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INTRODUCCION.

La doxiciclina (a-6 deoxy-5-hydroxytetraciclina)  es un antibiético de amplio

espectro que inhibe la subunidad 30 del RNA ribosomal.

La formula estructural es:

CONH:
HCLYC,HsOH.44H,0

y tiene un peso molecular de 512.9.

Es un polvo amarillento cristalino soluble en agua y en soluciones de carbonato e hidroxilo.
Tiene un alto grado de solubilidad lipidica y baja afinidad para unirse al calcio. Es muy

estable en el suero humano. @

Es utilizado ampliamente para infecciones causadas por microorganismos Gram negativos
y Gram positivos. Su actividad es bacteriostatica y es altamente efectivo contra muchos
microorganismos incluyendo Estafilococo aureus, Estreptococcus aeurus, Estreptococo

pyogenes, Bacillus anthracis y Yersinia pestis.

La doxiciclina pertenece a la familia de las tetraciclinas, las cuales han demostrado tener

otras acciones bioldgicas independientes a los efectos antibiéticos. @



La doxiciclina inhibe phorbol-12 myristato -13 acetato inducido por metaloproteinasas de
la matriz extracelular 8 y 9 (MMP 8 y MMP 9) en las células endoteliales humanas®

Es importante mencionar que Francoeur C y colaboradores realizaron el primer reporte de
apoptosis y células mediadoras de la misma donde demuestran que la produccion de
laminina podria estar directamente modulada por citocinas pro-inflamatoria IL -1 e IL -

6 asi como TNF a en células epiteliales intestinales humanas

Las citocinas ejercen una funcion moderada en la produccion de laminina 5y 10
en celulas epiteliales normales; asi mismo se observo que la secrecion de TNF-o e IFN -y
actuaban de manera sinérgica para inducir apoptosis; combinaciones similares se han
reportado en multiples modelos de células epiteliales intestinales en busqueda de secrecion
especifica de citocinas, inhibicidn de crecimiento celular, alteracion en la propiedades de la
barrera epitelial, asi como la adquisicion de susceptibilidad a la apoptosis inducida por Fas.
En este sentido, blogueando la via de las caspasas 1y 3 con inhibidores especificos llevd

a una completa inhibicion de apoptosis mediada por TNF-o e IFN-y @

Citocinas proinflamatorias que inducen MMPs

Ademas el TNF-a induce metaloproteinasas, en particular MMP-2 y MMP-9, Séguin CA et
al , reportd las vias de transduccion in Vitro de como TNF —o induce actividad de
MMP’s en el nicleo pulposo de bovinos. Ya que esta reportado que las MMP’s sobretodo
MMP -2 estd implicada en la progresion de enfermedad degenerativa de discos

intervertebrales asi como induccion de neovascularizacion: ©



Las Metaloproteinasas son caracterizadas por la habilidad de degradar componentes de la
matriz extracelular, ésta familia incluye 25 miembros que juegan un papel importante en la

remodelacion de tejido, angiogeénesis y morfogénesis.

También se sabe que la MMP-2 y la MMP 9 inducen apoptosis; en estudios hechos en
médula espinal inhibiendo a ambas MMP se observa una disminucién en la apoptosis y se
reporta la importancia de esto como un metodo terapéutico en pacientes con trauma de la

médula espinal para evitar la apoptosis de la misma. ©

Los métodos posibles de inhibicion reportados son:

— Incremento de los niveles de inhibidores de tejido especifico (TIMP) con la
administracion exdgena de TIMP recombinante o por estimulacion de su produccién

local a través de terapia genética.

— Administracion de inhibidores sintéticos.

— Reduccidn de la producciéon de MMP.

Inhibidores tisulares de las MMP

Los trabajos con TIMP se han realizado en modelos animales y cultivo in vitro de células
de vasos sanguineos humanos, y estan especialmente relacionados con la hiperplasia

neointimal, ateroesclerosis y formacidn de aneurismas.

Sin embargo, la extrapolacion de los beneficios obtenidos en esos estudios a los seres
humanos es compleja, ya que los TIMP administrados de forma exdgena podrian

metabolizarse y desnaturalizarse con una penetracion tisular minima en el sitio donde han



de actuar. Por tanto, el tratamiento tendria que ser en forma de liberacién tisular local o

mediante terapia genética.

Inhibidores sintéticos de las MMP

Entre ellos se han investigado los péptidos batimastat y marimastat. EI batimastat es un
inhibidor de amplio espectro de las MMP que ha mostrado resultados prometedores en la
limitacién del crecimiento de aneurismas en modelos experimentales, aunque su empleo a
largo plazo se ve limitado por su falta de biodisponibilidad via oral. EI marimastat, de
segunda generacion, si es activo por via oral. Sin embargo, posee un 30% de efectos
secundarios a nivel mauasculo esquelético, aunque se ha estudiado en modelos
experimentales humanos de hiperplasia en la intima y aneurismas con resultados

alentadores.

