retinopatia diabética proliferativa
(RDP) la cual es la etapa de mayor gravedad de esta complicacion (Chaudhary-S.,
et al. 2021).

Las alternativas terapéuticas con las que se cuenta actualmente para aminorar la
progresion de la RD comprenden principalmente a la fotocoagulacién con laser y
las aplicaciones intraoculares de factores antiangiogénicos (Wang-C., et al., 2018).
Estos tratamientos, aunque efectivos en conjunto han demostrado ser eficaces
contra la RD, son por lo general agresivos y poco accesibles en nuestro pais,
ademas de que necesitar frecuentemente de mas de una aplicacion (Santana-
Pérez F., et al. 2013). La retina que aquellos ojos que ha recibido terapia
fotocoagulante sufre coagulacion intravascular, desnaturalizacién proteica vy
necrosis tisular, situacién que compromete de manera irreversible el area tratada
(Allan-W., et al. 2013), mientras que la terapia con agentes antiangiogénicos
puede originar sangrado, desgarros o desprendimientos de la retina (Santana-
Pérez F., et al. 2013). Uno de los principales medicamentos intravitreos utilizados
y con mas evidencia cientifica que avala su uso con este fin en el ranibizumab
(Lucentis®), el cual se encuentra aprobado desde el 2011 y sus efectos
secundarios parecen estar mas asociados con la via de administracion del
farmaco en si, tal es el caso de endoftalmitis (<0.8%), lesion del cristalino (O-
0.7%), o desprendimientos de retina (<0.03-0.17%) (Elman-MJ., et al. 2010). Sin
embargo, es importante mencionar que el empleo de farmacos anti-FCEV en la
RD esta aun en etapa de ensayo clinico, por lo que su uso debe contar con el

consentimiento aprobado por el paciente, previniendo de la falta de experiencia de



manera prolongada y de los posibles inconvenientes (Unidad de terapia intravitrea:
consenso clinico. SERV 2021).

Con el propdsito de investigar una nueva alternativas terapéuticas frente al
desarrollo y progresion de la RD, y que ademas carezca de los inconvenientes de
las tratamientos ya establecidos, en este trabajo se propuso la opcion de valorar el
impacto de un tratamiento oral de un farmaco procinético, el cual comprende entre
sus efectos incrementar los valores séricos de la hormona prolactina (PRL). Este
planteamiento se basa en diversos trabajos preclinicos, los cuales han
demostrado la capacidad de la PRL sérica de atravesar la barrera hemato-ocular e
incorporarse al ojo en roedores, donde es convertida proteoliticamente a su
metabolito, la vasoinhibina (Arnold et al., 2010). La vasoinhibina comprende una
familia de segmentos provenientes de la PRL, los cuales tienen la capacidad
suprimir la vascularizacion a consecuencia de la isquemia en la retina del ratdn
(Pan H., et al. 2004) y el aumento de la vasopermeabilidad en la retina de la rata
(Garcia et al. 2008). Se sabe que la vasoinhibina actua especificamente sobre el
endotelio vascular, impidiendo el funcionamiento de la sintetasa de 6xido nitrico
endotelial (SONe) la cual es estimulada principalmente por factores vasoactivos,
entre los que se encuentra el FCEVqes (Bucolo-C., et al. 2021). También se sabe
que los valores sistémicos de PRL y de vasoinhibinas disminuyen en personas con
RD (Triebel-J., et al. 2011) por lo que elevar los niveles séricos de la hormona PRL
(hiperprolactinemia) pudiera funcionar como una nueva alternativa terapéutica

frente a la RD.

La finalidad de este trabajo fue llevar a cabo un estudio clinico para investigar si la
hiperprolactinemia inducida mediante el farmaco levosulpirida (25 mg cada 8
horas) incrementa los valores intravitreos de PRL y de vasoinhibina, en personas
con RD vy, en virtud de las acciones inhibitorias de la vasoinhibina sobre los vasos
de la retina, mejora la agudeza visual, disminuye el grosor foveal, el volumen
macular, por lo que pudiera significar una nueva alternativa terapéutica frente a la

RD y el EMD. La levosulpirida incrementa los valores sistémicos de la PRL gracias
3



a su capacidad para bloquear de los receptores dopaminérgicos tipo 2 localizados
en los lactotropos, los cuales regulan la inhibicibn dopaminérgica sobre la
formacion y descarga de la PRL a la circulacion (Mucci-A., et al. 1995).
Levosulpirida es un farmaco que se emplea para disminuir los sintomas de la
gastroparesis presentes en la diabetes, la cual es causada por la neuropatia
autonémica, ademas de que cuenta con un perfil de seguridad aceptable, ya que
sus efectos secundarios son inusuales a las dosis diarias recomendadas (Serra-J.
2010).



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus, generalidades.

La Diabetes mellitus (DM) es un padecimiento crénico degenerativo el cual se
produce debido a un descenso en la generacion de insulina pancreatica y/o

resistencia a la accion de esta (IDF, 2021).

A nivel mundial, se estima que cuatrocientos quince millones de personas entre 20
y los 79 afios viven con diabetes, y de estos, 193 millones de personas cursan con
la enfermedad aun sin diagnosticar, siendo la diabetes tipo 2 la que contiene mas
del 90% de los pacientes con esta enfermedad (/IDF 20217). Esta condicién genera
complicaciones microvasculares y macrovasculares, provocando un profundo
desgaste psicologico, fisico y economico, tanto a los pacientes como en sus
familias, lo cual amenaza con saturar en un futuro los sistemas de salud
(Chatterjee-S., et al. 2017)

La DM se trata de manera general con actividad fisica y un régimen alimenticio
adecuado. Con forme al control metabdlico y la enfermedad avanza se va
requiriendo terapia farmacolégica hipoglucemiante y/o terapia insulinica, ademas

de asistencia médica calificada (Friege-F., et al. 2016).

Un reporte generado en México mostré que existen diferencias geograficas y de
sexo entre las complicaciones y comorbilidades de la DM2, y que estas se
acentuaban con la edad y el tiempo de diagndstico de la enfermedad (Ovalle-Luna
OD., et al. 2019). En este reporte se compararon los resultados de la encuesta
nacional de salud (ENSANUT) del 2012 y del 2016, encontrando un aumento en
los casos de disminucién en la agudeza visual (47.6 % vs. 54.5 %), deterioro en la
estructura de la retina (13.9 % vs. 11.2 %), ceguera (6.6 % vs. 9.9 %) ademas de
otras complicaciones producto de la DM2 como ulceras (7.2 % vs. 9.1 %),

infeccidn y necrosis en miembros inferiores (2 % vs. 5.4 %), coma diabético (2.9
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% vs. 1.7 %), paro cardiaco (2.8 % vs. 3.2 %) y dano renal (1.4 % vs. 1.2 %)
(ENSANUT 2012. ENSANUT 2016. Rojas-Martinez R., et al. 2018).

En las personas con DM2 se generan complicaciones con forme la enfermedad
avanza a través de los anos, esto es principalmente facilitado por un estado
constante de descontrol metabdlico cronico, al incremento en la presién arterial, la
elevacion en las concentraciones plasmaticas de acidos grasos y el tabaquismo.
Las complicaciones consideradas graves generadas por la DM se clasifican
principalmente en macrovasculares y microvasculares. Las complicaciones
consideradas graves generadas por la DM se clasifican principalmente en
macrovasculares (deteriorando las arterias en general) que ocasionan enfermedad
coronaria, cerebrovascular y vascular periférica (Viigimaa, M., et al. 2020) y
microvasculares (dafiando los vasos sanguineos mas pequefios) y que producen
nefropatia, neuropatia y retinopatia diabéticas (Faselis, C., et al. 2020). Dado el
enfoque de nuestro proyecto hacia la RD a continuacion se realizara una revision

minuciosa al respecto a la complejidad de la enfermedad.

2.2 Retinopatia diabética

La RD es una complicacion microvascular asociada frecuentemente a la DM, la
cual se encuentra directamente relacionada con la de pérdida de vision en
personas en edad laboral, principalmente en naciones en vias de desarrollo
(Shukla-UV., et al., 2021).

20 anos posterior al diagnéstico de DM, la RD ya se encuentra en el 90% de los
pacientes con DM1 y 60% con DM2 y, de estos, el 5% ya necesitara de terapia

especializada para prevenir la ceguera (Von-Bischhoffshausen F.B., et al. 2011).

Investigaciones previas a cerca de la RD en México han observado una elevada
incidencia en grupos de personas enfermas con DM (Prado-Serrano A., et al.

2009). De acuerdo con reportes obtenidos por la Encuesta Nacional de Salud y
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Nutricion del 2012, tres de cada cuatro pacientes con DM requieren de tratamiento
oftalmoldgico especializado que les dé la posibilidad de disminuir el dafio
generado por la RD, como son el descenso en la agudeza visual con 47.6% (3
millones) y el deterioro en las estructuras retinianas con 13.9% (889 mil)
(ENSANUT 2012).

En un estudio realizado de 2014 a 2017 por parte del Centro de Atencion Integral
del Paciente con Diabetes (CAiPADI) donde se incluyeron a 1,232 pacientes de los
cuales, en el 17,3% (n=213) se observé que la RD ya se encontraba desarrollada
en al menos un ojo y el EMD en el 6,7% (n=82) de los pacientes. La RD bilateral
se observo en el 54,5% (116/213) y el EMD bilateral en el 50,0% (41/82). Cabe
destacar que estas observaciones se realizaron en personas enfermas con DM2,
con menos de 5 anos de haber diagnosticado el padecimiento, lo cual destaca la
importancia en la deteccion temprana de esta complicacion (Graue-
Hernandez EO., et al. 2020). Con base en estas observaciones, podemos discernir
que la RD representa un fuerte problema para el sistema de salud publica en
nuestro pais y, al encontrarse ineficiente para enfrentar la problematica, es
conveniente concientizar a los pacientes sobre la trascendencia de la RD, sus
perjuicios y la importancia de un seguimiento adecuado con el fin de disminuir el

riesgo de ceguera permanente (CENETEC 2015).

2.2.2 Desarrollo de la retinopatia diabética

2.2.2.1 Cambios bioquimicos

Como responsables de los cambios bioquimicos iniciales a consecuencia de la
hiperglucemia se incluyen las vias de sefalizacion alteradas del sorbitol y la
hexocinasa, los resultados de la glicacion no enzimatica, la proteina cinasa C
(PKC), especies reactivas de oxigeno generadas por estrés oxidativo (EROs), el
FCEV, la hormona del crecimiento, el factor de crecimiento de fibroblastos y la

angiotensina (Bucolo-C., et al. 2021).



En un estado de hiperglicemia se eleva la accion de los transportadores de
glucosa de las células que no requieren de la intervencion de la insulina para
internalizarla, por lo que el acceso de glucosa en las células de la retina (tanto

nerviosas como vasculares) se incrementa (Tarr-JM., et al. 2013).

De manera normal, la glucosa se metaboliza por las vias glucolitica y de las
pentosas fosfato, pero en pacientes con diabetes la capacidad de estas vias
metabdlicas se ve rebasada y la glucosa en exceso es procesada por vias alternas
poco activas de manera comun, como son las vias del sorbitol y la hexoquinasa,
asi como la glicacibn no enzimatica de proteinas y la activacion de la via
diacilglicerol-PKC (DAG_PKC) (Safi-SZ., et al. 2014).

