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INDUCCION B

NZIMATICA DE DESPRI

BN

VITREO POSTERIOR CON ALEAQUIMIOTRIPSINA

_— -
~/L*§TRGE>UQLqu:
Existen condiciones en ¢l ojo aue causan que l1a visién se vea

seriamente afectada. Uno de los nroblemas aue contribuven a la ba-

a visidn en ciertos enfermedades del segmento nosterior del ojo -

.

es la presencia de tejido cicutricial en el vitreo v/o retina.La -
mayoria de las veces so regquiere de ciruaia »wara remover 1a mavor

cantidad posible de éste tejido. Este tejido cicatricial necesita

ser retirado ya que se encucentra traccionando la retina o causiin-

do que se repnliegue lo que ocaciona muy baja vi
guera, la mayoria de las veces debido a desprendimientos o desga-
rros retinianos.

Los cambios bioflisicoes que ocurrcen dentro del vitreo en 1a -
edad-avanzada y en las enfermedades atln no estan definidos. La ma-
triz de coligena, mucopolisaciiridos v dcido hialurénico, todos --

ellos componecntes del vitreo, dentro de 61 en una for-

ma dindimica y que, ¢n la muyor

tndividuos, resulta con un

desprendimiento de vitreo posterier, de nrondéstico muy faverable,
mieniras que los menos agracimies cvalucionn ol desprendinicgito -

‘en jorma de cono, ‘1o cu

tarde o temprano de desprendinmilnto de retina,

¢sto que, 1a

¢l desprendimicento posicrior do vite

\—



enfermedades clinicas asi como su tratamiento aportuno.
Estudios rccientes recalizades por Von Sallmann , v después --~

por Moorhead, han usado enzimas como Tripsyna, hialuronidasa y co-

lagenasa, para entender estructura vitrea, asi como usarlas como -

tratamiento en hemorragias vitreas y desprendimientos de membranas.

Los resultados de &stos estudios nus demucstran de o

moranera, --
que es posible liqueficar el vitreo, lastimasr la 1idnina limitante
interna y alterar la estructura de la retina.

En nuestro presente cstudio, nos enfocarewes a la habilidad
de la alfaquimictripsinz para provecar o inducir un DVP, y tal ve:
de ¢sta mancra deducir los parimetros estructurales que rodean 1a
interfase vitrcorretiniana.

“ L : (
AP~Ecedpovest

Para poder entender la accidn de la alfaauimiotrinsina en el

DVP, es indispensable vrimero saber la estructura del vitrco y sus

componentes, a lo cual nos dedicaremos cnnlos préximas cuartillasi

EL ESTADO DE

EL: E1 cuerpo vitrco sc oencucentra es ecstado de acel -

en la mayoria de los animales y onocl !

walln cel es un sistena
s81ido cn el que un pequeiio volumen de s61ido so encucntern disper-

€0 en un volumen, rvelativanente grande, de IGiguido, vor la propic-

dud de rigidez wmecdnicn, v osu o

v osoneriar ol s

reposo. Dicho

cne una vitay no oo

ble ¢n un exeso del

1

s=in destruir

cl cuwr po vitres el




éuent;uﬁ jusLb débajo de ln‘superficie del cuerpo vitreco, junto a
la retina. Be ahi que , se deben de distinguir 1a substancia gel -
en si de &sta capa cortical, la cual, en adicidn a las macromolé-
cuanls, conticnen ¢élulas, Bsta parte del eel, debe de lawarse, -
correctamente, la capa cortical del cuerno vitreco.

La red colierente del vitreco, que forma 1a {nse sélida, estd
compuesta por macromoléculas, las que son responsables de mante-
ner el csta de‘gel. Es conocido desde hace ticmpo, aue si se reti
ra la fase fibrosa del vitreo, se destruye el estado de gel. E1 -

clemento fibrosos del vitreo fuce identificado, nor medio de mi--

croscopfa electrénica y difraccién de rayos X, en 1932 por Malto-

sy , y Gross-.cn 1956, respectivamente, clasificindolas como pro-
teinas de tipo coldgecna.