Por ultimo, se estan ensayando inhibidores especificos, entre ellos de la MMP-2 y la MMP-

9, cuyos resultados aun se desconocen en las enfermedades vasculares.

Tetraciclinas

A este grupo farmacologico pertenece la doxiciclina, que, ademas de su accion
antibacteriana, es un potente inhibidor no especifico de las MMP. Trabajos realizados in
vitro han puesto de manifiesto que este farmaco disminuye la hiperplasia en la capa intima
en un modelo realizado con cultivo de vena humana, al igual que previene la degeneracion

aneurismatica de la aorta abdominal en la rata.



Por otra parte, se ha demostrado que la administracion de tetraciclina previa a la
intervencion quirurgica del aneurisma no sélo penetra rapidamente en la pared arterial, sino
que ademas disminuye de modo significativo la expresion de MMP-2 y MMP-9 en los

mMismos.

La actividad de ellas estd regulada principalmente a nivel transcripcional a través de
inhibidores de metaloproteinasas, la disrupcidn en ésta regulacion involucra la patogénesis
de artritis, arterioesclerosis, fibrosis, neoplasias, metastasis, vasculitis y procesos

inflamatorios.ojo seco. ¥

La doxiciclina disminuye la degradacion de elastina y reduce la actividad de MMP-8

y MMP -9. Recientemente se descubrid que esta tetraciclina inhibe la produccién de IL -1
en cultivo de células epiteliales cornéales tratadas con lipopolisacarido, encontrando un
efecto similar a los corticoesteroides. In vivo, la Doxiciclina protege a ratones de
endotoxemia letal por que produce una disminucion en la produccion de citocinas
derivadas de leucocitos sanguineos por inhibicion en la produccién de IL -1, IL -6 TNF a

y el IFNy. @

Multiples mecanismos moleculares transcripcionales y postranscipcionales estan
involucrados en los efectos antiinflamatorios de la doxiciclina. La supresion de citocinas
pro-inflamatorias puede involucrar menor activacion de la via de la proteina cinasa C
(PKC). La dosis inhibitoria reportada es de 10-15 micro molar; la cual reduce colagenasa,
gelatinasa y otras metaloproteinasas in Vitro la cual es comparable y mayor a la

concentracion en suero posterior a 200 mg via oral diarios; estudios clinicos indican que



ésta dosis es suficiente para reducir la actividad de colagenasas y gelatinasa en extractos de

cartilago humano osteoartritico ex vivo.

Una dosis subantimicrobiana de doxiciclina 20 mg dos veces al dia ha demostrado

inhibir la actividad de colagenasa en fluido gingival. ®

Asi mismo se recomienda en pacientes con patologias oculares, como lo son: erosiones
epiteliales recurrentes, rosacea, meibomitis, queratitis sicca, en éste tltimo se le atribuye la

inhibicion de MMP e IL -1 en la pelicula lagrimal. ©

Es importante resaltar que ellos sugieren que la fuente de MMPs y citocinas

proinflamatorias radica en los neutréfilos presentes en la pelicula lagrimal. @

En el 2005 Xiao QG et al , hicieron un estudio en China donde evaluaron los efectos de
doxiciclina en la regulacion de moléculas de adhesion (ICAM -1, CD54), interleucina 1 j,
antigeno leucocitario humano (HLA-DR) y apoptosis en células epiteliales conjuntivales ,
midieron por citometria de flujo y analisis de western Blot la concentracién de CD 54 ,
HLA-DR, IL 1 B, la apoptosis fue valorada por citometria de flujo en el cultivo de ceélulas
epiteliales conjuntivales tratadas por 72 hrs. Concluyeron que la doxiciclina inhibe la
expresion de citocinas inflamatorias y proponen que ésta tetraciclina puede ser un farmaco

potente para el tratamiento de enfermedades de la superficie ocular. ?



Apoptosis

Apoptosis significa “caida a lo profundo”, es causa de muerte programada de la célula, en
la actualidad se le denomina muerte inducida por activacion y se le ha reconocido
importante en la regulacion de procesos fisiologicos y patoldgicos entre ellos:
destruccion programada de la célula durante la embriogénesis como ocurre en la
implantacion, organogenesis e involucion del desarrollo; involucién fisioldgica dependiente
de hormonas, como el endometrio durante el ciclo menstrual; pérdida de células en
poblaciones proliferantes como el epitelio de las criptas intestinales o la muerte de células
tumorales y la pérdida de células T autorreactivas en el timo; muerte celular de los

linfocitos privados de citocina o muerte celular inducida por células T citotéxicas

Existen tres familias de genes y sus productos importantes en la induccién y control de
apoptosis uno de ellos se centra en la sintesis, activacion o ambas de algunas proteasas
citosolicas. Esta induccion o activacion se puede desencadenar por diferentes estimulos
como eliminacion de factores de crecimiento, receptores especificos de muerte celular,
como FAS el cual forma parte de una familia de receptores de muerte celular programada
como los receptores para TNF a. Otra familia es del gen bcl -2 y por Gltimo la familia de

las caspasas®?