Los anteriores mecanismos producen estrés oxidativo, el cual genera radicales
libres provenientes de la cadena de transporte de electrones, ocasionando asi
lesiones de caracter oxidativo en las proteinas. Estos cambios bioquimicos
originan la produccién de factores de crecimiento proangiogénicos, los cuales son

importantes en el avance de la RD (Alizadeh-E., et al. 2018).

Durante la glicosilacion no enzimatica la glucosa se une a las proteinas, alterando
de forma irreversible su funcionamiento. Estos productos son responsables de
estimular la migracion y proliferacion del endotelio, la degeneracién de las células
del epitelio pigmentario de la retina y provocar la muerte de pericitos (Goldin-A., et
al. 2006).

En el transcurso de la DM, el incremento en la glucosa central eleva el
diacilglicerol dentro de las células de la retina, al tiempo que aumenta la actividad
de la PKC. La PKC esta directamente relacionada con la accién del VEGF, tanto
en el incremento de la permeabilidad de las células del endotelio (que genera
edema macular) asi como en la respuesta a la isquemia en la retina, procesos que

estimulan la generacion de neovasos (Capitao-M., et al. 2016).



Por su parte, la via de la hexoquinasa facilita el avance en las complicaciones
generadas por la diabetes, ademas de facilitar la resistencia a la insulina
obstruyendo su efecto neuroprotector (Yu-LY., et al. 2015). En esta via se genera
glutamato, que puede llegar a ser neurotoxico y que ademas se ha asociado con

cambios en la expresién de agentes proangiogénicos (Ishikawa-M. 2013).

Todas las vias anteriormente descritas producen especies reactivas de oxigeno
(ROS) en la cadena mitocondrial, o que a su vez provoca lesiones oxidativas en el
endotelio vascular. Las ROS se generan debido a la autooxidacion de la glucosa y

por cualquiera de las vias metabdlicas antes mencionadas (Safi-SZ., et al. 2014).

La formacion de los vasos sanguineos (angiogénesis) es moderada de una forma
muy precisa debido un equilibrio entre factores proangiogénicos y
antiangiogénicos, pero durante el curso de la DM este equilibrio que se fractura a
favor de una vascularizacién descontrolada que, a la larga, puede llegar a separar
el tejido retiniano, dando como resultado un estado de ceguera irreversible
(Crabtree-GS. & Chang-JS. 2021).

Entre los agentes vasoproliferativos y vasoinhibidores enddégenos mas
importantes, destacan por su accion el FCEV, la hormona de crecimiento, el factor

de crecimiento de fibroblastos y la angiotensina (Tarr-JM., et al. 2013).

El FCEV es actualmente el mas importante y mas estudiado factor de crecimiento
por su fuerte relacion con el progreso y avance de la RD, es altamente selectivo
hacia las células del endotelio y su regulacion es dependiente de los niveles bajos
de oxigeno (hipoxia). EI FCEV actua sobre las células endoteliales promoviendo
las diferentes fases del proceso angiogénico, a saber: la permeabilidad,
proliferacion, migracién, capilarizacion y supervivencia (Le-YZ. 2017). Hasta el dia
de hoy, los antagonistas del FCEV representan la Unica terapia antiangiogénica
aceptada en clinica y estas se emplean solas o asociadas a otros agentes

terapéuticos (Chekhonin-ES., et al. 2021).
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En la diabetes aumenta también la actividad de la renina y de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA). Como consecuencia, se produce un
exceso de angiotensina Il que produce una disminucién anormal en la luz de las
arteriolas retinianas, elevando de manera local de la presion sanguinea y

reduciendo de flujo sanguineo retiniano (Behl-T., et al. 2017).

2.2.2.2 Cambios histolégicos

Los cambios histolégicos son consecuencia de los cambios bioquimicos
anteriormente mencionados, estos se aprecian principalmente a nivel vascular y

neurodegenerativo (Bonafonte-Royo S., et al. 2006).

La muerte pericitaria es la observacion a nivel histolégico mas comun, la cual esta
relacionado con la acumulacién de sorbitol intracelular. Los pericitos producen el
factor de crecimiento transformante B (TGF-B) el cual impide la migracién vy
proliferacion de las células del endotelio. La muerte de estas células desgasta la
pared vascular, modificando su estructura en la membrana basal de los capilares
(Moreno-Paramo D., et al. 2007). Ademas de otros eventos como el aumento en la
concentracion de colageno, la diminucion en la produccién la fibronectina y la
glicosilacién de proteinas de la membrana basal de los vasos capilares, dan como
resultado un engrosamiento y pérdida de estructura vascular, generando lesiones
en las células endoteliales que favorecen la aparicion del edema macular diabético
(EMD) y neovascularizacion (Crabtree-GS. & Chang-JS. 2021).

También tienen lugar cambios neurodegenerativos en la retina a consecuencia de
la diabetes, los cuales se traducen en una apoptosis neuronal temprana con un
decremento en el volumen de las membranas retinianas, principalmente las capas
internas (ganglionar y nuclear) y la activacién de células gliales (Simé-R., et al.
2018). El glutamato es un neurotransmisor sinaptico que de manera normal se

transforma en glutamina en la glia de Mdller, pero en la diabetes se produce una
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alteracion en los transportadores de este compuesto, lo que dificulta su acceso a
las células de Miiller y, por ende, su acumulacién dentro y fuera de las neuronas

ganglionares (lo que es toxico) promoviendo muerte tisular (/shikawa-M. 2013).

2.2.2.3 Cambios fisiolégicos

La interaccidén entre los astrocitos, pericitos y las células endoteliales controla la
permeabilidad retiniana determinante de la barrera hematorretiniana (BHR), la cual
regula el paso de moléculas hacia dentro y fuera de la retina. La integridad de la
BHR se rompe en la diabetes, debido al dafio vascular antes mencionado
(Miyamoto-N., et al. 2008). Ademas, el engrosamiento de la pared vascular y su
menor elasticidad (a consecuencia de la diabetes), altera el mecanismo
autorregulador del flujo sanguineo retiniano, que disminuye y se asocia con una

vasoconstriccion mediada por angiotensina (Behl-T., et al., 2017).

La disminuciéon en el flujo sanguineo motiva a que los glébulos blancos de
adhieran al endotelio, aglomeracion que es la causante de oclusién capilar y
lesiones endoteliales (los globulos rojos y las plaquetas conglomeran con mayor
facilidad, favoreciendo la aparicion de microtrombos) mientras que los basdfilos
extravasados se pueden transformar en mastocitos y liberar histamina, lo que
también aumenta la permeabilidad vascular (Tarr-JM., et al. 2013). Estos cambios
son los que, de mantenerse con el paso del tiempo, favorecen la manifestacion del
EMD.

2.2.2.4 Cambios clinicos

En ausencia de tratamiento, la RD progresa de forma escalonada, partiendo de
lesiones leves hasta importantes, como son las hemorragias vitreas,

desprendimiento traccional de la retina (DRT) y edema macular diabético (EMD).
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2.3 Edema macular

La macula comprende una zona diminuta (de 5 a 6 mm de didmetro) la cual se
caracteriza por su coloracion amarillenta (esto debido a la alta concentracion de
carotenoides como luteina y zeaxantina). Dentro de su perimetro se concentra la
mayor cantidad de fotorreceptores (conos) en toda el area de la retina, por lo que
se considera que cualquier alteracion patolégica en su estructura puede afectar la
agudeza visual (Verdaguer-J. 2010). El edema macular diabético (EMD) es una de
las disfunciones principales y causa importante de baja en la visidbn en los
pacientes con diabetes, la cual puede manifestarse tanto al principio como en la

fase avanzada de la enfermedad (Von-Bischhoffshausen F.B., et al. 2011).

La alteracion estructural caracteristica del EMD consiste en la acumulacion de
liquido en las capas de Henle y nuclear interna de la retina. Este fluido emana del
compartimiento intravascular y su secrecién (como en el resto de los tejidos) esta
modulado por el equilibrio entre la presion osmdética y la presion hidrostatica. La
causa mas importante que promueve la acumulacién de fluido extracelular en la
retina es la modificacion en la permeabilidad de la barrera hemato-retiniana, ya
sea en su componente interno (endotelio vascular) o externo (epitelio pigmentado).
Una mayor permeabilidad es consecuencia de la sobreexpresion del VEGF
proveniente de las células pigmentadas, el revestimiento endotelial y la neuroglia
(Browning-DJ., et al. 2018) debido al aumento cronico de la glucemia de manera

prolongada, derivado de un mal control metabdlico.

Otros factores sistémicos que ademas pueden facilitar la manifestacion del edema
son la hipertension y la hipoalbuminemia. La hipertension incrementa la presion
hidrostatica de los capilares de la retina, al mismo tiempo que la disminucioén en la
concentracion de albumina aminora la presién coloidosmatica, o que se traduce
en una elevacion en la vasopermeabilidad, favoreciendo la aparicion o el
empeoramiento del EMD (Bandello-F., et al. 2017).
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2.4 Tratamiento actual y sus limitaciones

La recomendacién mas importante en el tratamiento médico es el control de la
glucosa y la presion arterial elevada. También participa el efecto benéfico del
control de los lipidos en el caso de dislipidemia, la supresion del tabaco y el
alcohol (Wang-W. & Lo-A. 2018). La terapia con laser busca disminuir la expresion
de VEGF por parte de las células pigmentadas de la retina, favoreciendo el
transporte de oxigeno a través de la coroides. Este tratamiento, si bien es efectivo
en un 50% de los casos (Santana-Pérez F., et al. 2013) es altamente invasivo,
causa lesiones en la retina y puede producir pérdida visual central y periférica, por

lo que es importante buscar nuevos tratamientos médicos (Boyer-DS., et al. 2013).

En teoria, cualquier farmaco que interfiera con alguno de los mecanismos
etiopatogénicos de la RD y del EMD tendria potencialidad terapéutica. Han sido
muchos los agentes analizados, pero hasta este momento los antagonistas del
FCEV representan la unica terapia antiangiogénica aceptada clinicamente. El
bloqueo del FCEV se ha intentado mediante el uso de aptameros como el
pegabtanib (Macuguen®) o con anticuerpos monoclonales humanizados como son
el ranibizumab (Lucentis®) o el bevacizumab (Avastin®) los cuales son un tipo de
inmunoglobulinas producidas mediante la combinacion de un anticuerpo humano y
un fragmento monoclonal FAB (fragmento de unién a antigeno) proveniente de un
raton o una rata (un modelo murino) (Smith-AG & Kaiser-PK. 2016. Browning-DJ.,
et al. 2018. Sun-JK., & Jampol-LM. 2019).

Los medicamentos intravitreos que inhiben la angiogénesis tienen un efecto
transitorio que varia alrededor de 30 dias, por lo que deben ser administrados de
manera frecuente (incrementando el riesgo de contagio por parte de patégenos
oportunistas e irritacion) ademas de no ser eficaces en la mayoria de los
pacientes, por lo que no reemplazan la terapia fotocuagulante; de hecho, se
recomienda el uso combinado de ambos tratamientos (Von-Bischhoffshausen F.B.,
et al. 2011. Corcostequi-B., et al. 2017).

