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INTRODUCCION

Los padecimientos oftalmolégicos como degeneracidn macular relacionada con la
edad (DMRE), retinopatia diabética y retinopatia del prematuro son
caracterizadas por la formacion anormal de nuevos vasos de capilares
preexistentes, causando la pérdida de la visidén por la formacién de una membrana
fibrovascular, hemorragia vitrea y desprendimiento de retina o de células del
epitelio pigmentado (1). En la patogénesis de neovascularizaciéon (NVC) se han
identificado varios factores de crecimiento angiogénicos y antiangiogénicos ( PRL
16 Kd, PEDF, integrinas NF-kB) distribuidos en las diferentes capas celulares de
la corio-retina y en humor vitreo (2-6). El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) es la molécula angiogénica mas importante porque es la principal
formadora de NVC. Este factor es una proteina mitogena de 46 kDa cuyo gen es
procesado alternativamente formando variantes de la proteina codificada, se ha
visto expresada en diferentes tipos de células endoteliales (5).

Aunado a lo anterior se han descrito modelos donde la inyeccidén subretininana de
vectores que codifican para VEGF inducen una neovascularizacion coroidea
(7-8).

El bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea todas las isoformas del

VEGF (9).



Bevacizumab ha sido utilizado previamente para otros procesos de
neovascularizacion en nuestra institucion como en membranas neovasculares,
degeneracion macular relacionada a la edad humeda, retinopatia diabética entre
otros mostrando eficacia y seguridad en los pacientes (9-12).

La rapamicina es un macrolido con potente actividad antimicrobiana, antitumoral
y antiangiogénica (13-14). Sus propiedades antiangiogénicas se deben a la
regulacion a la baja del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (13-14).
Este es el primer estudio experimental donde se compara la asociacion de
rapamicina y bevacizumab intravitreos contra solo bevacizumab cuantificando y
comparando su efecto sobre los niveles de expresion del VEGF.

Por lo que es importante utilizar nuevas terapias farmacoldgicas que demuestren
la inhibicion de factores angiogénicos (VEGF) como lo es el bevacizumab y la

rapamicina.



Resumen

Objetivo: Valorar la seguridad y eficacia de la rapamicina intravitrea. Comparar el
efecto de la rapamicina intravitrea con el bevacizumab sobre los niveles de
expresion del VEGF.

Métodos: Doce ojos de cerdos fueron incluidos. Se les indujo neovascularizacion
mediante laser de argdn. Los ojos se dividieron en 4 grupos. En el grupo A se le
inyectdé de forma intravitrea solucion salina balanceada, en el B se inyectd
rapamicina, en el C bevacizumab y en el D tanto rapamicina como bevacizumab
combinados.

Resultados: Una disminucién en el VEGF fue observada en el grupo B, Cy D. La
reduccion mayor fue observada en el grupo D. No se encontrd dafio histolégico en
todos los grupos.

Conclusiones: La rapamicina es segura y no causa alteraciones estructurales en
la retina. El bevacizumab supera la accion de la rapamicina sobre los niveles de
expresion del VEGF. La combinacion de rapamicina y bevacizumab superan a la

accion del bevacizumab.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El bevacizumab intravitreo y la rapamicina son medicamentos relativamente
nuevos para uso ocular. Actua contra el VEGF inhibiendo su accion, sin embargo
no sabemos con exactitud el efecto de este factor (VEGF) en la fisiologia del ojo y
si al ser el bevacizumab no selectivo pudieramos estar causando mayor dafo

histoldgico en la retina.

La retinopatia diabética tiene una alta prevalencia en México (10,2 de la
poblacion) y constituye la principal causa de ceguera en pacientes de 20 — 74
anos. La diabetes causa un ambiente de hipoxia y en pacientes con retinopatia
diabética proliferativa se han demostrado niveles elevados de factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF).

Es por esta razén que intentamos evaluar el efecto que tiene la rapamicina y el

bevacizumab sobre el VEGF.