La activacion inicial en una o mas enzimas ampliamente especificas puede iniciar una
cascada de activacion de otras proteasas que terminan en muerte celular. La activacion de
estas endonucleasas producen la fragmentacién caracteristica del DNA y los cambios en el

volumen y la forma de la célula pueden atribuirse al desdoblamiento del citoesqueleto.



Por ultimo la fagocitosis de corpusculos apoptosicos se facilita por receptores especificos

situados en los macrdfagos o células parenquimatosas sanas adyacentes.

De manera habitual la apoptosis implica células unicas o grupo de células que aparecen en
cortes tefiidos con Hematoxilina y Eosina en forma de masas redondas u ovales con
citoplasma intensamente eosinofilico. La cromatina nuclear se condensa y agrega en la
periferia, por debajo de la membrana nuclear, en masas bien delimitadas de diferentes
formas y tamafios, por Gltimo ocurre la cariorrexis lo que se refleja como fragmentacion

del DNA en pedazos del tamafio de nucleosomas.

Las células se arrugan rapidamente y forman yemas citoplasmicas y fragmentos en
corpusculos apoptosicos compuestos de vesiculas unidas a la membrana de citosol y de los

organelos. Los fragmentos son expulsados con rapidez y fagocitados. @V

Uno de los primeros trastornos secundarios a la apoptosis es la translocacion de la
porcion interna de la membrana fosfolipidica fosfatidilserina (PS) a la porcién externa de
la membrana plasmatica, esto expone a PS al espacio extracelular y permite que se una
con la Anexina V, la cual es una molécula Calcio dependiente de 35-36 kDa, Yy tiene gran
afinidad a la PS. Esta translocacion antecede procesos como pérdida de la integridad
plasmaética, fragmentacion del DNA y condensacion de cromatina. La Anexina-V puede ser
conjugada con un fluorocromo como isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), aloficocianina (APC), ficoeritrina-cychrome 5 (Cy5 o Cy5.5) y posteriormente se
puede utilizar en citometria de flujo para identificar en las células los estadios tempranos

de la apoptosis.



La translocacion de PS también sucede durante el proceso de necrosis; por lo tanto la
Anexina-V no es un marcador absoluto de apoptosis, por lo que se tiene que utilizar junto
con tinciones vitales como el 7 amino actinomicina, o loduro de Propidio. Este ultimo se
une a los acidos nucleicos, pero solo puede penetrar a la membrana plasmatica cuando la
integridad membranal esta alterada, asi como ocurre en los estadios tardios de apoptosis o

necrosis.

Viabilidad celular: cuando las células son negativas para Anexina-V y para las tinciones

con yoduro de propidio. Significa integridad en membrana celular.

Apoptosis temprana: son las células Anexina-V positivas y tincion vital negativa, ya hay

translocacion de membrana pero hay integridad.

Apoptosis tardia o necrosis: Son las celulas positivas para Anexina-V y tinciones vitales,

tienen translocacion membrana y pérdida de la integridad de la membrana plasmatica . “®

Apoptosis
(Programmed Cell Death)

o

i
“o __i. &, Membrane Blebbing
\“‘“ Al

Normal cell Cell shrinkage

’ ”E o Chromatin Condensation
O ﬁ/

Apoptotic Body RN i

Lysis of - Formation &
Apoptotic . o g - .
P B?odies o =R u(ilear Collaps.e
20w fa Continued Blebbing




Planteamiento del problema

Se sabe que las tetraciclinas como la minociclina y Doxiciclina inhiben la apoptosis
inducida por metaloproteinasas y citocinas proinflamatorias (IL-1 , IL -6, TNF-a.) en
células de sangre periférica, sin embargo se desconoce si la Doxiciclina tiene la capacidad
de inhibir la produccion de citocinas pro inflamatorias asi como la apoptosis inducida en el

células conjuntivales epiteliales



Justificacion del estudio

Valorar los efectos anti-inflamatorios (inhibicion de citocinas anti-inflamatorias) y anti-
apoptoticos de la doxiciclina en células conjuntivales para proponer su uso topico en

pacientes.

