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RESUMEN

La neovascularizacion es un proceso comun en diversas patologias retinianas;
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) esta implicado en la
regulacion de angiogenesis.

Objetivo: Cuantificar y valorar el grado de neovascularizacion mediante
inmunohistoquimica en un modelo de neovascularizacion retiniana utilizando
VEGF recombinante humano (rhVEGFis5) en conejos.

Previo estudio piloto para establecer la dosis de rhVEGFies a utilizar; se
conformaron 2 grupos de 3 conejos chinchilla cada uno, administrandose en
ojo derecho al primer grupo rhVEGFes) intravitreo via pars plana a dosis de
1.25ug cada tercer dia por 27 dias y vehiculo en el segundo grupo, bajo el
mismo esquema. Para evaluar el efecto se realizé fundoscopia, fotografias de
fondo a color y angiografia retiniana con fluoresceina. Los cambios estudiados
fueron dilatacion de vasos, tortuosidad, exudacion, microaneurismas,
arrosariamiento venoso y neovascularizacion, posterior a dicho estudio se
realizo  enucleacion y se realizaron cortes  histologicos asi como
inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales contra Factor de Von
Willebrant.

Resultados: Con un total de nueve dosis, se constatdé la presencia de
dilatacion de vasos, tortuosidad, microaneurismas, arrosariamiento venoso y
formacion de neovasos en todos los casos del grupo 1, no registrandose
cambio alguno en los casos del grupo control, se observo la presencia de
neovasos en muestras histologicas que fueron positivas a fVW en todos

los casos.



Conclusiones: ElI VEGF es suficiente para producir anormalidades vasculares
comunes en las retinopatias isquémicas. Una vez cesado el estimulo
angiogénico existe una autorregulacion negativa con involucion de la
neovascularizacion, la inmunohistoquimica es un metodo objetivo para
determinar la existencia o no de neovascularizacion.

Palabras clave: rhVEGF165, modelo de neovascularizacion, angiogenesis.

INTRODUCCION:

La neovascularizacion se define como el crecimiento anormal de vasos; la cual
se encuentra en una variedad importante de enfermedades como el cancer, en
algunas enfermedades oculares como el retinoblastoma, la degeneracion
macular, la retinopatia del prematuro, la retinopatia diabética; entre otras.
Muchas han sido las moléculas implicadas con propiedades reguladoras de
angiogenesis como el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de
crecimiento transformante o y 3, factor de crecimiento derivado de hepatocitos,
el factor de necrosis tumoral o, la angiogenina, la interleucina 8 y algunas
eritropoyetinas’.

En los ultimos afos, se ha puesto mayor atencion al factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF; también conocido como factor de permeabilidad
vascular - VPF) o como VEGF-A, una glicoproteina dimérica miembro de la
superfamilia de factores de crecimiento al cual pertenece el factor de
crecimiento derivado de plaquetas, localizado en el cromosoma 6 en el brazo
corto, dicho gen posee 8 exones y 7 intrones %°.

El VEGF posee diversas funciones como incrementar la permeabilidad

microvascular por diversos mecanismos como por vasodilatacion observada in



4 otro mecanismo

vitro y que es resultado del incremento del oxido nitrico
descrito es el incremento en la conduccion hidraulica en los vasos debido a un
incremento del calcio en las células °, ademéas de inducir divisién y migracién
celular en el endotelio, promover el crecimiento de células del endotelio
vascular in vitro de arterias, venas vy linfaticos °, promover la sobreviviencia y
apoptosis mediante la expresion de proteinas antiapoptoticas como el bcl — 2y
bcl- Al en células endoteliales 7, recientes estudios demuestran que el VEGF
estimula la produccién de factor sulfactante en las células alveolares 8. Ademaés
de ser un importante regulador de la angiogenesis durante el desarrollo
embrionario, de tener funciones a nivel del crecimiento esquelético y del
sistema reproductor principalmente a nivel del ovario®, esta implicado en la
angiogenesis patolégica en tumores y enfermedades oculares; tales son los
casos de Diabetes mellitus, oclusibn de la vena central de la retina o
retinopatia del prematuro las cuales tienen como comun denominador isquemia
retiniana. Asi como de promover en modelos animales neovascularizacion > *°
y linfangiogenesis en ratones . Se mencionan 4 isoformas mayores (VEGF
121, 165, 180,206)°. Dentro de estas la VEGF 165 es la isoforma dominante.

La expresion del VEGF esta regulada por ciertos factores, dentro de los
principales la tensién del oxigeno juega un papel importante en la regulacion
de su expresion, una baja tensién de oxigeno induce un incremento en la
expresion de RNA mensajero de VEGF % Las funciones del VEGF estan
mediadas por receptores presentes en la superficie celular transmembranales y
que pertenecen al tipo de tirosin cinasa (RTKSs) los cuales son: VEGFR -1 ( Flt
—1), VEGFR- 2 ( KDR / Flk -1) estos dos expresados unicamente en las células

del endotelio vascular y los cuales difieren en las propiedades al ser activados.