Para corroborar éste descubrimiento, sc¢ ha visto que las en-
zimas proteoliticas como colagenasa y pensina, que hidrolizuan co-
ldgena, liquefican el gel, mientras que otras enzimas , tambicén -
proteoliticas como tripsina y quimiotripsina, atn cuando hidroli-
zan la coligena no liquicefican cl gel.

El encogimiento por calor del cucrne vitero, nos da mavor evi
dencia de que una proteina de tipo colidgena es la resmonsable de -

fuctu del ael.E1 encosimiento o acortamicente de las fibras

la es

n oner sodio de -

cfectuado por

Wwidén se ha

de coligena t

1wcidn, y por aumentio de la concentracidn de -

ifug

S

fuerzas de cent

icnes hidr
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dolo, ‘es cuando es colocado e¢n soluciones que contengan moléculas
catidnicas, talescomo soluciones catidnicas de pinturas, cloruro
de cctilpiridinium, sulfato protaminico, o hierro coloidal. Esta
disminucién de volumen se acompata de un formacidn de nrecipitado
en la superficie y dentro del gel.Bajo micrescepio de luz se ha i-
dentificado a @stas precipitacioncs como concentraciones de fibri-
na y de la solucidn catidnica que se hayva cimpleado.

El mecanismo de disminucidn de volumen cn el tratamincto del
vitreo con soluciones catidnicas se explica por la interaccidn con-
tre las moléculas catidnicas v el {dcido hialurdnico. Cuando el --
complejo polidcido-catidn se precipita en el espacio interfibrilar,
debido a un agrandamiento de las filamentos de coldgena con las mo-
l1éculas de dcido hialurdnico, la red se colipsa, dando por resulta-
do una disminucién del vélumcn total del cucrpo vitreo.

En resumen: podemos decir que la disminucidn del vitreo ocu--
rre bajo condiciones ecspecificas , y »uede ser cl resultado de uno
de los tres mecanismos siguientes:

a) Cambios en la red formado vor filamentos de coligena ya sea -

por ucortamicnto de sus fibras, o por comnresidn de la red.

b) E1l retiro de 1 {icido hialurdnico del vowplejo red nor medio de
lavadus con agua o solncidn salina o por hidrdlisis entindtica o
cuilquier otro medio de degradacidn.

c) Precipitacidn de dcido hinlurénico can moléculas cntidnicas,

SLONioniELO




incluyendo al dcido hialutdnico, no afectan de gran manera la for-
nacién del gel, desde el punto de vistade mediciones de turhidez, -
Investigaciones posteriores han notado que la gel de coligena for-

mada por moldéculas de alto pesonolecular de dcido hialurdnico tie-

ne ciertas prppicdades diferentes a lus de los controle

El efecto del dcido hialurdnico nucde ser interoretado on tér
minos de estabilizacidén de estos largos polidcidos de la red de ¢
-coligena. E1 dcido hialur 6nico debido a su ulto volumen molecular

, 1llena el espacio entre los filamentos y lasd fibras de los ele-

aentos de la red.

CAPA TISULAR CORTICAL O MEMBRAMA CORTIUVAL: Esta cupa, que incluyve,
pero é;mcsté limitada a la membrana hialoide, mide aproximadamente
100 micras, y cubre a todo el cucrpo vitreo desde la regidn de la -
vzénula hasta teda la parte posterior. Conticne tres (3) elementos -
cestructirales que no son comunes cn otras partes del vitrceo: 1) -
membranas hechas de- fibras de coligena 2) células y 3) una ucunu-

lacidn de proteinas y mucenolisuciridos on cilasnucio interfibrilar,

En contraste, el 1o capa corticnl de la reoeidn retroicntal-l

pocas o no existen las células en los aninales adultos yla concen-

«Wde proteinas u dcido hinlurdénico cs mas bajo.