Hipotesis

Las células conjuntivales tratadas con doxiciclina resistiran la apoptosis inducida por el

activador policlonal y disminuird la sintesis de IL-1p y TNF-a.

Objetivo General

1. Determinar los efectos anti-apoptéticos y anti-inflamatorios de la doxiciclina en células

epiteliales derivadas de explantes conjuntivales in Vitro.



Objetivos particulares

1. Establecer cultivo primario de células derivadas de explantes conjuntivales.

2. Determinar las caracteristicas morfoldgicas con microscopia de contraste de fase en
células tratadas y no tratadas con doxiciclina y en presencia de un activador de
PKC.

3. Determinar la expresion de moléculas relacionadas a apoptosis/necrosis celular
(Anexina-V, loduro de Propidio) por citometria de flujo en células tratadas y no
tratadas con doxiciclina y en presencia de un activador de PKC.

4. Determinar la concentracion de citocinas proinflamatorias (IL-1p y TNF-a) en
células tratadas y no tratadas con doxiciclina y en presencia de un activador de

PKC.



MATERIAL Y METODOS.

Placas de cultivo celular (Costar, Corning, NY, USA); tubos cénicos de 1.5ml
(Eppendorf, Hamburg, Germany); medio DMEM (Dulbecco modified Eagle medium),
KSFM (keratinocyte serum free medium), suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
USA); anfotericina B, tripsina/EDTA (Sigma, St. Louis Missouri, USA); ; microscopia de
contrastes de fases invertida (Axiovert; Carl Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany;
incubadora (Forma Scientific, Inc., OH, USA); cadmara de Neubauer (Bright Line, Buffalo,
NY, USA); citdmetro de flujo (Becton Dickinson, USA). Penicilina /Strepto 1 pg (Sigma
St. Louis Missouri, USA) anexina-V/ioduro de propidio (Serotec, Oxford UK) ,Kit ELISA

para IL-1B y TNF-a (Minneapolis, USA).

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

Se obtuvieron 24 muestras de conjuntiva de pacientes de la Fundacién Hospital
“Nuestra Sefiora de la Luz”, sin importar sexo o edad, que fueron sometidos a cirugia de
pterigion o catarata. Se excluyeron aquellos pacientes que padecieran cualquier enfermedad

de superficie ocular que involucrara el area de toma de la muestra.

Descripcion de la técnica quirdrgica. Bajo anestesia local o topica y con técnica estéril se
disecaron fragmentos libres de Tenon, de 1 x 2 mm aproximadamente de la conjuntiva

bulbar superior, aproximadamente a 10-15 mm del limbo.



Manejo de la muestra conjuntival. Para su transportacion se depositd la muestra en un
franco estéril con solucidn salina 0 medio de cultivo KSFM y se mantuvo a 4°C, por un

periodo no mayor de 5 h hasta su procesamiento con técnica esteéril.

Cultivos celulares. La muestra de conjuntiva fue procesada bajo condiciones estériles en
campana de flujo laminar. Se tomo un fragmento de 1x1 aproximadamente y se colocé de
forma extendida en cajas de 96 pozos de cultivo, dejando reposar el tejido de 15 a 30
segundos para permitir su fijacion. Se agreg6 20 ul de suero fetal bovino durante 24h a
370C en un ambiente de 5% CO2. Al terminar el tiempo de incubacién se agregd 80l de

suero y 100l DMEM.

Cambiandose de medio cada tercer dia hasta observar el crecimiento celular
microscopicamente con una confluencia aproximada del 80% en ese momento se cambio el
medio por KSFM suplementado con insulina (5ul/ml), hidrocortisona (0.05 pl), extracto de
pituitaria bovina (4.5 pl/ml), factor de crecimiento epitelial humano (0.14ul/ml), con
Penicilina 1 U /Strepto 1 pg y Anfotericina B (1.25ug/ml) y se quitd el explante tisular
reutilizados en otros pozos. Las células asi obtenidas crecieron hasta una confluencia de

80% en KSFM vy evaluadas para apoptosis y produccion de citocinas pro inflamatorias.

Obtencidon de las células epiteliales derivadas de explantes conjuntivales. Para la
obtencion de las células se empled tripsina-EDTA 0.25/0.03 % hasta observar la
disgregacion celular con microscopio invertido. La reaccion enzimatica se detuvo con

suero fetal bovino.



Activacion celular. Antes de su activacion las celulas fueron llevadas a GO afadiendo
durante 24 KSFM no suplementado, al término, las células derivadas de los explantes
conjuntivales fueron procesadas en diferentes formas: con PMA 5ug/mL /lonomicina .2
w/mL , con doxiciclina a 200uM, con doxiciclina a 200uM y PMA/lonomicina y los
controles negativos no estimulados, durante 24h. Las células fueron recuperadas para su
evaluacion por citometria de flujo y los sobrenadantes fueron almacenados a -80°C hasta su

procesamiento por ELISA.