13



Nuevos abordajes a cerca de la fisiologia y patogenia de la RD y el EMD estan
permitiendo identificar nuevos blancos terapéuticos con la esperanza de mejorar
su tratamiento (Chekhonin-ES., et al. 2021). Entre los mediadores quimicos con
influencia en la RD se encuentra la hormona prolactina y, en particular, su

metabolito la vasoinhibina.
2.5 Prolactina (PRL)

La PRL es una hormona de caracter proteico, la cual es generada principalmente
por la adenohipdfisis y cuya liberacion al torrente sanguineo esta sujeta a la

inhibicion de la dopamina procedente del hipotalamo (Clapp-C., et al. 2006).

La PRL actua mediante la unidon a receptores especificos encontrados en las
membranas celulares, los receptores de PRL (RPRL), de los cuales se han
divulgado tres isoformas distintas; una elongada y dos reducidas. La cantidad y
configuracion de los RPRL cambian dependiendo de la fisiologia del paciente, lo
que propone que una elevada concentracion de estas isoformas se encuentra
relacionada con ciertas funciones determinadas a nivel tisular (Ben-Jonathan N., et
al. 2008).

En enlace de la PRL con su receptor da como resultado la expresion de distintas
cascadas de sefializacién en el interior de las células, destacando la vias JAK-
STAT (cinasas de tirosina Janus - proteinas transductoras de sefal y activadoras
de la transcripcién) y las MAP cinasas (proteinas cinasas activadas por mitégenos)
relacionadas directamente en especializacion y desarrollo celulares (Pascual-
Mathey LI., et al. 2009).

La PRL ejerce una amplia gama de acciones relacionadas con la reproduccion, el
balance osmotico, el sistema inmune, el comportamiento, biotransformacion y la
generacion de vasos sanguineos (Bole-Feysot., et al. 1998. Clapp., et al. 2009).

Entre estos efectos, principalmente los dos ultimos son los que tienen una relacion
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con la DMy la RD. El mecanismo mas importantes por el cual la PRL puede evitar
el desarrollo y generar un retroceso en el avance de la RD es mediante su

conversion a vasoinhibina (Triebel et al 2011).

2.6 Vasoinhibina

La vasoinhibina corresponde a una familia de fragmentos generados a partir de la
protedlisis de la PRL, los cuales son capaces de inhibir el desarrollo de vasos
sanguineos en la retina generada por una condicién isquémica (Pan H., et al.
2004) y el aumento en la permeabilidad vascular retiniana frente a una condicion
diabética generada experimentalmente (Garcia-C., et al. 2008). La vasoinhibina
esta presente en la circulacion, en la cara interior de la hipdfisis y en distintos
tejidos, entre los que destacan la pared endotelial, los fibrocitos, el tejido
cartilaginoso, las neuronas y en la retina (Clapp-C., et al 2015). La vasoinhibina
endogena expone la capacidad de proteasas extra hipofisiarias capaces de

generarlas fuera de este tejido (Moreno-Paramo D., et al. 2007).

Dentro del grupo de enzimas encargadas de la conversion proteolitica de PRL a
vasoinhibinas destacan las metaloproteasas de matriz (MMP) siendo los tipos 1, 2,
3, 8, 9y 13 los mas importantes (Kowluru-RA., 2012), la catepsina D, la proteina
morfogenética de hueso (BMP) y a la trombina (Zamora., et al. 2021). Estas
proteasas seccionan a la PRL en distintas zonas proximas e interiores al asa que
une a las a-hélices 3 y 4 de la proteina, obteniendo una gran cantidad de
isoformas de las cuales, su masa molecular siempre dependera del tipo enzima

involucrada en su generacion (Clapp-C., et al. 2006).

La vasoinhibina actua especificamente sobre la pared vascular, disminuyendo su
permeabilidad, crecimiento, desplazamiento y promoviendo la muerte del tejido
tisular generado a partir de la hipoxia, interfiriendo de esta manera con la
sefalizacion del FCEV y de otras sustancias vasoactivas, bloqueando la

sefalizacion de la sintasa endotelial del 6xido nitrico (SEON) y la posterior
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generacion de 6xido nitrico endotelial (NO) (Gonzalez-C., et al. 2004, Garcia., et
al. 2008).

Considerando que la vasoinhibina resulta de la escisién proteolitica de la PRL,
esta observacion sugiere que los pacientes con concentraciones altas de PRL en
sangre, pudieran contar con un agente protector frente a la manifestacion y
avance de la RD debido a la vasoinhibina (Arnold-E., et al. 2010). De hecho, la
hiperprolactinemia promueve la generacion de la vasoinhibina a través de proveer
de mas sustrato para las proteasas capaces de generarlas. Ratones
hiperprolactinémicos que sobre expresan PRL en el higado tienen niveles
incrementados de vasoinhibina en la circulacion (Chang., et al. 2016) y la
inducciéon farmacolégica de hiperprolactinemia resulta en niveles altos de
vasoinhibina en la retina de ratas sanas (Arnold., et al. 2010) y diabéticas (Adan-
Castro., et al. 2022).

2.6.1 Propiedades de la vasoinhibina

La vasoinhibina es parte de un grupo de agentes que inhiben la angiogénesis, los
cuales surgen a partir de proteinas de una densidad mas grande, tales como la
angiostatina (derivado del plasminégeno) y la endostatina. La endostatina se
deriva del colageno XVIII, uno de los 28 tipos de colagenos descritos con
funciones y localizaciones especificas dentro del organismo, perteneciendo éste y
la isoforma XV, a la familia de las multiplexinas (Herrera-Batista AJ., et al. 2017).
El plasminégeno, el colageno XVIII y la PRL en su forma completa, no poseen
acciones inhibitorias de la angiogénesis (Clapp-C., et al. 2006, 2209). La
vasoinhibina es producida en 6rganos muy vascularizados (hipofisis anterior) pero
también en 6rganos donde la vascularizacién es restringida (retina) o ausente
(cornea, cartilago) (Clapp-C., et al. 2006, 2009). La vasoinhibina se ha identificado
mediante Western blot por medio de su acoplamiento con anticuerpos
monoclonales dirigidos sobre la region NH2 terminal de la PRL, la cual es la regién

de la PRL que mantiene pese a su conversion a vasoinhibina (Aranda-J., et al.
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2005) ademas de sus propiedades funcionales. La inyeccion intravitrea e intra-
corneal de anticuerpos anti-N-terminal de la PRL en modelos animales genero
nuevos capilares en la retina (Aranda-J., et al. 2005) y en la esclerdtica (Duenas.,
et al. 1999) esto de manera consistente con el bloqueo de la angiogénesis por

efecto de la vasoinhibina endégena presente en dichos érganos.
2.7 Hiperprolactinemia como tratamiento alternativo contra la RD

Las primeras observaciones a cerca de la relacidon entre la hipdfisis respecto a la
fisiologia y patologia de la RD fueron realizadas aproximadamente hace sesenta
anos (Poulsen-JE., et al. 1953) pues los reportes anteriores a cerca de su
aportacion especifica a dicha complicacion no eran evidentes (Clapp-C., et al.
2008).

En 1985 Mooradian y colaboradores (Mooradian-A.D., et al. 1985) descubrieron
valores elevados de PRL sérica en un grupo de pacientes con DM que no podian
ser atribuidos a medicamentos o causas asociadas al padecimiento. Estos
pacientes presentaban valores de PRL elevados en comparacién con un grupo de
pacientes saludables control y, al estudiar de los subconjuntos de pacientes con
DM, no se observo alguna discrepancia entre pacientes con o sin manifestaciones
clinicas de RD. En un estudio distinto (Harter-M., et al. 1976) se observaron
niveles séricos elevados de PRL en hombres con RD no proliferativa (RDNP) con
respecto aquellos con RD proliferativa (RDP). En concordancia, en un estudio en
el 2010 se reportd que un grupo de personas con RDP mostraban valores
inferiores de PRL sérica, en relacion con aquellos pacientes con DM sin RD
(Arnold., et al. 2010). Es a partir de estas investigaciones donde nace la idea de
que bajas concentraciones de PRL fueran responsables de la manifestacion y
desarrollo de la RD (Triebel et al 2011) asi como la nociéon de que los farmacos
capaces de elevar las concentraciones de PRL en la circulacion podrian funcionar
como una alternativa terapéutica frente a esta complicacion. De hecho, la

influencia benéfica de la hiperprolactinemia se apoya en los estudios preclinicos
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donde la induccién farmacolégica de hiperprolactinemia resulta en niveles altos de
vasoinhibina en la retina de ratas sanas (Arnold., et al. 2010) y diabéticas (Adan-
Castro., et al. 2022) y se traduce en la disminucién del aumento en la
vasopermeabilidad de la retina derivada de la diabetes (Arnold., et al. 2020; Adan-
Castro., et al. 2022).

2.8 Levosulpirida

La levosulpirida esta clinicamente aprobada y disponible en diferentes paises
(Italia, Espana, Alemania, Bélgica, México, Corea del Sur, etc.) y se utiliza de
manera general en dosis bajas (25-75 mg / dia) como procinético para favorecer
la motilidad y transito intestinal (Guslandi-M. 1993. Lozano-R., et al. 2007). Los
trastornos generados por la dispepsia funcional si bien son habituales, usualmente
no son de gravedad, y se distinguen por una mezcla de desérdenes sensoriales y
motoras, frecuentemente relacionadas a circunstancias psicosociales como el
estrés. Por otro lado, las alteraciones que involucran la motilidad digestiva (como
el vaciamiento gastrico prolongada) son esporadicas pero de mayor gravedad, y
suelen relacionarse con trastornos neurolégicos y/o musculares del tracto
digestivo (Serra-J. 2010).

Levosulpirida es el isdmero de la sulpirida que desvia la luz polarizada hacia la
izquierda, configuracion le da una mayor afinidad por los receptores
dopaminérgicos tipo 2 y por lo que tiene una mayor efectividad con dosis inferiores

que la forma opuesta (sulpirida) (Serra-J. 2010).

El mecanismo de accion principal de la levosulpirida es la restriccion de los
receptores tipo 2 de la dopamina (D2) los cuales se encuentran en la musculatura
lisa del tracto gastrointestinal, favoreciendo la labor del sistema dependiente de
acetilcolina (Kuchay-MS., et al. 2017).
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La levosulpirida tiene como efecto secundario la estimulacién de la secrecion
hipofisiaria de la PRL y la consecuente hiperprolactinemia, a través del bloqueo de
los receptores dopaminérgicos D2 adenohipofisiarios, los cuales median el efecto
inhibitorio de la dopamina hipotalamica sobre la sintesis y liberacién de esta
hormona a la circulacién (Singh., et al. 2015). Entre los efectos adversos mas
frecuentes de la hiperprolactinemia destacan la presencia de crecimiento mamario
(ginecomastia), la galactorrea, la reduccion de la libido y la amenorrea. Efectos
adversos de la levosulpirida, no dependientes de PRL, incluyen acciones
neurolépticas como la somnolencia y la sedacion, que dependen de dosis altas
(>400 mg diarios) mayores a las utilizadas (75 mg diarios) en su tratamiento como
procinético (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 que la glandula pituitaria se encuentra fuera de la barrera
hematoencefalica, por lo que bajas dosis de levosulpirida (25 mg/8 horas.) son
suficientes para elevar los niveles de PRL sérica (Kuchay-MS., et al. 2017), la cual

es la dosis utilizada en el desarrollo de este estudio.