Schwarz en 19060 denostrd en le o

icresconie clectrénico, on =-

seccidnes congeladas rea que las fihras distribuidas al -




o

.
brimeintos indican que las fibras estin sobrenuestan en vurfus ca-
pas de liminas , que corrcen mis o menos paralelas a la su nerficie

La alta concentracion de dcido hialurdnico y proteinas enn el
espacio interfibrilar de &sta dreca(Bazals 1960), indica que las --

células estdn formadas en una estructura mi

s densa y probablemente
mds rigidaque el resto del gel vitrcee. Se consideran dos posibili-
dadesen ésta capa de tejido cortical: que las células cstin coloca-
das en unsred continua , la cual es mids densa en la superficie dej
gel, o que varias capas Fibrosns‘separun los esnaciso interlamina-

res que ocupan las células.  fstos s

superficie y contiencn dcido hialurdnico en alta conceniracién .-
La membrana fibrosa en la superflicie del gel arriba de las células
es la llamada membrana hialina.

Si sc lava continuamusente al vitreo con agua, se pucede scpa-
rar, con relativa facilidad, la capa superficial. Cuando los gels
se lavan en una membrana de didlisis, e¢n adicidn a las fibras, lus
particulas globulares de varios tamajios son visibles , vor micros-
trdnica, entre lae fibras. Estas particulaes son proba--

blemente macromoléculas las cuales no pudicren scor difundidas a -

travez de la membrana Je didlisis y son retenidas a nivel del gel-

Cuando macromoléculas son difundinsd libremenie fuers del pel

cnuly ¢ on las wicrelotony

o, lus fibras prrecen cstar aco

cnota cual un uhujoro onal so




de ninguna otra varte del vitreo y tratadas de igual manera.lLa apa-
riencia natural de &ésta capa cs scemejante a la de las fascias. La

complejidad estructural y la particularidad funcional dec &sta capa
cortical del cuerpo vitreo, claramente scparan ésta drca del reste
del vitreo y justifican el nombre de "Capa tisular cortical o men-

brana cortical tisular"

PAPEL BIOLOGICO DEL ACIDO HIALURONICO: L1 pupel bioldgico del &-

cido hialurdnico en el espacio intercelular deriva de las siguien_

tes dos carvacteoristicns: a)
a) Es una macromolé&cula, como un poliicido, 1leva una alta carga
cléctrica, lo que resulta en repulsién entre los clementos indivi-

duales de la cadena y al mismo tiempo pvresentado una una  gran s
superficie para interaccidn electroestitica.

b) Como una cadena indepundiente, tiene un gran voluwreen hidrodi-
nimico, y de ahi, un? relativamente baja. concentracién, forma una -
Ted molecular con esnacios definidos entre las cadenas.

21 receonocer estas dus coarecicristicns molugulures fundamen-
tales asi como Jos rcsultados de los csperimentos realizados con
¢1 , nos dan una base para mayor csneculacidn ncerca del roll ----
biolGgico de &ste polidcido en el cspacio intercelular del tejido

concctivo en gneral, y en el cuerpo viirco on rarticular.

TRUCTURA Y Boody 2
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encima del punto donde el espacio ecunado por las moléculas indiv-
viduales se desborda, cl sistema sc describe de mejor muanera por -
la gomyrchcncién de dos redes centrelazadas ; una de ellas repres
sentada por la red de filumentos de coligena y ¢l otro nor red -
molecular continua de dcido hialurdénico. Tal estructura bhicomnues-
ta tione mayor estabilidad meclinica que 1a de las fibras de cold-
gena sélo, como se manifiestapor la teadencia a mantener su volu-
men, ¥ resistir la deformacidn bajo fuerzus compresivas y de ton-
sién. Cuando uno de los componentes, el éc}do hialurdénico, se re-
tira del gel, el efecto estabilizador desaparece, mientras que lés
filamentos de colidgena, bajo fuerzas tensiles y de compresidn, se -
agreguan formando cadenas de fibras largas, lo que resulta cn una --
constriccidn parcial de la red, y formacién simultinea de espacios

deliquido dentro del gel. fiste mecanismo pucede ser la base de los

"ito como formaciones

cambios patolégicos en el cucrpo vitreo , des
de bandas fibrosas y vitreco liquido. .

Segin Fessler en 1957, una inmovilizacidn »narcial del agua, -
ia cual ocurre durante una cadena de interaccicnes friccionales de
las estructurss, las cuales varifan de dimenciones moleculures a €

celulares, es la responsahle de la resistencia elistica o Ta Jefor-

@micidn, y de la integridad mecinica del tejido cencctivo.