Inmunofluorescencia directa. Una vez recuperadas las células fueron lavadas dos veces
con PBS (Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en ingles) para eliminar los residuos de
tripsina-EDTA y suero fetal bovino. Posteriormente las células fueron incubadas con
Anexina-V-FITC durante 15min en oscuridad, al término del periodo de incubacion las
células fueron incubadas con yoduro de propidio. Los datos fueron analizados por

citometria de flujo.

Citometria de flujo.- Se adquirieron 3000 eventos, el analisis se realizé en la ventana que
por tamafo y granularidad correspondio a células derivadas de explantes conjuntivales, la
fluorescencia se considero6 positiva comparando la fluorescencia con el control no marcado,

no estimulado. Los datos se presentan en graficas de puntos o histogramas.

Técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, por sus siglas en ingles).-
Los sobrenadantes de cultivo fueron procesados para determinacion por ELISA de IL-1 y
TNF-a de la siguiente manera: Se diluy0 el anticuerpo de captura (anti TNF-a y anti IL-1f)

en PBS sin proteina acarreadora, y se coloc6 100 pl del mismo en la placa de 96 pozos, se



incubd 24 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 6 lavados consecutivos

con PBS-Tween.

A continuacién se agrego PBS-BSA 1% (proteina acarreadora) y se incubd por un periodo
de 1 hora. Posteriormente se realizaron de nuevo 6 lavados con PBS-Tween como se
menciono anteriormente. Al concluir los lavados se agreg6 la muestra y los estandares con
la proteina conocida (TNF-a e IL-1p), incubandose a temperatura ambiente por 2 horas. Al
concluir el periodo de incubacion, de nuevo se realizaron lavados con PBS-Tween.
Posteriormente se agrego el anticuerpo de deteccion (anti- TNF-a y anti-IL-1B) conjugado a
biotina, dejandose en incubacion por 2 h. Al término de este periodo de incubacion se
realizaron de nuevo lavados con PBS-Tween. Consecutivamente se agrego estreptavidina-

peroxidasa en cada pozo y se dejé incubar durante 20 min en obscuridad.

De nuevo, al concluir la incubacion ser realizaron lavados con PBS-Tween. Ulteriormente,
se afladio el sustrato a cada pozo, dejandose incubar 20 min mas en presencia del mismo a
temperatura ambiente y en obscuridad. La reaccion colorimétrica fue detenida con 50 pl de
H2SO4 a 2N. Por ultimo se determind dpticamente la lectura a una longitud de onda a

450nm, con una correcciéon de 540nm.

Determinacion de la concentracion de proteina por regresion lineal. Este anélisis se
llevé a cabo en Excel (Microsoft Office 2007®). Como primer paso se retiraron los
nlmeros consecutivos que muestra por default el programa. A continuacion se corrigio la
absorbancia detectada con longitud de onda de 450nm, restdndole a la misma la
absorbancia detectada a 540nm. Una vez hecho esto, se corrigid la absorbancia restando la

absorbancia determinada a la concentracion cero. Posteriormente se realiz6 el promedio de



la curva de concentracion especifica para cada anticuerpo (TNF-a e IL-1B). Y se graficd
absorbancia vs concentracion de anticuerpo, utilizando la ecuacién de la pendiente de la
recta: y=mx+b

Como los valores obtenidos fueron “absorbancia” para todas las muestras, el valor de “y”
era conocido, teniéndose que despejar la ecuacion para calcular la concentracién proteica

determinada por el eje “x”, quedando de la siguiente manera: x= (y —-b) /m

Para obtener los valores de “b” y “m” se realizd una regresion lineal, obteniendo una

R*=0.99.

Analisis estadistico. Se utilizd T de student o U-Mann Whitney para comparar entre dos

grupos. Se considerd una p<0.05 como estadisticamente significativa.



RESULTADOS.

1. Cultivo primario de células derivadas de explantes conjuntivales.

El tamafio celular promedio observado 11629 micras + 2323. Con una morfologia en huso
(fibroblastica), la cual fue haciéndose epitelioide una vez que las células fueron tratadas con
KSFM (Figura 1). La confluencia de 80% se alcanzd entre las 3 semanas-1 mes de haber
realizado los explantes conjuntivales. No se alterd la morfologia en las células tratadas con

doxiciclina (Figura 2).

Figura 1. Células derivadas de explantes conjuntivales. Fotografia de
microscopia de contraste de fase 20x, se observan formas epitelioides y en huso de
las células cultivadas.