MARCO TEORICO

SINTESIS DEL PROYECTO

El objetivo del estudio consiste en evaluar los efectos que tienen la rapamicina y el
bevacizumab intravitreos sobre los niveles de expresion del VEGF en un modelo
porcino de neovascularizacién coroidea y valorar ademas si existen o no dafios a

nivel estructural para la retina.



ANTECEDENTES

El bevacizumab intravitreo es un anticuerpo monoclonal que actua contra el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) evitando su union a los receptores
(1 y 2) que se encuentran en la superficie de las células endoteliales, inhibiendo
de esta manera la accion del VEGF y disminuyendo o neutralizando la
neovascularizacion.  No es selectivo, y actua contra todas las isoformas del
VEGF.

La eficacia del bevacizumab ha sido comprobada en diversos estudios tanto
experimentales como clinicos (9-12).

La rapamicina es un macrolido con potente actividad antimicrobiana, antitumoral
y antiangiogénica. Sus propiedades antiangiogénicas se deben a la regulacion a la

baja del factor de crecimiento endotelial vascular (13).

Guba y colaboradores demostraron que la rapamicina inhibe el crecimiento de
tumores primarios y metastaticos mediante la reduccion de la accion del VEGF

(14).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar el efecto que tiene sobre la expresion del VEGF la rapamicina y el

bevacizumab.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Crear una membrana neovascular en porcinos mediante la aplicacion de
laser de argon.

2- Comparar los niveles de expresion de VEGF posteriores a la aplicacion
intravitrea de bevacizumab y rapamicina en un modelo porcino de
neovascularizacion coroidea.

3- Evaluar si existen o no cambios histologicos en la retina con aplicacion de

bevacizumab y rapamicina intravitreas.



HIPOTESIS

Mediante el uso de laser de argdn es posible crear una membrana neovascular
en un modelo porcino en la cual se pueden realizar mediciones de los niveles
de expresion de VEGF posteriores a la inyeccion intravitrea de bevacizumab y

rapamicina.




JUSTIFICACION

La retinopatia diabética tiene una alta prevalencia en México (10,2 de la
poblacién) y constituye la principal causa de ceguera en pacientes de 20 — 74
afios. La diabetes causa un ambiente de hipoxia y en pacientes con retinopatia

diabética proliferativa se han demostrado niveles elevados de VEGF.

El bevacizumab intravitreo es un medicamento relativamente nuevo para uso
ocular. Actua contra el VEGF inhibiendo su accion, sin embargo no sabemos con

exactitud el efecto de este factor (VEGF) en la fisiologia del ojo.




La rapamicina es un macrolido que no se ha utilizado previamente de forma
intravitrea. No existen reportes previos en la literatura entre la relacion de

rapamicina y VEGF en el ojo.




MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron doce ojos de doce cerdos raza Landras de 10 kilogramos.

Se formaron 4 grupos (A,B,C,D). A todos los grupos se les colocaron 3 gotas de
tropicamida mas fenilefrina (una cada 10 minutos).

Ulteriormente en midriasis todos los grupos se les indujo neovascularizacion en el
ojo derecho mediante la aplicacién de laser de argén (ALCON R) utilizando 30
disparos de 1.5 W con un diametro del spot de 55 micras y duracion de 0.300
mseg superiores a la arcada temporal superior; todo lo anterior con lente de
amplificacién (Transecuator VOLK R). Las membranas fueron observadas 5 dias
posteriores a la aplicacion del laser ademas de documentadas mediante fotos

clinicas y angiografia con fluoresceina.

Inyecciones

Posterior a la realizacion de la membrana neovascular los porcinos fueron

anestesiados mediante la aplicacion de ketamina al 0.1% a la dosis de 1 mcg/kg.



Anestesiados los cerdos se procedio a inyectar el grupo A (n=3) previa asepsia y
antisepsia con yodopovidona al 10% un volumen de 0.1 ml de solucién salina
balanceada de forma intravitrea, al grupo B se le aplicé 0.1ml de rapacimicina
(concentracion 1mg/ml).

En el grupo C 0.1 ml de bevacizumab intravitreo (concentracion 2.25mg/ml).
Finalmente al grupo D se le aplicaron el bevacizumab y la rapamicina a las dosis

previamente descritas.