Ademas de su alta efectividad inhibitoria sobre los receptores dopaminérgicos tipo
2, la levosulpirida es capaz de estimular a los receptores tipo 4 de la serotonina
(5HT4) ubicados en las terminaciones presinapticas de las neuronas colinérgicas
del plexo mesentérico. La estimulacion de estos receptores aumenta la
concentracion de acetilcolina, la cual facilita la actividad motora y el vaciamiento
gastrico (Gonzalez-JC. 2007). Estudios clinicos estrictos han reportado que la
terapia con levosulpirida estimula el descargo gastrico y biliar, ademas de ser
mejor al placebo al mejorar la sintomatologia epigastrica (mareo, vomitos, dolor y
ardor estomacal) en sujetos con sintomas recurrentes de indigestiéon y con

vaciamiento gastrico prolongado.

La duracion del tratamiento con levosulpirida en diversos estudios (asi como en la
clinica) varia desde 1 semana, hasta mas de 2 afios (Andrade-C. 2013). Respecto

a otros efectos adversos derivados al uso de procinéticos respecto a la terapia con
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levosulpirida, la frecuencia cardiaca y el electrocardiograma no son alterados

durante su uso (Guslandi-M. 1993) y la sedacion es rara (Lozano-R., et al. 2007).

Se ha determinado la tolerancia de levosulpirida en mas de 1,300 pacientes en
diversas investigaciones clinicas (Serra-J. 2010) donde se reportan efectos
adversos de un 11-13%, aunque solamente ha sido necesario suspender la
terapia en menos del 1% de los pacientes (Corazza-GR., et al. 2000). Un estudio
multicéntrico, doble ciego, ensayo controlado con placebo de 408 sujetos
dispépticos los cuales recibieron levosulpirida oral (25 mg TID durante 4 semanas)
la incidencia total de los trastornos relacionados con hiperprolactinemia fue del 7%
en mujeres (Corazza-GR., et al 1996). Mas recientemente, en un estudio que
incluia 342 mujeres y hombres dispépticos (utilizando el mismo tratamiento con
levosulpirida) 40 pacientes (11%) informaron efectos adversos (26.7% galactorrea,
17.8% somnolencia, 11% de fatiga y 11,5% de dolor de cabeza). Ninguno de los
pacientes reclutados renuncié al tratamiento por efectos secundarios (Lozano-R.,
et al. 2007).
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ll. HIPOTESIS
El incremento de la PRL circulante derivada de la terapia oral con levosulpirida,

aumenta la concentracion intravitrea de PRL y vasoinhibina, disminuyendo la

progresion del EMD.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar si la hiperprolactinemia inducida mediante levosulpirida eleva los
niveles intravitreos de PRL y vasoinhibina en pacientes con RD sometidos a
vitrectomia y mejora la agudeza visual, disminuye el grosor foveal y el volumen

macular en pacientes con EMD.

4.2 Objetivos especificos

1) Comparar efectos del tratamiento con levosulpirida o placebo durante 1
semana previa a una vitrectomia indicada médicamente como parte de su
tratamiento sobre:

A. Las concentraciones séricas e intravitreas de PRL
(ELISA)
B.Las concentraciones intravitreas de vasoinhibina

(Western blot y bioensayo)

2) Comparar efectos del tratamiento con levosulpirida y placebo en los
pacientes con EMD sobre:

A. Las variaciones en la capacidad visual determinada
mediante los optotipos ETDRS (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study).

B. Las modificaciones en el grosor foveal y el volumen
macular por medio tomografia de coherencia Optica
(OCT).

C.El indice de apreciacion global de los cambios en los

parametros oftalmoldgicos.
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V. MATERIAL Y METODOS

Estudio clinico prospectivo, randomizado, doblemente enmascarado, controlado
en sujetos voluntarios (hombres y mujeres) con DM2 y RD a ser sometidos a
vitrectomia y tratados oralmente con placebo (grupo 1) o levosulpirida (25 mg)
(grupo 2) tres veces al dia durante los 7 dias previos a la vitrectomia; y en
pacientes con EMD e involucro foveal tratados con placebo via oral (grupo 3) o

levosulpirida (25 mg) (grupo 4) tres veces al dia durante 8 semanas.

Como criterios de inclusion para los 4 grupos se establecieron:
a) Edad (entre 40 a 69 anos),
b) Ausencia de hiperprolactinemia (PRL sérica, >20 ng/mL), dafio hepatico
(transaminasa glutamico-piruvica (>50 U/L) y una tasa de filtracion

glomerular mayor a 30 mL/min (Tabla 1).

El estudio fue realizado en las instalaciones del Instituto Mexicano de Oftalmologia
(IMO) ILA.P., con sede en la ciudad de Querétaro, respetando los procedimientos
estdndar de atencion médica y respetando los principios bioéticos de la
Declaracion de Helsinki y de la Ley General de Salud, asi como su Reglamento en
materia de Investigacion en Humanos. El protocolo del estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética del IMO. EIl protocolo clinico se encuentra publicado (Robles
Osorio-ML., et al. 2018) y contd con el apoyo del CONACYT (proyectos 247164,
289568) y la UNAM (405PC).
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Tabla 1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion establecidos para

este estudio.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion Criterios de eliminacion

Pacientes con caracteristicas de )
Que decida abandonar el

Pacientes con DM2 alto riesgo (catarata, rubeosis, .
estudio
glaucoma)
Que presente algun
Edad entre 40-69 afos Hiperprolactinemia (>20 ng/mL) efecto adverso al

medicamento

Tasa de filtracién glomerular Aumento en el avance de
Que presenten RDNP

<30 ml/min. la RD
Con RDP y prescripcion de Hipotiroidismo (TSH >4.5 Que sea inconstante y/o
vitrectomia pUl/mL.) abandone el tratamiento

Con EMD con involucro foveal Enfermedad hepatica (TGP >32
>300 ym U/L)

Sin tratamiento previo de
antiangiogénicos o laser

PRL sérica normal (20 ng/mL)

Tasa de filtracion glomerular

>30 ml/min.

5.1 Formacion de los grupos de estudio

Una vez verificado que el sujeto cumplia con requerimientos clinicos de admision
se obtuvo su consentimiento informado, se midid6 su antropometria y se obtuvo
una muestra de sanguinea (aproximadamente 10 ml) para estudios de laboratorio,
esto con el propdsito de detectar alguna complicacion que pudiera interferir en la

permanencia en el estudio, o que pudiera dificultar la interpretacion de los
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resultados de la terapia con levosulpirida, como el aumento previo en los niveles

séricos de PRL (PRL > 20ng/ml) y dano renal severo (tasa de filtracion glomerular

<30 ml/min).

Cada sujeto fue sometido a examenes de evaluacion visual en el IMO para
conocer su progresion de RDP y EMD, como agudeza visual, oftalmoscopia
indirecta, tomografia de coherencia éptica y fluorangiografia. Todos estos estudios
fueron realizados por optometristas y especialistas retindlogos empleando los

parametros mundiales establecidos.

Tabla 2. Grupos de pacientes que se incluyeron en el estudio.

Grupo No. de participantes Tratamiento Tiempo de tratamiento
_ 7 dias previos a
1 19 pacientes Placebo .
vitrectomia
) . 7 dias previos a
2 18 pacientes Levosulpirida .
vitrectomia
3 18 pacientes Placebo 8 semanas
4 19 pacientes Levosulpirida 8 semanas

5.2 Seguimiento

A cada sujeto incluido en los grupos 1 y 3 del estudio se les suministraron
comprimidos de placebo (almidén) y para los grupos 2 y 4 levosulpirida (25 mg;
Dislep®, laboratorio Ferrer) que corresponden a la terapia de 7 dias (grupos 1y 2)
o dos meses (grupos 3 y 4), esto con la finalidad de que los pacientes estuvieran
bajo tratamiento al momento de la vitrectomia (grupos 1 y 2) o bien durante las
revisiones médicas llevadas a cabo cada 2 semanas. Los pacientes de los grupos

sometidos a vitrectomia solo fueron valorados (niveles de PRL y parametros de
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funcién renal y hepatica; parametros oftalmolédgicos) antes de ser incorporados al
protocolo. Durante cada visita se aplicd un cuestionario respecto la existencia de
sintomatologia relacionada con los probables efectos adversos del tratamiento y
su apego al mismo (cumplimiento con la ingesta del farmaco) el cual debia
encontrarse arriba del 95%, tomando en cuenta la cantidad de pastillas devueltas
y las concentraciones séricas de PRL (esto ultimo en los pacientes tratados con
levosulpirida). También se tomd una nueva muestra de sangre para determinar
sus niveles séricos de PRL, glucosa y creatinina, asi como todos los estudios
oftalmolégicos anteriormente mencionados, mismos que fueron evaluados por un

meédico especialista en retina cegado al tratamiento del protocolo.

Tabla 3. Determinaciones bioquimicas y oftalmolégicas realizadas a los

pacientes (grupos 3y 4).

Semanas

Inicio 2 4 6 8
Glucosa X X X X X
Prolactina X X X X X
Creatinina X X X X X
Hemoglobina glucosilada (HbA1c) X X
Hormona estimulante de la tiroides (TSH) X
Alanina aminotransferasa (TGP) X
Agudeza Visual X X X X X
Tomografia éptica de coherencia (OCT) X X X X X
Fotos del fondo del ojo X X X X X
Fluorangiografia X X

5.3 Mediciones y analisis

Tamano de muestra. Se calculé de acuerdo con las diferencias esperadas en la
agudeza visual (principal parametro de funcion visual) usando la formula para las

diferencias de promedios en cuanto a los cambios en la agudeza visual (Chow-S.,
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et al. 2008, Wells-JA., et al. 2016). Se considero una diferencia de 10 letras en la
prueba de la cartila de ETDRS antes de iniciar el tratamiento y al concluir el
mismo, una desviacion estandar de 10, una potencia 1 - B = 80% y una tasa de
error tipo | del 5%, dando como resultado 12 pacientes para cada grupo de
estudio. Sin embargo, este numero fue ampliado a 19 con el fin de apreciar mejor
las diferencias estadisticas. Para resultados de nivel de PRL y vasoinhibinas, el
tamano de la muestra fue acorde con los modelos experimentales de DR y la

experiencia en protocolos clinicos ( Triebel-J., et al. 2011).

Cambios en el EMD. En los grupos 3 y 4 del estudio se evaluaron los cambios en
la agudeza visual por medio de la clasificacion propuesta por el Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) (Bailey & Lovie. 1976). El grosor de la févea
(=300 um) (Willman-G., et al. 2017), el volumen de la macula y la imagen de la
retina se evaluaron por medio de tomografia de coherencia optica (OCT), de

acuerdo con los valores reportados de forma estandar en cada estudio realizado.

indice de progresién global del EMD. Un parametro comin de estudios clinicos
oftalmoldgicos es contar con la evaluacion ciega por parte de especialistas en
retina, la cual consiste en comparar los datos previos al tratamiento con aquellos
obtenidos al final del tratamiento. Esta evaluacion fue llevada a cabo por 5
oftalmoélogos con especialidad en retina y se basd en los parametros antes
mencionados (agudeza visual, grosor foveal, volumen macular, imagen macular).
La evaluacion se expreso en una escala que inicia en -4 como un empeoramiento
grave, 0 que denotaria una falta de cambio y +4, maxima calificaciébn que

corresponderia a un mejoramiento optimo.