Figura 2. Células derivadas de explantes conjuntivales tratadas con
doxiciclina. Fotografia de microscopia de contraste de fase de células cultivadas
tratadas con doxiciclina durante 24h, se observan formas epitelioides y en huso
similares a las observadas en células no tratadas.

2. Evaluacion de la apoptosis/necrosis celular inducida por activador policlonal

en células tratadas y no tratadas con doxiciclina.

El analisis por citometria de flujo mostré que las células tratadas con PMA/lonomicina
presentan 54 veces mas células con necrosis que las no tratadas, y que existen 4.65 veces
mas células vivas en las células no tratadas que en las tratadas con PMA/lonomicina.
Cuando se agregd Doxiciclina a las células tratadas con PMA/lonomicina, se observéd que
las células apoptoticas disminuyeron significativamente 3.28 veces (p=0.003) y que habia
1.5 veces mas células vivas en las tratadas con PMA/lonomicina+Doxicilina que en las

tratadas exclusivamente con PMA/lonomicina. (Ver Tabla 1-3 y Figura 3)



Figura 3. Citometria de flujo apoptosis vs necrosis de células conjuntivales. Se observa en (A)
el porcentaje de células vivas y en apoptosis en células derivadas de explantes conjuntivales sin
tratamiento. En (B) se observa que el porcentaje de células apoptdticas se incrementa en células
tratadas con PMA/lonomicina con un porcentaje significativo de células en necrosis celular. En (C)
se observa que tanto el porcentaje de células en necrosis y en apoptosis disminuye, asi como se
incrementa el porcentaje de células vivas en aquellas que fueron tratadas con PMA/lonomicina +
Doxiciclina.




Tabla 1. Porcentaje de viabilidad en células derivadas de explantes conjuntivales.

Viabilidad Control Doxiciclina PMA/lonomicina PMAV/I+ Doxi
64.5% 29.% 17.% 51%
43.2% 23.2% 1.7% 24.%
Promedio 56.3 + 26.1+ 12.1+ 37.5+
ES 13 3 5 14

ES.- Error Standard

Tabla 2. Porcentaje de apoptosis en células derivadas de explantes conjuntivales.

Apoptosis Control Doxiciclina PMA/lonomicina PMA/I+Doxi
30% 77.% 27% 35%
57% 7% 35% 55%
Promedio 43.33+ 76.75% 30.67+ 45.22+
ES 13.3 0 4 10

Tabla 3. Porcentaje de necrosis en células derivadas de explantes conjuntivales.

Necrosis Control Doxiciclina PMA/lonomicina  PMA/I+Doxi
0 0 57.% 15%
0 0 52% 19%
Promedio 0 0 54.69+ 16.69+

ES 0 0 2.2 2.3




3. Determinacion de citocinas proinflamatorias (IL-1p y TNFa) en sobrenadante

de cultivo de las células derivadas de explantes conjuntivales.

Al realizar el analisis por ELISA observamos que no existe produccion basal de TNF-a y al
someter a las células con el estimulador policlonal PMA/lonomicina se obtuvo una
produccion de 41 veces mds TNF-a que las células no estimuladas. Interesantemente,
observamos que las células estimuladas con PMA/lonomicina y que fueron tratadas ademas
con Doxiciclina mostraron una disminucion de 17.4 en la concentracion de TNF-a.

(Figura 4A)

En el caso de IL-1B, observamos que existe una produccion basal en células no estimuladas
de 7.5 pg/mL, al agregar doxiciclina se observo ausencia total de la produccion basal de
IL-1B. Al estimular a las células con PMA/lonomicina se observd un incremento
significativo en la produccion de IL-1p de 59.4 veces. Interesantemente, al agregar
doxiciclina en las células tratadas con PMA/lonomicina se observo una disminucion total

en la concentracion de IL-1B. (Figura 4B)



Figura 4. Determinacion de citocinas proinflamatorias en sobrenadante de células derivadas de
explantes conjuntivales. En (A) se observa la concentracion de TNF-a en los diferentes tratamientos a
los que fueron sometidos las células conjuntivales. En (B) se observan los cambios en la produccion de
IL-1pB con los diferentes tratamientos. En ambas graficas se puede observar efectos inhibitorios en la
concentracion de citocinas cuando las células son tratadas con doxiciclina.




DISCUSION.

Nuestro estudio demuestra que la activacion de células epiteliales derivadas de
explante conjuntival in vitro producen compuestos biolégicamente activos (IL -1, TNF
a) que son esenciales en la patogénesis de inflamacion ocular, asi mismo demuestra como
la doxiciclina a una concentracion de 200 pM inhibe la produccién de citocinas y
moléculas pro inflamatorias, ademas que es un citoprotector contra la apoptosis y necrosis
mediada por las moléculas pro inflamatorias al realizar la prueba con Anexina- V.