© de ocupucidn de es-

Guen o, taios
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no tener uniones fuertes comprobudas, existe la posibilidad de -
que las c8lulas desplazen los filamentos de coligena,

La red continua de¢ dcido hialurénico, que llena los espacios -
entre los elementos de la red, e¢s la estructura resistente princi-
pal que se cncuentra en el csmino de lés c&lulas migratorias. Para
romper &ésta barrera las cdélulas tienen que degradar el dcido hialu-
rénico, lo cual pucde scr por degradacidn enzimitica o por el siste
ma de 8xido reduccién. De ahinque, clicido hialurQnico, que llena -

los espacios entre los filamentos de coligzena, debe ser considerado

como un factor importante en 1a

de cé&lulas.

En conclucidn, se debe enfatizar que la compleja morfologia del

vitreo , tiene un significado funcional quec no s6lo determina la --
naturaleza de el espacio intercelular, sino también influcncia la -
funcidn de las células dentro de @1 o adyacentes. En vitrco no cs
como el tejido celular, ni es un matriz de gel con macromoldédulas -
distribuidas al azar, sino mas bien una combinacién de ambos, que sp
£1¢io fuucivuamicnio ¥ la inierreiacidn con leos te-

jidos-adyacentes, asi como un patrdn de crecimicnto morfogenético.

RAZONAMIENTO:
E1 papel de la traccidn vitres en el desarrollo del desnrendi-

miento de retana. Nescrito primero por Miller on 1958, v c¢xpandido

uis por Leher on

britur del vitreo",

la fore




miento de retina.

Aproximadamente cl 90% dc todos los desprendimeintos retinianos
presentan &stas bandas fibrosas o membranas. Pueden aparecer como -
mombrﬁnus prerretinianas o intravitreas, o cn forma de cono dentro
de la cimara posterior, con su apex en 1z cabeza del nervio &ptico.

s cen el andlisis bioauimico

Se han usado enzimas » roteolitic:
del vitreo, para rcabsorber hemorragias vitreas, narva digerir proli-
feraciones, bandas fibrosas y membranas, asi como para.digerir la -

A\
Zénuls—?£¥s facilitar la extraccién de cutarara en pacicntes jdévenes.

En un estudio llevado a cabo por O"Neall en 1973, sobre los e-
fectos de la collagenasa en vitrco de concjos, didé como rcsultédo -
que la collagenasa rompia la estructura fibrilar normal del vitreo

, asi como también la membrana limietantce interna de la retina, y

alteraciones en las capas superficiales de la retina lo que dio -
"como consiguiente efecto hemorragias nor destruccién de los vasos -
sunerficiales de la retina. '

Estudios posteriores hechos por Nuirez et al ¢n 19 con va-

Hialuronidasa, y Condroitinasa de-

de la liquiefuccién del vitreo, be-
y alteraciones retinianas, y con las dos filtimas, sAlo --

des-

del vitreo sin nnngin resultado positivo

prendimiento ni reabsorcidn de

La alflusaquimiotripsina cs la dnica

1




como la collagenasa, a dosis altas, asi como , en estudios anterior-s,

no se obscrvaron cambios en la cimara anterior ni en las estructuras
extraoculares. Una explicacién a &sto podria ser cn que la collage-
nasa actia al romper la molécula de coldgena c¢n miltiples sitios --
para producir péptidos mids pequeiios, no sélo en la colligena del vi-
treo, $i¥d que es diferente de la coligena de la cdrnea, esclera Y
dermis. Por otro lado, la alfaquimiotri,psina, una enzima proteoli-
tica, también considerada como una endopeptiasa, csto cd, la enzima
que actua cn la mitad de una cadena pentidica, en varios sitios de
la misma, y no s6lo acida en les extremes de la cadena. Esta cenzima
se distingue por su especificidad, ya que s8lo rompe aquellos enla-
ces peptidicos donde el aminoiicido conticene el grupo carbonilo del
cnlace peptidico es de cierto tipo, tales como: L-tirosina, L-fenil-
alanina, L-triptofano, L-metionina o L-leucina. La variacidén en la -
presentacién de &stos aminoiicidos es las proteinas del vitreo en -
comparacién con otros tejidos oculares ez de importancia.