Enucleacion

Se enuclearon los ojos de cada grupo al dia 21 respectivamente y el vitreo fue

congelado a -70 grados centigrados para la realizacién de estudios moleculares.

Las retinas se fijaron en formaldehido para su posterior analisis histopatolégico y

evaluar toxicidad.

Niveles de VEGF en tejido

Los niveles de VEGF fueron cuantificados mediante el estudio RT-PCR previa

fijacion en un estabilizador de RNA y congelados a -70 grados centigrados. Los

niveles de expresion de VEGF se determinaron mediante regresion lineal.

Patologia
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Posterior a la enucleacién las retinas fueron fijadas en paraformaldehido al 4%,
posteriormente conservadas en parafina y se realizaron secciones de 10 micras,
posteriormente se les colocd en Triton X 0.05% y PBS por 40 minutos para su

posterior realizacién de tinciones con hematoxilina y eosina.
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RESULTADOS

Una vez realizado el estudio histologico no se observdo ninguna alteraciéon
estructural en las retinas de los porcinos inyectados con solucion salina (grupo A),
rapamicina (grupo C), bevacizumab (grupo D) o la combinacion de ambos

farmacos (grupo D).



En cuanto a los niveles de expresion del VEGF los cuales podemos observar en la
grafica de barras observamos el nivel mas alto de expresion en el grupo control
(240 pm/ml). El grupo inyectado con bevacizumab (grupo C 100 pm/ml) superé al
grupo inyectado con rapamicina (grupo B 186 pm/ml)). Los niveles inferiores de
expresion del VEGF fueron encontrados en los porcinos inyectados con

rapamicina y bevacizumab (grupo D 70 pm/ml).
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DISCUSION

En el presente estudio se demuestra por primera vez como los niveles de
expresion de VEGF son afectados mediante la combinacién de rapamicina y
bevacizumab intravitreos. Ademas comprobamos de una forma objetiva que la
rapamicina no es toxica de forma estructural para la retina mediante cortes con
tinciones de hematoxilina y eosina.

Diversos tratamientos han sido sugeridos para el manejo de la neovascularizacién
coroidea. Recientemente los anticuerpos contra el VEGF han adquirido
importancia significativa en los procesos que interfieren en la angiogénesis (9). La
eficacia del bevacizumab ha sido comprobada en diversos estudios tanto
experimentales como clinicos (9-12).

Dentro de los tratamientos que involucran el proceso de la angiogénesis se ha
descrito el uso de agentes macrolidos como la rapamicina (13).

Guba y colaboradores demostraron que la rapamicina inhibe el crecimiento de
tumores primarios y metastaticos mediante la reduccion de la accion del VEGF
(14).

En nuestro estudio observamos que el efecto de la rapamicina a la dosis utilizada

no supero el efecto del bevacizumab.
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El uso de la combinacion supero el efecto del bevacizumab; esto probablemente
debido al mecanismo de accién de ambos farmacos, por un lado la inhibicion a
nivel del receptor del bevacizumab y por otro lado la inhibicidn a nivel intracelular a
nivel del mMTOR de la rapamicina.

La menor inhibicion de la expresion de VEGF por la rapamicina podria ser
explicada en nuestro estudio debido a una dosis insuficiente del farmaco o bien
una falta de difusién del mismo hacia el tejido retiniano y coroideo.

Diversos estudios deberan ser realizados para comprobar la eficacia de la
rapamicina en unidosis o en combinacidén con otros farmacos; no obstante nuestro

estudio es el primero en compararla y combinarla con el bevacizumab.
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CONCLUSIONES

El modelo porcino de neovascularizacion coroidea es efectivo para la medicion de
los niveles de VEGF.

La rapamicina no es tdxica a nivel estructural para la retina en unidosis o en
combinacién con el bevacizumab.

El bevacizumab en unidosis es superior a la rapamicina en la inhibicion del VEGF;
no obstante la combinacion de estos dos farmacos logra una mayor inhibicion del

VEGF cuando lo comparamos con el efecto del bevacizumab.
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