Durante el estudio observamos que la Doxiciclina favorecio la adherencia celular a la placa
de 96 pozos ya que al tratar de llevar a cabo la separacién celular con tripsina, esta requirio
30 minutos cuando el tiempo convencional es de 3 -5 minutos. Por lo que nuestros
resultados en el grupo con so6lo Doxiciclina, desconocemos si el aumento de apoptosis fue
por accion directa de la Doxiciclina en tejido sano o por el tiempo prolongado con tripsina.
Ademas debemos continuar la investigacion para encontrar una dosis subantimicrobiana
gue mantenga los efectos antiinflamatorios sin alterar la flora conjuntival normal. También
seria interesante poder tipificar y conocer las acciones especificas de las MMP’S ; ya que
Limb y colegas recientemente describieron a la MMP-1 como inhibidora de la apoptosis .
W1 En éste sentido nosotros confirmamos por medio de la Anexina V que hubo
disminucion de apoptosis en las células conjuntivales activadas por lo que en nuestro
estudio aportamos que en casos donde hay inflamacién la Doxiciclina inhibe apoptosis ,
como también lo reporta Si-Tayeb y colaboradores donde estudiaron la relaciéon de MMP-3

y apoptosis por su actividad catalitica. "



Vladimirova también estudié la relacion del TNF-a como una molécula que induce
apoptosis en células HeLa @ |, no asi cuando es de origen oncogénico donde induce
apoptosis para inhibir la replicacion tumoral como en leucemias.

Por eso la importancia del articulo publicado por Bettany y Wolowacks en Inglaterra
donde descubrieron que la Doxiciclina es un inhibidor de apoptosis selectivo. Ya que es
citotdxico contra las células del linaje monocitico ( Linea celular del linfoma humano
histiociticoU937) pero no es citotoxico en la linea mesenquimatosa como condrocitos |,
células de menisco , osteoblastos y fibroblastos . Lo mencionado anteriormente es de
relevancia que la Doxiciclina abre una nueva ventana para la investigacion de la inhibicion
de MMP sin inducir apoptosis en los monocitos ya que los macrofagos tienen un papel
fundamental en llevar a cabo procesos de reparacion de heridas. Ya que la induccién de
apoptosis por Doxiciclina en macrofagos que inician una respuesta inflamatoria seria
conveniente pero podria ser contraproducente en el retraso de reparacion de heridas
cronicas, pero la produccion de MMP's derivadas de monocitos y macréfagos también
promueven un retardo en la reparacién de tejidos por lo que una inhibicion de las mismas
por la Doxiciclina por medio de la induccion de apoptosis de macr6fagos podria ser de
utilidad en el proceso de reparacion. Ademas los macrdéfagos también estan involucrados en
otras condiciones clinicas como la glomerulonefritis, aneurismas aorticos , inflamacion de

la piel cronica ,asi como cicatrizacion y artritis; entre otras patologias. ¢V



También se han estudiado las tetraciclinas a nivel de células endoteliales donde
Hanemaaijer realiz6 un estudio comparativo en con tetraciclinas y la propia Doxiciclina
a una concentracion de 50 uM donde encontré inhibicién de la produccion de MMP - 8
MMP — 9 en éstas células activadas con PMA , encontrd que la Doxiciclina tiene mayor
poder inhibitorio que el resto de las tetraciclinas ya que estas carecen de grupo hidroxilo y
carbonilo en 2 carbonos Ci1 y Ci2, esto hace que las tetraciclinas carezcan de actividad
anticolagenasa ; seria interesante en nuestro estudio por medio de zimografia tipificar a las
metaloproteinasas que inhibe la doxiciclina a nivel conjuntival. ©

Smith y Cook realizaron un estudio con Doxiciclina a 100- 200 uM durante 3 a 4 dias ya
que observaron que concentraciones menores de 20uM no habian efectos inhibitorios
también por zimografia tipificaron la presencia de MMP-1, MMP-2(mayor produccién por
queratocitos corneales) ,MMP-3 y MMP-9 en la superficie ocular y hacen referencia que
probablemente la produccion de las mismas sea por el estimulo de IL -1 a, ademas por
conteo celular por medio de microscopia observaron muerte celular y desprendimiento
celular en dosis mayor a 120 uM pero por la frecuencia de reduccion azul de alarmar en
el medio confirmaron que ninguna célula estaba en proceso de muerte 0 muerta. LoS
resultados demostraron que la inhibicion fue irreversible al remover la doxiciclina , también
precisan que la actividad de la doxiciclina sobre células epiteliales cornéales se debe a que
la Doxiciclina es un quelante de Calcio , por lo que ésta destruye de forma permanente la

unién catalitica del Zinc con el sitio activo de la MMP. @



Aunque Krakauer et al reportaron una dosis inhibitoria in vitro de 10 -15puM la cual
también reduce colagenasas, gelatinasas y metaloproteinasas, aunque en su estudio
utilizaron 50 uM de Doxiciclina y observaron mismos efectos inhibitorios, ademas por
medio de azul tripano hicieron estudio citotoxico de células mononucleares de sangre
periférica, el resultado fue que la doxiciclina no fue toxico y no hubo produccion de
lactato deshidrogenasa por las células tratadas. (2