Parametros bioquimicos. Se cuantificé a la PRL en el suero y en el
vitreo (grupos 1y 2) y la PRL y a la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) séricas (grupos 3 y 4) mediante inmunoensayo

(ELISA) revelado por quimioluminiscencia; la creatinina se determino
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por el método de Jaffé modificado; y la glucosa y la alanina-

aminotransferasa (TGP) por quimica seca.

Por dultimo, se determin6 en la sangre total la hemoglobina
glicosilada (HbA1c) por el método de afinidad del boronato. Es de
importancia aclarar que, si bien el estandar de oro para la
cuantificacion de la hemoglobina glucosilada es la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), esta tiene como desventaja el
tiempo en la obtencibn de los resultados y el costo del
procedimiento, por lo que en este estudio optamos por una prueba
rapida que, como ya se menciond, se basa en la afinidad del

boronato.

En la actualidad, se cuenta con varios sistemas de deteccidén de
hemoglobina A1c, pero no existen suficientes estudios que
comparen sus resultados con un método de referencia que evalue su
precision. Sin embargo, aquellos que tienen como fundamento la
afinidad por el boronato, muestran una mayor concordancia al
compararlos con los procedimientos de referencia establecidos.
Ademas de que estos sistemas rapidos ya se encuentran
comercializados, y en su manual de instrucciones aseguran cumplir
los estandares de calidad. Si a esto sumamos un control de calidad
interno y externo por parte del laboratorio, podemos asegurar en la
confiabilidad de los resultados obtenidos (Torregrosa-ME., et al.
2015).

Todas las evaluaciones se realizaron en Laboratorios GOCA
(Ignacio Pérez 31 sur, 76000 Querétaro, QRO) registrando los
coeficientes de variacion para las pruebas anteriores, asi como su

evaluacion en el control de calidad externo por parte del Programa
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de Aseguramiento de la Calidad para los Laboratorios (PACAL) en la
tabla 4.

Tabla 4. Control de calidad interno y externo en las pruebas de

interés.
Prueba Control de calidad interno Control de calidad externo (PACAL)

Coeficiente de variacion Puntuacion Evaluacion

Glucosa 1.26 % 28 Excelente

Prolactina 3.06 % 28 Excelente

Creatinina 2.22 % 20 Excelente

TSH 3.65 % 36 Excelente

TGP 3.16 % 33 Excelente

HbA1c 1.82 % - -

5.4 Evaluacidn de los niveles de vasoinhibina en el vitreo (grupos 1y 2)
5.4.1 Western blot

La técnica por inmunoprecipitacion Western Blot (IP-Wb) analizé los niveles de
vasoinhibina en el vitreo. Por la noche se inmunopreciptaron 200 uL de vitreo con
2 pL de anticuerpos policlonales anti-PRL humano (anti-hPRL-IC5, suministrado
por los Institutos de Salud de EUA) seguidos de una incubacion de 2 horas con
proteina A unida a microesferas de sefarosa. La muestra se centrifugo, lavd, y el
precipitado final se someti6 a electroforesis de gel de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE, 15% de acrilamida). Las
proteinas inmunoprecipitadas se transfirieron a nitrocelulosa y se incubaron a 4°C
en una dilucion 1:500 de un antisuero anti-PRL humana (HC1) el cual fue
caracterizado previamente (Corbacho-AM., et al. 2000). Para la reaccion, se revel6

con anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa alcalina y un kit colorimétrico.

5.4.2 Bioensayo de proliferacion de células endoteliales

La presencia de vasoinhibina en el vitreo se valordé también en
funcidbn de sus propiedades antiangiogénicas sobre cultivos de
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC),
estimuladas a proliferar mediante la adicion del FCEV vy el factor de

crecimiento basico de fibroblastos (FCBF) en presencia o ausencia
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del vitreo de pacientes con PDR tratados con levosulpirida o con

placebo.

Con la finalidad de investigar si la vasoinhibina es responsable del efecto
antiangiogénico del vitreo de los pacientes tratados con levosulpirida, se utilizé un
antisuero anti-PRL (HC1) que se sabe neutraliza la accion de la vasoinhibina
(Gonzalez-C., et al. 2007). En estos experimentos se utilizaron como controles

vasoinhibina (control positivo) y PRL (control negativo) recombinantes.
5.5 Aleatorizacién de tratamientos

El tratamiento destinado a cada paciente fue establecido con la ayuda de una
tabla de aleatorizacion elaborada en: http://www.alazar.info/generador-de-datos-
aleatorios. Los pacientes que participaron, asi como los oftalmélogos involucrados

en el proyecto fueron ciegos al tratamiento (placebo o levosulpirida).
5.6 Analisis estadistico

Los resultados en el caso de las variables continuas se expresaron como
promedios +desviacion estandar (evaluacién de caracteristicas clinicas y
demograficas) y error estandar (niveles séricos y vitreos de la hormona PRL, y
analisis de diferencias entre agudeza visual, volumen macular y grosor foveal).
Las diferencias entre los dos grupos de tratamiento (placebo y levosulpirida) se
determinaron mediante la prueba t de Student y las comparaciones entre varios
grupos mediante ANOVA de una via seguida, de las pruebas post hoc Bonferroni
o pruebas de Tukey. En el caso de las variables dicotbmicas se expresan en
porcentajes. Se consideraron diferencias significativas cuando el valor de p fue
<0.05. Todo este analisis fue realizado utilizando el programa estadistico

Graphpad Prism version 9.0.

5.7 Aspectos bioéticos del estudio
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Este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética en Investigacion del IMO, se
registré internacionalmente (ClinicalTrials.gov, ID: NCT03161652) y cumplié con
los lineamientos establecidos en la Declaracion de Helsinki (WMA 2022,
https.//www.wma.net/es/policies-post/declaracion-de-helsinki-de-la-amm-principios
-eticos-para-las-investigaciones-medicas-en-seres-humanos/) y de la Ley General
de Salud, asi como su reglamento en materia de Investigacion, los cuales se
encuentran mencionados en el titulo segundo “De los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos” capitulo uno de este tratado “Disposiciones
comunes”, comprendidos a partir del articulo 13 al articulo 27. Cada uno de los
candidatos a participar en el estudio se les leyo y explico el consentimiento
informado, mismo que fue revisado y autorizado por el Comité de Bioética como lo

dicta el reglamento.

VI. RESULTADOS

6.1 La levosulpirida incrementa la concentraciéon vitrea de PRL

en sujetos con RDP.

Un total de 37 pacientes (19 para el grupo tratado con placebo y 18 para el grupo
tratado con levosulpirida) fueron sometidos a vitrectomia por presentar
hemorragias vitreas o desprendimiento traccional de la retina.. Antes del
tratamiento, ambos grupos fueron similares en edad, tiempo de diagndstico de la
diabetes (DM2 afios), hemoglobina glucosilada (HbA1c), tasa de filtracion

glomerular (TFG) y niveles séricos de PRL (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes incluidos correspondientes a los grupos 1y

2. Valores expresados en promedio * desviacion

estandar.
Previo al tratamiento Posterior al tratamiento
Placebo Levosulpirida P Placebo Levosulpirida P
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(n=19) (n=18) (n=19) (n=18)
Edad (afos) 56.58 £ 5.55 57.44 +7.45 0.69

Sexo (fem)

8 (42.1%) 9 (47.3%) 1.00
(%)

DM2 (afos) 1753 +5.04 15.27 £6.75 0.25
HbA1c (%) 7.50 + 1.37 7.81+1.69 0.54

TFG (ml/min)  67.50+284 73.80 +26.0 0.48

PRL sérica
6.89 + 3.57 9.26 +6.02 0.153 9.79+578 111.7£51.03 <0.0001

(ng/mL)

Los niveles séricos y vitreos de la PRL en los grupos 1 y 2 del protocolo se
muestran en la Figura 1. La PRL circulante aument6 en el 100% de los pacientes
que recibieron levosulpirida, elevandose mas de once veces en relacion con
aquellos pacientes que recibieron placebo (101 £ 13.0 vs 9.2 £ 1.3 ng/mL,
p<0.0001; Figura 1A). La hiperprolactinemia inducida por el tratamiento con
levosulpirida fue superior en el sexo femenino que en el masculino (152.8 £ 14 vs.
78.7 £ 8.4 ng/mL; p< 0.0001, Figura 1B) y se tradujo en un aumento en los niveles
de la hormona en el vitreo que fue el doble del observado bajo tratamiento con
placebo (3.2 £ 0.4 vs 1.5 £ 0.2 ng/mL, p<0.001; Figura 1C). El aumento en la PRL
del vitreo inducido por la levosulpirida también se mostré superior en el sexo
femenino que en el masculino (4.5 + 0.3 vs 2.7 £ 0.3 ng/mL; Figura 1D), de
manera consistente con las concentraciones séricas de PRL. De hecho, se
observd una correlacion directa entre los niveles en ambas concentraciones de
suero y vitreo (r=0.58, p=0.0002, Figura 1E). Esta correlacion sugiere que los

niveles altos de PRL circulante favorecen la incorporacién de la hormona al vitreo.
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Figura 1. Niveles de PRL en el suero, vitreo y su correlacion entre si. Niveles
séricos de PRL antes y después del tratamiento con placebo (P) o levosulpirida (L)
en todos los pacientes (A) y haciendo distincion entre los hombres (H) y mujeres
(M) reclutados en el estudio (B). Niveles de PRL en el vitreo de todos los
pacientes (C) y separando los valores nuevamente de acuerdo con el sexo de los
pacientes reclutados (H y M) (D). Correlacion entre los niveles de PRL en el suero

y en el vitreo de todos los pacientes del estudio (E). Los resultados son promedios

+ES. *p<0.02, **p<0.001, ***p<0.0001.

Con el propésito de saber si la levosulpirida también eleva los niveles de
vasoinhibina en el vitreo, investigamos la presencia de vasoinhibina en el vitreo de
los pacientes tratados con placebo o con levosulpirida, mediante
inmunoprecipitacion-Western Blot (IP-WB) (Figura 2). Debido a que no se cuenta
con anticuerpos que permitan discriminar entre la PRL y la vasoinhibina, la IP-WB
es el unico método que se tiene para la valoracién independiente de ambas
proteinas a través de separarlas por su tamafio (peso molecular). La
inmunoprecipitacidon recuperé practicamente toda la PRL y la vasoinhibina
estandares adicionadas al amortiguador del ensayo tanto cuando el WB se revelo
con anticuerpos anti-PRL policlonales (carriles 1-4, Figura 2A) y monoclonales
(carriles 1 y 2, Figura 2B). Esto muestra la efectividad del método para valorar

ambas proteinas. El vitreo de pacientes tratados con levosulpirida mostré una
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mayor concentracién de una proteina inmurreactiva de 23 kDa, comparada con el
tratamiento con placebo. Esta proteina posee la masa molecular de la PRL y fue
revelada tanto con anticuerpos anti-PRL policlonales como monoclonales, lo que
apoya su naturaleza de PRL y confirma la elevacién de esta hormona en el vitreo
bajo tratamiento con levosulpirida. Los anticuerpos policlonales detectaron
proteinas inmunorreactivas mas pequefias pero inespecificas ya que también
estuvieron presentes en ausencia del vitreo (Figura 2A, carriles 5, 7, 8) y no fueron
detectadas por los anticuerpos monoclonales anti-PRL (Figura 2B, carriles 3, 5, 6).
Estos resultados sugieren que este método no tuvo la sensibilidad suficiente para
detectar a la vasoinhibina en el vitreo (el limite de deteccion del proceso en

cuestion son 5 ng).
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Figura 2. Inmunoprecipitacion-Western blot (IP-WB) representativo de proteinas
del vitreo de pacientes con RD tratados con placebo (P) o con levosulpirida (L)
revelado con antisuero anti PRL humana (A) o anticuerpos monoclonales anti PRL
humana (B). La combinacion de estandares de PRL y vasoinhbina (PRL+Vi) o solo
vasoinhibina (Vi) se adicionaron al amortiguador del ensayo para ser sometidas
(IP) o no a la inmunoprecipitacion. Los numeros en el lado izquierdo indican los

pesos moleculares (MW) de proteinas marcadoras.