Un dato importante cs c¢l estudio de la alfaquimiotripsina es cl
qud ‘su efecto sc potencializa con EDTA, , y disminuyen los rieczgos
de hemorragias y dafios retinianos.

" TEstos resultados han Jemestrado que es pesihle producir Des-
prendimiento de Vitreco Postelor, lo ave se b desogtrado de ser oun

yrondstico en las cnfey

factor de bucn avges proliferativas tales

1
H

como la retinonatia diakftvica, ane oy Cglos cngos seria nreferi-
Lol m en oot
pranas de Tn o Rt
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vez, muy importante en la ncovascularizacidn del iris.

HIPOTESIS:
Se tratari de- producir Desnrendimiento de Vitreo Posterior, es-
pecificamente, con alfaquiniotripsina, a diferentes ceoncentraciones

con y sin inhibidores, para obrener el Optimo resultado.

HIPOTESIS:
La alfaquimiotrinsina preduce desnrendimiento de Vitreo Psote-
rior, el cual es de bucn prondéstico en las enfermedades prolifcera-

tivas.

OBJETIVOS:

1.- Inyectar en cimara posterior la alfaquimiotripsina en di-
ferentes concentraciones, , con v sin inhibidor esnecifico

2.- Formar 4 grupos dec conejes, con un gruno coutrol.

3.- Observar los cambios en cl vitreo, retina con el lente dc{
Bayadi-Kajiura, asi conme nro oftalnoscopia indirecta, durante un -
periodo de 3 semunas.

4.- Se sucrificarin los concios de los grupes asi {como los -

controles, tras 1o gque s conclenrin loy olios “oer estudinndos

rosceonia deo luz y tenidos con flucre

bajo mic

5

- Comprovar ol pbw Slies Jde micresvonia olocteinica,




se les aplicard la alfaquimiotripsina dela siguiente mancra:
Grupo # 1 Alfaquimiotripsina 15 U.

‘Grupo # 2 Alfaquimiotripsina 30 U.

£

Grupo 3 Alfaquimiotrinpsina 15 U mids inhibidor EDTA & TPCR

e

inhibidor EDTA 6 TPCR

Grupo 4 Alfaquinmiotripsina 30 U
Psra poder inyecctar ]ﬂ:ﬁplhﬁiutripsinn, sc anestesiard a los

conejos por via endovenosa, a trave:z de la vena marginal de la --
oreja, con pentobarbital sddico, diluido con solucidn {fisioldgica .
al 20%, y a dosis respuesta. La inyeccidn seri por medio de @na -

27, d Tmm del Iimbo a la cavidad posterier del vitreo,

para visualizar el procedimiento se usard un lente de contacto pa-
ra vitrectomia y microscopio quirirgico.
Se¢ tomuriin fotos al miswo ticmpo que se estudiard la parte -

posterior del vitreo con el lente de Dyadi-Xujiura. Se efectuarid

revicidén con oftalmoscopia indirvecta, nara valarer el resto de las
estructuras del segmento posterior.Esto sc realizard inmediatamente
después de la inyeccién y con scguimiento diarvio durante un periodo
de i¢res semanas, al tiemvpo en que serin suacrificndos los conejos v
IOQ_EEOS enucleasdes para ser procesades primero en una solucidén de

glutaraldchido durante Z4 hs,; despucs en solucidn de fermaldchido

nor otras 21 bhsg. Sc ospean o de daorolueida de Seonnidenido para ger -

seccionados cn los meridiunsos de lus 3 v las ® hs del relej, de -

manera qgue se lastime ¢l vitreo lo menes pesible. Antes de cortar

Tz seoqunda B SRR ool oliree oo Dloerraeping ol 2T 0w Rg
SUMCrge on DL N sor rll vooretoe e IR TETR I




ilina y eosina, y Pass-Schiff, para ser observados histolbgicamente
con microscopia de luz.
Para provar el desprendimiento de vitreo posterior, los ojos s

serdn procesados trasmicidn de micrescopia electrénica.
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