Smith , Khan Lim et al estudiaron si la Doxiciclina via oral alcanza la circulacion de la
pelicula lagrimal , ya que se ha visto su eficacia principalmente en rosacea. Meibomitis ,
disfuncion de glandula lagrimal y en erosiones recurrentes los cuales todos los anteriores
en su fisiopatologia incluyen la produccion de MMP’s. Obtuvieron concentracion de la
Doxiciclina a nivel de sangre periférica en un grupo control y con alteracion de la
superficie ocular y cuantificaron la concentracion de Doxiciclina. A nivel plasmatico
encontraron una concentracion detre 1.83 y 13.18 uM pero no se detectd a nivel de
pelicula lagrimal, por lo que no funcionaria su administracion via oral para alteraciones de
la superficie ocular por lo que nuestro estudio propone el uso topico de la Doxiciclina para

inhibir directamente la etiologia de los procesos inflamatorios previamente mencionados.

(18)

La Doxiciclina al inhibir las MMP’s inhibe la sintesis de moléculas pro inflamatorias
como IL -1a el cual induce la sintesis de MMP 9 en células epiteliales cornéales y MMP-
3,9 en queratocitos cultivados. ®>) Seria interesante valorar si la Doxiciclina inhibe también
IL -1o, si esto fuera asi , se inhibirian per se las Metaloproteinasas deteniendo asi el

proceso inflamatorio y la apoptosis.



Como también se ha estudiado a nivel corneal que las tetraciclinas sobre todo la
Doxiciclina tiene actividad antiangiogénica seria muy util especificar cuéles de las MMP

tienen actividad angiogénica y antigiogénica a nivel conjuntival .

En conjunto nuestros resultados sugieren que la Doxiciclina tiene actividad anti-
inflamatoria, anti apoptética , antinecrotica y citoprotectora a nivel de células epiteliales
conjuntivales por lo que podriamos aportar a nivel clinico la aplicacion topica de
Doxiciclina en aquellos pacientes que tengan una enfermedad inflamatoria a nivel de la
superficie ocular .

Nuestro estudio tiene gran aplicacion para investigacion basica como para aplicacion
clinica. Ya que nos permite seguir investigando a la Doxiciclina como un farmaco con
propiedades anti-inflamatorias por medio de la inhibicion de TNF a y de IL- 1P .
Sabemos que multiples enfermedades oculares tienen dentro de su fisiopatologia el
involucro de estas moléculas pro- inflamatorias y pro- apoptéticas (TNF a y la IL - 1p).
Por ejemplo; en la queratoconjuntivitis alérgica vernal y atopica se conoce que los
mastocitos producen IL-Ip y TNF a , asi como en pacientes con Sindrome de Sjogren
donde el TNF o y lalL | o, p estan aumentados en el epitelio conjuntival y por la
glandula lagrimal perpetuando el cuadro de queratoconjuntivitis sicca (16). Otra aplicacion
clinica seria en el rechazo corneal posterior a una queratoplastia penetrante ya que
muchas veces los esteroides tienen efectos adversos como glaucoma , catarata e infeccion.
En todas estas entidades sabemos que coexisten los procesos de inflamacién y apoptosis
ademas de que actualmente no existe una presentacion topica de Doxiciclina con una

concentracion ideal que sea subantimicrobiana y que no afecte a los monocitos y



macréfagos la cual podria ser Gtil in vivo en un futuro para promover una mayor beneficio
a los pacientes provocando menos efectos adversos pudiendo asi resolver multiples

trastornos inflamatorios de la superficie ocular.



Conclusion.

Durante la realizacion de éste estudio observamos que la Doxiciclina tiene aplicacion en el
area oftalmolégica ya que disminuye la apoptosis y la necrosis en células epiteliales
conjuntivales e inhibe la produccion de TNF-a y de IL-1p en células epiteliales derivadas
de explante conjuntival. Los resultados obtenidos in vitro abren una perspectiva
importante en la aplicacion topica de Doxiciclina en pacientes cuya manifestacion clinica
oftalmoldgica esté relacionada con procesos inflamatorios y de remodelacién tisular de la
superficie ocular. Estudios posteriores en seres humanos confirmaran los resultados

obtenidos in vitro.
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