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Introduccion.

En la retinopatia diabética proliferativa, se cree que el crecimiento de nuevos
vasos de la retina o nervio Optico se presenta en respuesta al factor de crecimiento
endotelial vascular (FCEV) liberado por la isquemia hacia la cavidad vitrea . La
isquemia ocurre debido a que la diabetes causa oclusion microvascular en el ojo lo
gue conduce a una hipoperfusion local. La retina isquemica secreta FCEV, que a
la vez éste conduce a un numero de eventos relacionados en el ojo. El FCEV
induce fuga vascular y niveles elevados de este factor producen edema macular
@3- Los niveles elevados del FCEV también pueden contribuir a la formacion de
nuevos vasos a nivel del plano de la retina que por definicion es la Retinopatia
Diabética Proliferativa, sin embargo no es el tnico factor 2

El FCEV tiene también una propiedad interesante que consiste en la formacion de
telangiectasias, microaneurismas y causar oclusion microvascular; todos ellos
caracteristicos de la retinopatia diabética. La oclusion microvascular puede
conducir a una isquemia importante formando asi un circulo vicioso

Los vasos de nueva formacion son acompafados de tejido fibroglial, el cual junto
con el vitreo, pueden contraerse y ocasionar una hemorragia por la misma traccion
de los vasos.

La panfotocoagulacion laser es la terapia principal para la retinopatia diabética que
amenaza la vision, amenos que el paciente tenga una hemorragia vitrea extensa
gue impida aplicar el laser; por lo tanto una de las principales complicaciones de la
RDP consiste en bloquear su propio tratamiento .

La hemorragia vitrea como compilacién de la RDP, es manejada en base a dos

opciones: Observacion esperando que a sangre se reabsorba lo suficiente para



poder aplicar la panfotocoagulacién, 6 la intervencién quirdrgica para remover la
sangre y el tejido fibrovascular y al mismo tiempo realizar la PFC; sin embargo
existe una tercera opcion puede ser la inhibicion del FCEV. Actualmente se
encuentra disponible un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado dirigido
contra el FCEV (bevacizumab, Avastin, Genetech) para la terapia del cancer .

La retinopatia diabética proliferativa (RDP), la vitreoretinopatia proliferativa (VRP),
y la membrana epirretiniana (MER); son patologias intraoculares que se
caracterizan por migracion, adhesion, y proliferacion celulares que conllevan a la
formacion de membranas prerretinianas traccionales. Mediante la utilizacion de la
microscopia electrénica, estas membranas aparecen como laminas de tejido
conjuntivo bien desarrollado en el cual se pueden observar varios tipos celular: a)
células diferenciadas tales como las del epitelio pigmentado de la retina, astrocitos
fibrosos, fibrocitos, células de origen plasmatico, asi como las células endoteliales
y pericitos de los capilares de neoformaciéon de membranas de la RDP; b) células
indeferenciadas con aspecto semejante a fibroblastos o miofibroblastos ; y c)
células similares a macréfagos® ”.

La composicion celular de estas estructuras ha sido evaluada mediante

microscopia electrénica donde se reporta lo siguiente:

Caracteristicas ultraestructurales en membranaepnéanas

AF EPR FIB M Mi MLI CAP CP

RDP Todos 2(50) Todos Todos 2(50) Ninguno Todos 3(75)
(n=4)

MER 5(83) 4(67) 3(50) 2(33) 5(83) 467)] Ningunp  1(17
(n=6)

VRP 6(50)* 10(83) 8(67) 6(50) Todos 2(17) 1(8) 2(17
(n=12)

AF, astrocito fibroso; EPR, células del epitelignpentario de la retina; FIB, fibroblastos; M, mdagbs;
Mi, miofibroblastos; MLI, membrana limitante intetnCAP, capilares; CP, células plasmaticas.
VRP, vitreo retinopatia proliferativa; MER, membaapirretiniana; RDP, retinopatia diabética prodifiva.



*n (%)

Estos hallazgos indican que las células pueden derivar de diversas fuentes
intraoculares y una fraccion celular especifica en las membranas puede estar
relacionada con el desarrollo de las manifestaciones patolégicas que determinan
las caracteristicas clinicas observadas en cada entidad.

Aunque estudios de membranas prerretinianas después de que éstas se han
contraido representan una fuente limitada de informacion para entender los
mecanismos de diferenciacion y remodelacion de las superficie retiniana, estos
datos encontrados en el estudio de Casaroli-Marano Ricardo y col.® sugieren que
el evento inicial ante un dafio al tejido intraocular es la proliferacion celular,
seguido por la diferenciacién con la sintesis y secrecion de la matriz de tejido
conectivo.