Otros tipos de receptores han sido descritos como el VEGFR -3 (Flt-4) el cual
es expresado en el endotelio de los vasos linfaticos y del endotelio vascular y el
receptor de neuropilina ( NRP — 1 ) el cual es expresado en el endotelio
vascular y en las neuronas'?. Estos dos Ultimos a pesar de interactuar con el
VEGF son considerados como correceptores. La activacion de dichos
receptores se da mediante la union del VEGF a su receptor con lo que se
provoca la dimerizacion y la autofosforilacion en la parte intracelular del
receptor y la activacion de las proteinas. Dentro de las acciones de los
diferentes receptores se ha postulado que el principal involucrado en el efecto
de angiogenesis es el VEGFR- 2, mientras que el VEGFR- 1 es utilizado por
macréfagos y monocitos dentro de funciones normales del sistema inmune®**°.
Se han descrito modelos de neovascularizacion retiniana como el uso de
estreptozotocina intraperitoneal para producir dafio en las células [ del
pancreas resultando en una diabetes secundaria, hiperoxia-normoxia
simulando un modelo de retinopatia del prematuro, el uso de un adenovirus
recombinante binario asociado con VEGF bajo el control de un promotor
humano del citomegalovirus y el uso de VEGF intravitreo para estimular
angiogenesis, entre otros %19,

El presente estudio tiene como objetivo el determinar si la administraciéon
intravitrea de VEGF65 recombinante humano (rhVEGF165) en conejos, es
capaz de producir neovascularizacion retiniana y de desencadenar la ruptura
de la barrera hematorretiniana. Ademas de estandarizar el nUmero e intervalo
de inyecciones intravitreas requeridas de VEGF 3165 recombinante humano,

para la generacion del mismo. Cuantificar y verificar mediante

inmunohistoquimica la presencia de neovascularizacion.



MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:

¢ Prospectivo, experimental.

Variables:

¢ Neovascularizacioén retiniana.

¢ Positividad a inmunohistoquimica

Criterios de Inclusion.

¢ Conejos sin alteraciones oculares.

Criterios de exclusion.

¢ Presencia de alteraciones oculares en conejos.

Analisis estadistico.

+ Calculo de Riesgo relativo

¢ Tamafio de la muestra: 6 conejos divididos en 2 grupos.
1. Tratados con VEGF recombinante

2. Tratados con Solucién balanceada



METODOLOGIA

Estudios iniciales y de seguimiento
Biomicroscopia AP
Fundoscopia "L
Fotos clinicas
FAG

Inyeccion los dias:

0-3-6-9-12-15-18-21-24-27 '1 0

6 conejos

OD: VEGF 1.25 ug/100ul *

Ol: solucién salina balanceada

Estudios los dias:
""Basal’| 10dosis fasemana’ 2a Semana
Sin VEGF  Sin VEGF

Cortes histolégicos (hematoxilina y eosina)
Inmunohistoquimica (anticuerpo policional anti WVF)




RESULTADOS

Se estudiaron 6 conejos machos a los cuales se les inyecto intravitrea via pars
plana en el ojo derecho VEGF a una dosis de 1.25 mg/100ml y en el ojo
izquierdo 1.25 de solucion salina balanceada. Se realizo exploracion mediante
Fluorangiografia al cumplir 10 dosis a la lera semana y a la 2da semanas,
Posterior a esto se enuclearon ambos ojos: y se realizaron cortes histologicos
con tincion de hemotoxilina y eosina e inmunohistoquimica con anticuerpo
policlonal anti-factor de Von Willebrand.

DISTRIBUCION POR GRUPO
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Figura 1. Promedio de vasos mm 2 enlos conejos tratados con VEGF

y los conejos tratados con solucion balanceada.



Analisis Estadistico

Se obtuvo un riesgo relativo de 280 % mas de desarrollar neovascularizacion
en los conejos que fueron tratados con VEGF(165) que los tratados con

solucién salina balanceada.

CONTROL VEGF rh (165)

Sa rs (

Inmunohistoquimica

Inmunohistoguimica

10x RGNS 40x

Figura 1. Cortes Histologicos con aumento 100xy 10 x en muestras

negativas y positivas a Inmunohistiquimica.



Figura 2. Corte Histologico con aumento 100x en muestras positivas a la
Inmunohistiquimica contra Factor de VW.

Figura 3 . Corte Histologico con aumento 100x en muestras positivas a la

Inmunohistiquimica contra Factor de VW.



Figura 4 . Corte Histologico con aumento 100x con inmersién en muestra
positiva a la Inmunohistiquimica contra Factor de VW, donde podemos

apreciar neovascularizacion retiniana.

Se observaron cambios vasculares en todos los conejos tratados con

VEGF (165), mediante Fluorangiografia y Funduscopia.

Figura 5. Funduscopia de conejo control en el cual se aprecian las estructuras
normales.



Figura 6. Fluorangiografia de conejo tratado con VEGF en el cual se aprecian datos

de Fugay formacion de asas vasculares.

Figura 7. Fluorangiografia de conejo tratado con VEGF en el cual se aprecian datos

de Fuga minimos y formacion de asas vasculares



CONTROL 10 DOSIS 1° SEMANA 22 SEMANA
B

Figura 8. Comparativo de Funduscopia y Fluorangiografia en las diferentes
revisiones en dondo podemos ver los cambios inducidos en los conejos tratado con
VEGF .



Conclusiones.

- El VEGF es suficiente y necesario para la formacion de neovascularizacion

- Respuesta a estimulos angiogenicos no es lineal; es variable y nunca es

igual y en el mismo grado.

- Una vez retirado el estimulo angiogénico los reguladores negativos

enddgenos son capaces de frenar la angiogénesis

- La Inmunohistoquimica nos permite cuantificar el grado de angiogenésis de

una manera objetiva y su localizacién.
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