6.2 La levosulpirida incrementa la concentracion de una

vasoinhibina bioactiva en el vitreo de sujetos con RDP.
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Dada la alta potencia de la vasoinhibina para inhibir la proliferacién de células
endoteliales en cultivo (ECs=1 nM, 1.6 ng en el volumen del ensayo) se estimoé
que este bioensayo pudiera ser mas sensible para detectar a la vasoinhibina en el
vitreo. Asi, se investigo si el vitreo de pacientes con RD tratados con levosulpirida
contenia una proteina tipo-PRL capaz inhibir la proliferacion de células
endoteliales, que es un efecto bien conocido de la vasoinhibina (Figura 3). Células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron estimuladas a proliferar
con una combinacion de FCEV+FCBF en ausencia o presencia de PRL (control
negativo), vasoinhibina (control positivo), vitreo de pacientes tratados con
levosulpirida o con placebo (Figura 3A). La proliferacién se evalu6 a través de la
determinacion de la sintesis de ADN con el analogo de timidina (EDU) (Robles-
JP., et al. 2018). El efecto proliferativo del FCEV y FCBF se bloqued con la
vasoinhibina y el vitreo de pacientes tratados con levosulpirida, mientras que la
PRL vy el vitreo de pacientes tratados con placebo, no tuvo efecto (Figura 3A). La
proliferacion basal en ausencia de FCEV y FCBF no se modifico por PRL,
vasoinhibina o los dos tipos de vitreos. Para determinar si la vasoinhibina
endogena es responsable de la inhibicidon de la proliferacion endotelial producida
por el vitreo de pacientes tratados con levosulpirida, adicionamos un antisuero
anti-PRL que se sabe, neutralizan el efecto antiangiogénico de la vasoinhibina
(Gonzalez-C., et al. 2007). El antisuero anti-PRL, pero no un suero normal de
conejo (NRS), inhibid el efecto antiangiogénico del vitreo de pacientes tratados
con levosulpirida (Figura 3B). Ninguno de los sueros modifico la falta de efecto de
la PRL o de los vitreos de pacientes tratados con placebo. Estos resultados
sugieren que la levosulpirida aumenta las propiedades antiangiogénicas del vitreo

de pacientes con RD, a través de elevar la PRL intraocular y su conversion a

vasoinhibina.
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Figura 3. Efecto del vitreo de pacientes con RD tratados con placebo (P) o
levosulpirida (L) sobre la proliferacion de células endoteliales de la vena umbilical
(HUVEC) en cultivo. Las HUVEC se incubaron durante 24 horas en ausencia (-) o
presencia de FCEV + FCBF solo o en combinacion con PRL, vasoinhibina (Vi) o el
vitreo de pacientes con DR tratados con P o L (A). HUVEC incubadas durante 24
horas con FCEV + FCBF con PRL, vasoinhibina (Vi) o el vitreo de pacientes con
DR tratados con P o L en ausencia (-) o presencia de un antisuero anti PRL (anti-
PRL) o suero normal de conejo (NRS). La proliferacion se evalu6 a través de la
sintesis de DNA via la incorporacion del analogo de timidina (EDU) revelado
mediante una reaccion fluorescente. Los resultados se expresan como el
promedio + ES de al menos 3 experimentos independientes y corresponden al
porcentaje de células positivas a EDU vs el total de células en el campo.
***P<0.001.

6.3 La levosulpirida mejora parametros oftalmolégicos de

pacientes con EMD.

Para llevar a cabo esta parte de la investigacién, se reclutaron un total de 44
pacientes con EMD. Cabe aclarar en este apartado que sélo 7 de los 44 pacientes
quedaron excluidos de la investigacion al interrumpir el tratamiento, esto por no

cumplir con el porcentaje de apego al mismo.

De estos 7 pacientes eliminados, 6 recibieron el tratamiento con levosulpirida. De
estos ultimos, 3 refirieron efectos adversos al tratamiento, de los cuales solo uno
aludié malestar estomacal y dos somnolencia (esto entre las primeras dos y cuatro
semanas de tratamiento). Sélo uno de los pacientes que refiri®6 somnolencia
decidi6 abandonar el estudio, mientras que los dos pacientes restantes
continuaron el tratamiento, hasta cumplir las 8 semanas, sin reportar efectos

adversos posteriores. Los 3 pacientes restantes que recibieron levosulpirida,
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afirmaron interrumpir el tratamiento por cuestiones ajenas al mismo (infeccién por
COVID-19, hospitalizacion por cuestiones relacionadas a su control metabdlico y
dificultad para trasladarse al instituto por cuestiones econdmicas o familiares),
observando como resultado una disminucion en sus niveles séricos de PRL. Sélo
un paciente que recibié placebo refirié taquicardia y decidié abandonar el estudio.
De esta manera, se incluyeron 37 pacientes, 18 que fueron tratados con placebo

(grupo 3) y 19 con levosulpirida (grupo 4).

Antes de iniciar los tratamientos, ambos grupos fueron similares en sus
caracteristicas demograficas y clinicas, a saber: edad, sexo (prueba de Fisher),
tiempo de diagndstico de diabetes, concentraciones de hemoglobina glucosilada y
glucosa, parametros de funcion renal y PRL sérica (prueba t de Student). Al
finalizar las 8 semanas de tratamiento, el uUnico parametro alterado fue la
concentracion de PRL que como se esperaba, se elevo significativamente sobre el

nivel basal por efecto de la levosulpirida (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demograficas de los grupos con EMD

sometidos al tratamiento con placebo o levosulpirida.

Previo al tratamiento Posterior al tratamiento

Placebo Levosulpirida Placebo Levosulpirida
(n=18) (n=19) (n=18) (n=19)

o

Edad (afios) 61.4+7.35 59.3 +6.88 0.36

Sexo Fem (%) 5 (27.8%) 9 (47.4%) 0.31

DM2 (aiios) 15.9+7.78 18 +13.1 0.56

HbA1c (%) 8.6+1.6 82+1.8 0.43 8.1+1.38 79+1.7 0.63
Glucosa

(mg/dL) 182.3+69.0 192.5+116.4 0.82 158.3+93.4 188.2+879 0.25
Creatinina

(mg/dL) 1.1+£0.32 1.2+0.42 0.62 1.2+0.29 1.3+0.52 0.93

TFG (mL/min) 64.3+17.9 57.9+17.5 028 61.3+x14.0 60.3 +26.7 0.89

Presion arterial
(mmHg) 149.9+195 1489+209 078 1463+123 1528+199 050
Sistolica
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Diastdlica 83.7+11.3 88.6 + 16.4 029 87.2+106 93.8 +13.7 0.11

Presion

intraocular 13.5+24 14.1+2.9 0.41 145+ 3.0 13.5+ 3.1 0.31
(mmHg)

PRL sérica

(ng/ml) 70+25 8.2+36 0.28 75+35 145.7 +106.6 0.0001

Valores expresados en promedio *+ desviacion estandar.

A continuacién, se presentan los resultados de las evaluaciones correspondientes

a la agudeza visual, el volumen macular y grosor foveal de los ojos en el estudio.
6.4 Agudeza visual (AV)

En la Figura 4 se muestra la evaluacion de la agudeza visual a través de
determinar el numero de letras visualizadas por cada ojo con la cartilla de ETRS.

Si bien existe una gran variabilidad en la percepcion visual en los grupos de
tratamiento, que imposibilita observar diferencias significativas entre ellos, el
analisis entre la cantidad de letras ganadas o perdidas por cada ojo en estudio
previo y posterior a las 8 semanas de tratamiento, demuestra una tendencia
significativa a observar una mayor cantidad de letras por parte de los ojos de
pacientes tratados con levosulpirida, en comparacién con el grupo de ojos que
fueron tratados con placebo, en el que tienden a percibir menos letras. Es
importante mencionar que, con base en los resultados obtenidos en el grupo de
pacientes tratados con levosulpirida (26 ojos), hay una mejora de <5 letras en el
56.7% y de >5 letras en el 42.3%, lo que sugiere que este tratamiento mejora la

agudeza visual.
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Figura 4. Comparacion en la cantidad de letras percibidas por un mismo ojo
previamente y posterior al tratamiento de 8 semanas con placebo o levosulpirida.

Se grafican la mediana y la distribucion de los valores para cada grupo.

6.5 Volumen macular (VM)

El volumen macular (expresado en mm?®) corresponde al area total de la macula
determinado mediante OCT. Este parametro se analizé al inicio (semana 0) y final

al tratamiento (semana 8), tal y como se indica en la Figura 5.

Al igual que con el parametro de la agudeza visual, un andlisis preliminar de los
resultados del volumen macular, mostraba una alta variabilidad entre los pacientes
de ambos grupos de estudio y no permitia observar diferencias significativas. Sin
embargo, la diferencia del cambio en el volumen macular de un mismo ojo
previamente y posterior al tratamiento, demostré6 una tendencia significativa a
disminuir el volumen macular en ojos de pacientes tratados con levosulpirida, en
comparacion con los ojos de pacientes tratados con placebo, en el cual tienden a
elevar sus valores. Resultados que sugieren una mejora estructural en cuanto al

edema de la macula por efecto de la levosulpirida (Figura 5).
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Figura 5. Diferencia entre el volumen macular (VM) (mm?) de un mismo ojo antes y
después de las 8 semanas del tratamiento. Se grafican la mediana y el rango de

los valores para cada uno de los ojos en estudio.

6.6 Grosor foveal (GF)

La Figura 6 compara el grosor foveal (expresado en micras) determinado mediante
OCT. Nuevamente, la variabilidad entre los grupos de estudio (placebo y
levosulpirida) respecto al grosor foveal es alta y no permite mostrar diferencias
significativas cuando se comparan sus promedios. Sin embargo, al realizar el
analisis entre la diferencia de micras por cada ojo en estudio, de acuerdo con el
tratamiento recibido por el paciente, antes y después del tratamiento, mostrd una
dispersidon mayor hacia foveas mas gruesas en ojos de pacientes tratados con
placebo y foveas mas delgadas en ojos de pacientes tratados con levosulpirida, lo
cual es consistente con una mejora en la estructura de la macula por efecto de la

levosulpirida.
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Figura 6. Comparacion de la diferencia antes y después de ambos grupos
(placebo y levosulpirida) del cambio en el grosor de la fovea (GF) de un mismo ojo
a las 8 semanas del tratamiento. Se grafican la mediana y el rango de los valores

para cada uno de los ojos en estudio.