Los capilares de neoformacion en las membranas por RDP muestran
caracteristicas singulares: a) células endoteliales unidas mediante uniones
estrechas; b) fenestraciones que se comunican por diafragmas; ¢) membranas
basales estratificadas y procesos de los pericitos que los rodean. Estos hallazgos
son consistentes con otros estudios reportados™

433 aunque los capilares fenestrados no son una caracteristica de todas las
membranas prerretinianas. La funcion de las fenestraciones en condiciones
patoldgicas es desconocida, pero puede estar relacionada con los estados de
permeabilidad elevados observados tanto en condiciones no patolégicas y de
reparacion. Mas sin embargo, el aumento en la permeabilidad esta reforzado por

el sangrado intraocular observado frecuentemente en la evolucion clinica de la



enfermedad; esto puede explicar los elementos plasmaticos frecuentemente
observados en la matriz © -

Las membranas por RDP se caracterizan por una baja relacion célula/matriz y
presentan una bien desarrollada y estabilizada matriz de colageno. Este tejido
fibrogliovascular es reconocido por ejercer fuerzas traccionales leves sobre la
retina subyacente ®" similar al tejido post-contraido en la reparacién heridas; por
estas razones se piensa que la neovascularizacion que se observa en las
membranas por RDP contribuye a la organizacion temprana de la matriz
extracelular, y la presencia de los capilares fenestrados y el sangrado, permiten el
acceso de células y sustancias de origen plasmético. Sin embargo también se
observa un rapido crecimiento de la matriz en estadios iniciales, seguido por la
organizacion del colageno con el mantenimiento funcional  del tejido
fibrogliovascular.

Informacion obtenida por microscopia electronica ha demostrado que el colageno
representa el mayor componente estructural de la matriz extracelular; su
disposicién compacta en fibrillas paralelas sugiere un evento de maduracion en el
material de matriz.

Este componente de colageno, secretado por células, tiene un papel estructural
fundamental, no solo en estabilizar el esqueleto sino también en proporcionar una

fuerza tensional © 9,



Objetivo.
Evaluar mediante microscopia de Iluz, los cambios histolégicos de las
proliferaciones fibrogliovasculares de pacientes con RDP avanzada a quienes se

les aplico bevacizumab (Avastin®) intravitreo, comparado con un grupo control.



Material y Métodos.

Se realiz6 un estudio prospectivo, transversal, descriptivo, comparativo y

observacional, en el periodo de Marzo a Octubre de 2006, para la realizacion del

estudio se tomaron en cuenta los siguientes criterios.

Criterios de inclusion.

» Pacientes con retinopatia diabética proliferativa avanzada, de acuerdo a la
clasificacién del DCCT con o sin aplicaciéon de bevacizumab intravitreo.

» Periodo postaplicacion de panfotocoaguacion > 3 meses.

» Periodo postaplicacion de Avastin de > 1 semana.

» Pacientes que se sometieron a vitrectomia pars plana con retiro de la

proliferacion fibrovascular.

Criterios de no inclusion:
» Pacientes con patologia ocular asociada (glaucoma neovascular).

e Ojo Unico.

Criterios de Eliminacion:
* Muestra insuficiente.

* Todos aquellos pacientes que no cumplieron los criterios de inclusion.



Se integraron para el estudio dos grupos:

Grupo 1

Grupo control: pacientes con RDP avanzada, operados de vitrectomia via pars
plana y retiro de la membrana, sin la aplicacion previa del farmaco.

Grupo 2

Pacientes con RDP avanzada en quienes se les aplicdé bevacizumab intravitreo y
se sometieron a vitrectomia via pars plana con retiro de la membrana.

De cada paciente se obtuvieron ciertos datos generales, como edad, sexo, y
periodo aplicacion-cirugia en el caso del grupo 2.

Todos los pacientes se sometieron a vitrectomia parsplana 3 puertos y mediante
técnica de delaminacion se obtuvo una mayor porcion de tejido, las
proliferaciones vitreorretinianas a través de una de las esclerotomias;
posteriormente se fijaron con formol al 10% y glutaraldehido a una concentracion
de 3 %, se llevd acabo su procesamiento por el departamento de patologia de
nuestra institucion mediante técnica histolégica habitual y mediante microscopia
de luz se llevo acabo un analisis cualitativo y cuantitativo de la muestra con los
objetivos 10, y 40 X respectivamente.

Se tomé aleatoriamente un fragmento del tejido teniendo en cuenta un tamafo
equiparable para todas las muestras y de esa forma evitar sesgos. Los datos que
se buscaron en cada una de las muestras se llevo a cabo teniendo presente los
hallazgos que previamente se han descrito de estas proliferaciones por Casarol-
Marano y col. ©

Analisis estadistico.



Se utiliz6 estadistica descriptiva para variables como edad, sexo, niumero de
pacientes y periodo aplicacion-cirugia; se aplicé estadistica inferencial con la
prueba de T para dos muestras suponiendo varianzas iguales, del paquete

estadistico Microsoft Excel 2003® al comparar las variables numeéricas.



Resultados.

Se incluyeron un total de 14 muestas de 14 ojos, (7 para el grupo 1y 7 para el
grupo 2), se eliminaron dos muestras por mal procesamiento de la muestra en el
grupo 1, por lo que en la tabla no. 1 se describen la conformacion de los grupos y
las caracteristicas generales de los pacientes.

Los hallazgos histologicos para ambos grupos se presentan en la tabla no.2.

Se observo que la cantidad de fibroblastos, fue semejante en ambos grupos, asi
como lo fue la presencia de células del epitelio pigmentario de la retina, y células
inflamatorias. Se observo una mayor cantidad de fibroblastos en el grupo 2 y por el
contrario un numero mayor de macréfagos en el grupo 1. En ambos grupos no se
identifico la presencia de membrana limitante interna, y de forma relevante la
cantidad de capilares fue mayor en el grupo 1 (Fig. no. 1), duplicando al nimero
de capilares encontrado en el grupo 2 (Fig. no. 2), sin ser estadisticamente

significativo (p=0.16).



Discusion.

La retinopatia diabética, ocupa un gran numero de la consulta de los servicios de
Retina de las instituciones oftalmoldgicas del pais, de ahi su relevancia.

Las proliferaciones tanto fibrovasculares que caracterizan a la retinopatia diabética
proliferativa, y las membranas epirretinianas de otras entidades como la
vitreorretinopatia proliferativa y Membrana epirretiniana han sido analizadas con
detalle, remarcando diferencias importantes de las primeras respecto a las otras,
principalmente en la cantidad de capilares, ausencia de membrana limitante
interna, y presencia de fibroblastos; teniendo presente lo anterior, se desarrollo
este estudio con la inquietud de valorar especificamente las proliferaciones por
RDP, en quienes se les aplicé un antiangiogénico (bevacizumab), valorar que
cambios se encontraban respecto al grupo control, apoyado en el conocimiento
previo de la estructura que caracteriza a estas proliferaciones, se logré obtener
informacion y traducir de manera histologica, lo que clinicamente se observa con
la regresion de la Neovascularizacion.

Observamos que si bien los capilares disminuyen en nimero, no desaparecen por
completo, pues se encontrd capilares en involucion y otros con sus caracteristicas
habituales en el grupo 2 (Fig. 2). Encontramos que este medicamento tuvo efecto
principalmente en la composicién vascular de la membrana sin embargo, en la
composicion celular no logramos demostrar diferencias en ambos grupos; sin
embargo la experiencia de profesores de Retina de nuestra institucion (experiencia
no reportada), encuentran que pacientes en quienes se les aplica el medicamento,
presentan mayor fibrosis de estos tejidos, pues éstos son mas dificil de disecar y

retirar, comparado con los que nos se les aplica el medicamento; por lo que es



valido pensar que el espacio que deja la involucidon del vaso sea sustituido por
tejido de reparacion lo cual aumentaria la fuerza tensil del tejido sin embargo no
logramos demostrarlo; es necesario emplear otro tipo de auxiliares de

investigacion para lograr dicho objetivo.



Conclusion.

El bevacizumab intravitreo redujo la cantidad de capilares de las proliferaciones
fibrovasculares de pacientes con RDP, sin embargo éstos no desaparecen por
completo.

Es posible que el bevacizumab modifique la composicion celular y estructural del

tejido de sostén de estas proliferaciones.



llustraciones.

Fig.no.1 a)




Fig. no. 2




b)

Pie de ilustracion.

Fig. no. 1
a) Magnificacion 10 X, Paciente del grupo 1 sin tratamiento previo.
H-E, se observa la gran cantidad de tejido fibroso asociado con una numerosa

cantidad de capilares y macréfagos cargados de pigmento.

b) Magnificacion 40 x. misma foto con mayor magnificacion donde se observa,
lumen vascular, pared del vaso rodeada con un gran nimero de macrofagos con

pigmento.

Fig. no. 2.

Magnificacion 10X. Paciente del grupo 2, previa aplicacion de
bevacizumab, se aprecia una disminucién el nimero de vasos, persistencia de
algunos, y en estado involutivo otros, aumento de la matriz extracelular.

Magnificacion 40X, paciente del grupo 2, aplicacién del farmaco. Se
observa persistencia de algunos lumenes vasculares, la mayoria en estado
involutivo y, el vaso central con numerosas células inflamatorias y en proceso de

involucion.



Tablas y Graficos.

Tabla no. 1 Datos generales

Grupo 1 Grupo 2
Pacientes (n) 7 5
Edad (a) 53.1 51.6
Sexo Femenino (n=6) 86 % | Femenino (n = 4) 80%

Aplicacion-Qx
(dias)

43

No aplicaciéon

Tabla no. 2 Hallazgos histolégicos para ambos grupo s

Astrocitos | Células | Fibroblastos | Macréfagos Células MLI Capilares Células Relac | Medida
Fibrosos del mioepi- inflama- del
EPR teliales torias tejido
C/M (mm2)
Grupo ++ + + ++ + Ausente 38.29 Linfocito | 01:04 | 2.7x1.8
1
(n=5) Eosinofilos
Grupo ++ + ++ + + Ausente | 16.42 Linfocitos | 01:04 | 2.4x1.8
2
(n=7)

9 p=0.16 al comparar no. Capilares
C/M: Célula/Matriz, EPR, epitelio pigmentario de la retina.

+ equivale a escasos, ++ moderados, +++ abundantes
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