6.7 indice de apreciacion de la progresion del EMD realizado por

oftalmélogos con especialidad en retina

En la figura 7 se muestran graficadas las evaluaciones llevadas a cabo por
oftalmélogos especializados en retina, quienes compararon el cambio en los
parametros oftalmoldgicos. Esta evaluacién es muy comun en estudios de caracter
clinico-oftalmolégico y ayuda a conocer la eficacia de cualquier tratamiento con
base en el criterio de distintos especialistas del area clinica. Para esta evaluacion
se compararon simultdneamente los valores de agudeza visual, las imagenes por
OCT de la macula, el grosor foveal, el volumen macular, el fondo de ojo y la

fluoroangiografia de cada ojo, antes y después de las 8 semanas del tratamiento.

El promedio de las 5 valoraciones expertas indico una distribucion hacia
calificaciones mas altas para los ojos de pacientes tratados con levosulpirida, en
comparacion con aquellos que recibieron el tratamiento con placebo, lo que
implica que todos los parametros oftalmolégicos mejoran bajo levosulpirida y

tienden a empeorar bajo placebo.
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Figura 7. Evaluacién global del cambio en los parametros oftalmologicos por parte
de 5 especialistas en retina respecto al desempefio del tratamiento con
levosulpirida contra la progresion del EMD. Se grafican la mediana y el rango de
los valores alcanzados en cada grupo. Dentro de las barras se indica el numero de

ojos evaluados.

VII. DISCUSION

La DM2 es uno de los padecimientos crénicos de mayor importancia en la
actualidad, de la cual se estima que la poblacion de pacientes que sufren de esta

condicion se encuentra superando los 350 millones en todo el mundo (OMS 2022).

Como parte de las complicaciones propias de esta enfermedad se encuentra la
RD, la cual es la principal causa de pérdida de la vision en adultos en edad laboral
en paises en desarrollo y, el EMD (una manifestacién asociada a la RD) la causa

mas importante de la pérdida de visidon en personas con diabetes.

Las alternativas terapéuticas actuales con las cuales se cuenta para disminuir el
desarrollo de la RD y el EMD, como fotocoagulacién con laser de la retina y la
terapia antiangiogénica, son invasivos, dolorosos, no siempre efectivos, de baja
disponibilidad y de alto costo (Boyer-DS., et al. 2013, Gupta-A., et al 2018, Sun-
JK., & Jampol-LM. 2019). Ademas, la viabilidad de proporcionar estas terapias de

manera oportuna, de facil disponibilidad y econdmica es desafiante,
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particularmente en los paises en desarrollo (Wentzel-A. & Mchiza-ZJ. 2021.
Bascaran-C., et al. 2021), por lo que es de principal interés encontrar una

alternativa terapéutica mejor.

Nuestra propuesta se basa en el aumento de la hormona PRL con la ayuda del

procinético levosulpirida.

Estudios previos en modelos animales demuestran que el incremento en la
concentracion de la PRL sistémica disminuye la RD mediante la conversion
intraocular a vasoinhibina, un conjunto de segmentos de PRL con propiedades en
contra de la excesiva vasopermeabilidad y proliferacién vascular determinantes del
EMD y la RD, respectivamente (Arnold et al., 2010, Chang., et al. 2016, Adan-
Castro., et al. 2022). En este trabajo demostramos que el incremento en la
concentracion sistémica de PRL por medio de la terapia con levosulpirida
aumentan los niveles de PRL y de vasoinhibina bioactiva en el vitreo de pacientes
con RD. Ademas, y de forma consistente con la posibilidad de que el aumento en
la vasoinhibina intraocular inhibe alteraciones vasculares retinianas, encontramos
que el tratamiento con levosulpirida mejora parametros oftalmolégicos en
pacientes con EMD. Estos hallazgos sostienen que la terapia con levosulpirida
puede tener un potencial importante frente a la manifestacion y desarrollo del
EMD.

Los grupos de pacientes del estudio no mostraron diferencias significativas
respecto a caracteristicas demograficas (edad, sexo, tiempo de diagndstico de
DM2) y clinicas (control metabdlico, funcion renal o hepatica). Respecto a las
concentraciones séricas de PRL no hubo diferencias importantes en los niveles
basales de la hormona previos al tratamiento. Se sabe que las concentraciones
séricas de la PRL son semejantes entre sujetos sanos de ambos sexos, pero
mientras que en mujeres la concentracion de PRL sérica decrementa con el
avance del tiempo (entre los 45 y 65 afos) en hombres se eleva de manera sutil

con el avance la edad (Vekemans-M., Robyn-C. 1975) sin embargo, nosotros no
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logramos observar tal diferencia. Existen investigaciones donde se ha mencionado
un probable vinculo respecto a los afios que cursa un paciente con diabetes y un
decremento en las concentraciones sistémicas de PRL (Harter-M., et al. 1976.
Moradian-A.D., et al. 1985; Arnold-E., et al. 2010). Por su parte, otras
investigaciones de caracter poblacional sugieren un probable vinculo entre
concentraciones disminuidas de PRL y la manifestacion de factores de riesgo
frente al desarrollo de DM2 (Wang-T., et al. 2013, Balbach-L., et al. 2013).

La levosulpirida resalta del resto de antagonistas dopaminérgicos por su eficiencia
en incrementar a la PRL sistémica y mejorar la motilidad gastrointestinal. Estudios
comparativos aleatorizados, doble ciego, que comparan los efectos de
levosulpirida frente a otras alternativas farmacéuticas antagonistas de la dopamina
como domperidona o metoclopramida, los cuales han mostrado que levosulpirida
pudiera disponer de un efecto terapéutico mayor en la disminucién de la
sintomatologia de la dispepsia y su rapidez para alcanzar esta sensacion (Hasler-
WL., et al. 2007). La levosulpirida induce hiperprolactinemia al interferir con la
restriccion hipotalamica sobre los lactotropos ubicados en la adenohipdfisis,
aumentando de esta manera la liberacién de PRL al torrente sanguineo (Singh., et
al. 2015). Debido a un aumento en su uso como procinético, se tienen mas
reportes acerca de sujetos que incrementan sus niveles de PRL séricos como un
efecto adverso propio de este tratamiento. La eficacia para generar
hiperprolactinemia parece ser mas acentuada en la terapia con levosulpirida en
comparacion con la de otros farmacos procinéticos (Kuchay-MS., et al. 2017),
cualidad por la que le utiliz6 como intervencidén para elevar las concentraciones

séricas de PRL en nuestros sujetos de estudio que cursan con DM2 y RD

Como suponiamos, la terapia con levosulpirida incrementd las concentraciones
séricas de PRL por encima de 100 ng/mL y la elevacién se presentd en el 100%
de los pacientes a quienes se les administrd la levosulpirida. El nivel del efecto
coincide con valores reportados que incluso llegan a superar los 200 ng/mL

(Kuchay-MS., et al. 2017). También, como ya se conoce (Andrade-C. 2013.
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Kuchay-MS., et al. 2017, Nunez-Amaro CD., et al. 2020), la hiperprolactinemia
inducida por levosulpirida fue mas pronunciada en el sexo femenino que en su
contraparte masculina. Al respecto, se ha propuesto que esta diferencia se debe a
que en las mujeres existe un tono dopaminérgico inhibitorio mas intenso respecto
a la liberacion de PRL, por lo que su bloqueo resulta en un incremento mas

elevado de PRL circulante respecto a los hombres (Manzanares-J., et al. 1992).

El aumento de las concentraciones séricas de PRL generada con el uso de
levosulpirida elevd a mas del doble las concentraciones intraoculares de esta
hormona. Esta es la primera demostracion de que la PRL esta presente en el
vitreo humano y que la levosulpirida incrementa dichos niveles, ademas de una
relacion directa entre sus niveles circulantes y vitreos, lo que implica que la
hiperprolactinemia inducida por levosulpirida favorece la incorporacion intraocular
de la PRL sisttmica. Se ha mostrado que la PRL radioactiva inyectada
sistémicamente se incorpora en tejidos oculares como la retina, la coroides y los
cuerpos ciliares (O’Steen-WK. 1982). La incorporacién puede ser mediada a
través de su receptor, dado que se ha detectado al receptor de la PRL en
elementos de la barrera hemato-retiniana (epitelio pigmentario) (Meléndez-Garcia
R., et al. 2016) y de la barrera hemato-ocular (cuerpos ciliares) (Arnold-E., et al.
2010). En apoyo a esta posibilidad, la PRL se incorpora al liquido cefalorraquideo
a través de sus receptores en el plexo coroideo (Walsh-RJ., et al. 1987) y la
hiperprolactinemia inducida por domperidona (bloqueador de los receptores D2 de
la dopamina) eleva los niveles de la PRL en el liquido cefalorraquideo (Felicio-LF.,
Bridges-RS. 1992). Alternativamente, la ruptura de la barrera hemato-ocular en la
RD (Zhang-C., et al. 2014) seguramente coadyuva a la incorporacién intraocular
de la PRL.

El efecto de la levosulpirida sobre el aumento de la PRL ocular fue mucho menor
al observado en el suero, sin embargo, podria generar la suficiente vasoinhibina
para frenar la progresion de la RD. Estudios en roedores han mostrado que la

hiperprolactinemia resulta en el aumento en la concentracién de vasoinhibina en la
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retina, lo cual resulta en la tanto en la interrupcion del efecto del FCEV como de la
diabetes sobre la elevacion en la permeabilidad de la retina (Arnold-E., et al. 2010.
Adan-Castro., et al. 2022). De hecho, estos hallazgos incluyeron el efecto de la

hiperprolactinemia inducida mediante levosulpirida (Adan-Castro., et al. 2022).

No se tiene un método cuantitativo para evaluar a la vasoinhibina, por lo que sus
niveles endogenos se analizan semi cuantitativamente mediante IP-Wb (Gonzaélez-
C., et al. 2007). Con este método confirmamos la elevacion de la PRL intraocular
en los sujetos tratados con levosulpirida, pero no pudimos detectar a la
vasoinhibina. Este resultado negativo implica que, si la vasoinhibina esta presente,
sus niveles en este medio son inferiores al limite de deteccion de este ensayo.
Efectivamente, el uso del bioensayo de la proliferacion endotelial, donde
concentraciones muy bajas (<5 ng) de vasoinhibina pueden ser detectadas
(Robles-JP., et al. 2022), permitié mostrar la presencia de una vasoinhibina activa
solamente en el vitreo de pacientes tratados con levosulpirida. Asi, observamos
que el vitreo de pacientes tratados con levosulpirida, pero no el de los tratados con
placebo, se inhibid la proliferacion de células endoteliales en cultivo inducida por
factores angiogénicos (FCEV y FCBF), y este efecto se bloqued con anticuerpos
que inmunoneutralizan a la vasoinhibina. Estos hallazgos se apoyaron en
controles donde la vasoinhibina, mas no la PRL, bloqueé el efecto proliferativo y

este bloqueo desaparecio en presencia de los anticuerpos neutralizantes.

En su conjunto, los hallazgos de esta primera seccion del estudio nos permitieron
concluir que la hiperprolactinemia inducida por levosulpirida resulta en la
acumulacion de vasoinhibina intraocular en sujetos que padecen RD, capaz de

inhibir el desarrollo de vasos sanguineos en la retina.

A continuacion, la pregunta relevante fue si la vasoinhibina endégena producida
por el tratamiento con levosulpirida puede limitar la progresiéon de la RD y del
EMD. Al respecto, se tienen evidencias preclinicas que indican que la vasoinhibina

es un inhibidor natural de la angiogénesis en la retina (Aranda-J., et al. 2005) y en
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la cérnea (Duenas-Z., et al. 1999) de ratas adultas sanas y que participa en la
regresion natural del sistema hialoideo fetal en ratas y humanos (Duenas-Z., et al.
2004).

Para investigar si la levosulpirida es capaz de proteger contra el EMD en la clinica,
llevamos a cabo un estudio conformado por pacientes con DM2 y EMD tratados
oralmente con placebo o levosulpirida por 8 semanas, los cuales continuaron en
su seguimiento convencional. En estos pacientes se evalud la progresién del EMD
a través de determinar la agudeza visual, el volumen macular y el grosor foveal
antes y después del tratamiento. Ademas, se otorgd una calificacion global al
cambio de todos los parametros por parte de especialistas en retina cegados al
tratamiento. Cabe mencionar que los parametros se reportaron por ojo y no por
paciente dado que los dos ojos de una misma persona difieren en sus
caracteristicas fisiopatolégicas. Ademas, solo en pocos casos los dos ojos de un
mismo paciente se incluyeron en el estudio. Las razones de exclusion de los ojos
en el estudio fueron: no presentar el padecimiento (EMD) o presentar alteraciones
ademas de la RD tales como -catarata, membrana epirretiniana,
neovascularizacion y hemorragia vitrea, ya que estos padecimientos podrian
interferir con la interpretacidn de los resultados respecto a la eficacia de nuestro

tratamiento, especificamente en el parametro de la agudeza visual.

La primera consideracion que se desprende de este analisis es la alta variabilidad
que presentaron los ojos en todos los parametros oftalmoldgicos evaluados. A
pesar de ello, fue claro que el analisis longitudinal de los cambios en un mismo ojo
antes y después del tratamiento fue consistentemente indicativo de una mejora
bajo el tratamiento con levosulpirida. La mejora fue significativa tanto en agudeza
visual como en los parametros estructurales de la macula (grosor foveal y volumen
macular) y se corrobor6é a través del consenso en las calificaciones globales
otorgadas a dichos cambios. La coincidencia de todas las evaluaciones apoya
fuertemente la potencialidad terapéutica de la levosulpirida contra la progresion del

EDM.
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La variabilidad observada entre los ojos de los pacientes es un resultado comun
por lo que el analisis longitudinal de un mismo ojo se utiliza convencionalmente en
este tipo de estudios oftalmoldgicos (Lee-CF., et al. 2012. Murdoch-IE., et al.
1998). Resalta el hecho de que a pesar del numero reducido de los ojos en

estudio hayamos encontrado diferencias significativas.

Para valorar el significado de nuestros hallazgos los comparamos con un reporte
previo utilizando la terapia convencional del EMD, a saber, terapia laser y
administracion intravitrea de un anticuerpo monoclonal anti-FCEV (ranibizumab)
(Gonzalez-VH., et al. 2016). En este estudio, se analizan los datos del estudio
Diabetic Retinopathy Clinical Research Nerwork’s Protocol | (Diabetic Retinopathy
Clinical Research Network. EIman-MJ., et al. 2010) donde se evalua el efecto de
Ranibizumab + terapia laser por 3 y 12 meses sobre el cambio longitudinal de la
agudeza visual del mismo ojo antes y después del tratamiento. La poblacion de
analisis fue de 340 ojos y no se tiene un grupo placebo. A los 3 meses, se reporta
una mejora de <5 letras en el 39.7% de los casos y una mejora de >5 letras en el
resto de los ojos (60.3%). En nuestro estudio, observamos bajo tratamiento con
levosulpirida (26 ojos) una mejora de <5 letras en el 56.7% y de >5 letras en el
42.3%. La comparacion es muy limitada dada la gran discrepancia en los tamafos
de ambas poblaciones y la diferencia en la duracién de los estudios (3 vs 2
meses), pero permite apreciar que el tratamiento standard de oro (Ranibizumab +
terapia laser) no es efectivo (al menos en el 40% de los casos) y nuestro estudio
arroja resultados no muy distantes. Esto es relevante, particularmente si se
considera que estamos aplicando un tratamiento oral y, por ende, menos invasivo

que el convencional.

Es importante comentar sobre las propiedades y seguridad de la levosulpirida. Las
dosis orales utilizadas en este estudio (75 mg diarios) son bajas y son
recomendadas para su uso como procinético (Guslandi-M. 1993); sin embargo, a

dosis altas (400-3200 mg diarios) se utiliza como antipsicético (Mauri-MC., et al.
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2018) ya que tiene poca capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica
(Kapur-S., et al. 2002). Dado que la adenohipdfisis se encuentra fuera de la
barrera hematoencefalica, las dosis bajas de levosulpirida elevan la PRL circulante
(Kuchay-MS., et al. 2017). Como efectos secundarios alejados del aumento de
PRL se encuentran principalmente anestesia, cansancio, adormecimiento, dolor de
cabeza y efectos extrapiramidales como contracciones musculares y movimientos
involuntarias, mientras que aquellos relacionados con del aumento de PRL se
encuentran la anafrodisia, agrandamiento en las glandulas mamarias (hombres y
mujeres) y secrecion de leche (Ratnani-I., et al. 2015. Mauri-MC., et al. 1996.
Wagstaff-Ad., et al. 1994). Respecto a nuestro estudio, solo tres pacientes
refirieron efectos adversos al tratamiento durante 8 semanas de seguimiento; un
paciente que refirid malestar estomacal y dos pacientes que refirieron somnolencia
entre las primeras dos y cuatro semanas de tratamiento. De ellos, solo uno de los
pacientes que refiri6 somnolencia decidié abandonar el estudio, mientras que los
dos pacientes restantes continuaron el tratamiento hasta cumplir las 8 semanas

sin reportar efectos adversos.

La terapia con levosulpirida se tolera bien, tanto a corto (de 2 a 16 semanas) como
a largo plazo (de 4 a 42 meses) (Ratnani-I., et al. 2015. Mauri-MC., et al. 1996.
Wagstaff-Ad., et al. 1994). Un estudio multicéntrico en 342 pacientes femeninos y
masculinos dispépticos que recibieron levosulpirida via oral (25 mg cada 8 horas,
durante 4 semanas), report6 40 pacientes (11%) con efectos adversos: galactorrea
(26.7%), somnolencia (17.8 %), fatiga (11%) y dolor de cabeza (11.5 %), ninguno
de los cuales abandoné el estudio (Lozano-R., et al. 2007). Utilizando la misma
dosis oral de levosulpirida, en un ensayo aleatorizado, controlado, con placebo de
6 meses de duracion, con 40 pacientes con diabetes insulinodependiente y
vaciado gastrico retardado, se reportaron dos pacientes tratados con levosulpirida
(5%) y un paciente con placebo (2.5%) con eventos adversos (sensibilidad
mamaria, pérdida de la libido y/o somnolencia), pero no se retiraron del estudio
(Melga-P., et al. 1997).
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Otro detalle importante es el hecho de que la dopamina juega también un papel en
la funcién visual. Recientemente, se ha destacado la importancia del sistema
dopaminérgico y los subtipos de receptores de dopamina en el ojo (Bucolo-C., et
al. 2019. Leggio-GM., et al. 2016). Los receptores de dopamina y dopamina tipo 2
se han localizado en células amacrinas y fotorreceptores (bastones y conos) de la
retina, respectivamente, y se ha sugerido que desempefian un papel en la
regulacion del flujo de informacioén visual y en los circuitos de adaptacion a la luz
(Archibald-NK., et al. 2009). Ademas, la dopamina puede influir en la presion
arterial intraocular al modular el flujo sanguineo ciliar y la produccién de humor
acuoso (Reitsamer-HA., et al. 2002). Por lo tanto, la terapia con levosulpirida
puede afectar la vision comprometida en pacientes con DR y DME por
mecanismos independientes de las acciones vasculares del eje PRL-vasoinhibina.
Es también importante destacar que el examen ocular completo, incluida la
evaluacion con lampara de hendidura, no reveld ningun cambio oftalmolégico en
16 pacientes esquizofrénicos gravemente enfermos tratados con sulpirida durante
12 semanas, los cuales fueron tratados con dosis iniciales de 400 mg/24 horas,
alcanzando algunos pacientes hasta los 2600 mg/24 horas (Mielke-DH., et al.
1977). Niveles sumamente elevados si los comparamos con nuestro estudio, ya
que en nuestro protocolo alcanzamos una dosis de 75 mg/24 horas, disminuyendo

asi, la probabilidad del desarrollo de efectos adversos.

Es claro que nuestro estudio debe ser extendido a un mayor numero de pacientes.
Otra limitacidn es el tiempo corto (2 meses) de tratamiento que contrasta con los
estudios mas prolongados (>3 meses) llevados a cabo con tratamientos
convencionales, particularmente si se considera que el EMD no desaparece. Estos
parametros se decidieron tomando en cuenta el caracter exploratorio del estudio.
Sin embargo, dados los resultados positivos, se fortalece la necesidad de extender

el estudio a mas pacientes y por mas tiempo.
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VIIl. CONCLUSION

En conclusion, hemos llevado a cabo un estudio clinico, prospectivo, doble-ciego,
aleatorizado cuyos resultados demuestran los beneficios del tratamiento con
levosulpirida como una alternativa terapéutica oral para el tratamiento del EMD.
Brindamos evidencia de que el aumento en las concentraciones séricas de PRL
inducidas por el tratamiento oral con levosulpirida eleva las concentraciones
vitreas de esta hormona y, como consecuencia, su conversion intraocular a
vasoinhibina capaz de frenar la excesiva vasopermeabilidad retiniana
determinante de EMD (Figura 9).
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Figura 8. Representacion esquematica de los hallazgos del
estudio que respaldan el mecanismo por el cual la terapia con
levosulpirida podria limitar la

Progresion del EMD y RD. La levosulpirida, un antagonista del
receptor de dopamina D2, bloquea los receptores de dopamina
D2 ubicados en la membrana de células de la hipdfisis anterior
que producen PRL (lactotropos). Dado que la dopamina
hipotalamica inhibe la liberacion de PRL, la levosulpirida
conduce a niveles elevados de PRL en la circulacion
(hiperprolactinemia) que, a su vez, favorecen la penetracion de
la PRL a través de la barrera hemato-ocular. Dentro del
compartimento intraocular/vitreo, las MPM’s escinden a la PRL
en vasoinhibina, que puede reducir la vasopermeabilidad
retiniana y la angiogénesis en EMD y RD. Figura creada por

Juan Pablo Robles Alvarez en Biorender.com.

Estos hallazgos apoyan la importancia de continuar este estudio con la
perspectiva de frenar la pérdida de la vision en la diabetes, asi como la necesidad

de continuar haciendo estudios clinicos que exploren y demuestren sus efectos
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sobre la vasopermeabilidad y la neovascularizacibn o angiogénesis, con la
perspectiva de tener una opcién terapéutica para mejorar la pérdida de la vision en

pacientes con retinopatia diabética proliferativa.
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