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1. Marco teodrico

La diabetes es la principal causa de ceguera en nuestro pais. Los altos niveles de
glucemia inducen especies reactivas de oxigeno, inducen inflamacién crénica y
productos avanzados de la glucosilacién que ocasionan permeabilidad vascular y
no perfusién capilar a nivel sistémico. Los medios claros de sistema dptico
permiten valorar estos cambios en la circulacién retiniana, permitiendo

reconocer dos fases de la retinopatia diabética.

La retinopatia diabética no proliferativa se caracteriza por dafio progresivo de
los pericitos, pérdida de la integridad de la barrera hemato-retiniana y la
presencia de fuga de contenido vascular al tejido retiniano. Los cambios a nivel
celular se expresan clinicamente como microaneurismas, edema de retina,

exudados retinianos y hemorragias intrarretinianas.

Si continta el estimulo hipéxico e inflamatorio inducido por la hiperglicemia, se
presenta la retinopatia diabética proliferativa, responsable principal de la baja
visual en pacientes diabéticos. En esta entidad la progresion en la disfuncion
celular, asi como la no perfusién capilar, inducen un medio hipéxico, en el cual se
expresan diversos factores hipdxicos. Si estos factores inducen la
neovascularizacion retiniana clinicamente expresados como hemorragia vitrea,

hemorragias pre-retinianas y neovascularizacion iridiana.

Establecer modelos experimentales de neovascularizacién retinina permitira
entender la retinopatia diabética proliferativa. Dilucidando las vias moleculares
que inducen neovascularizacién permitira brindar un tratamiento oportuno a

pacientes con diabetes y conservacién de su agudeza visual.

El modelo de neovascularizacién por inflamacién consiste en el rompimiento de

la barrera hematoretiniana, infiltracién de células inflamatorias e incremento de



varios mediadores de la inflamacién (L-1B, IL-6, IL-8, INF- b, TNF-y , iNOS); asi
como la alteracion inicial de sefiales bioquimicas del estrés oxidativo (1, 2, 3). La
interaccidn final de estas moléculas es la induccién de neovascularizacién. El
factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF (por sus siglas en inglés), juega

el rol de orquestador de la proliferacién microvascular.

2. Justificacion

Con el fin de encontrar un modelo que refleje los procesos patolégicos como la
neovascularizacion en diabetes se piensa utilizar extractos de la pared celular de
Mycobacterium sp para inducir una respuesta inflamatoria tipo crénica en
animales experimentales. La infeccidén con estas bacterias puede desarrollar una
hipersensibilidad de tipo tardia que involucra la angiogénesis como un
mecanismo de reparacion del tejido daflado por la inflamacién. Se ha
demostrado que el glicolipido purificado de Trehalosa 6,6-dimicolato (conocido
como factor cuerda) de Mycobacterium tuberculosis induce en las corneas de la
rata una respuesta granolumatosa local asociada a la neovascularizacion.
Citocinas, incluyendo a TNF-a, interleucina-8 e IL-1b asi como VEGF, fueron
encontrados en estadios tempranos y detectables hasta los 21 dias (4, 5, 6).
Interesantemente, se ha demostrado que la activaciéon de los macréfagos por la
inmunizacién con Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) induce
una respuesta inmune innata a través de TLR 2 y 4 produciendo de manera
dependiente la secrecién de citocinas inflamatorias tales como TNF-a, IL-6 y
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), (7, 8) Ademas, BCG activa
rapidamente a la proteina cinasa reguladora de la sefial de apoptosis (del ingles:
ASK1), miembro de la familia de las MAP cinasas MAPKKKs. ASK1 es identificada
como un promotor de la angiogénesis temprana induciendo la filtracién de

células inflamatorias y expresion de VEGF en condiciones isquémicas (9, 10).

El 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG), es una especie reactiva de oxigeno,
producto del dafiado por oxidacion al ADN, formado por radicales hidroxilos, singulete

de oxigeno y por la directa accion foto dinamica.



El VEGF, es una proteinna inducida por células que estimula la vasculogénesis y
la angiogenesis. Es parte de un sistema, que restablece el suministro de oxigeno

a tejidos en donde la circulacién sanguinea es indadecuada.

3. Hipotesis

La aplicacion intravitrea de extractos de pared celular de Mycobacterium bovis
bacillus Calmette es capaz de inducir neovascularizacién retiniana a través de

una inflamacion croénica.

4. Objetivos

Establecer un modelo de inflamacién crénica intraocular en conejos inducidos

por la inmunizacion intraocular de M. bovis BCG.

5. Diseno del estudio

Se realizara un estudio prospectivo longitudinal del tipo experimental

comparativo.

6. Metodologia

Se utilizarén 30 conejos de la raza Nueva Zelanda divididos en 6 grupos. Todos
los grupos recibieron inyecciones intravitreas de 5x10"6 Mycobacterium bovis
BCG muerta. Los animals control recibieron inyecciones con soluciéon salina

balanceada.



Criterios de inclusion

Conejos sanos hembra de la raza Nueva Zelanda con un peso corporal de 2.5 a 3

kg sin aparente inflamacién en humor acuoso o cavidad vitrea.

Criterios de exclusion

Conejos con trauma ocular post-quirdrgico, catarata, hallazgos fibréticos
causados durante la maniobra de experimentacidén, y muerte posterior a

anestesia.

Tamario de la muestra

Se utilizaran 15 conejos experimentales y 15 conejos control. Esto se determiné
a través de la formula para prueba de contrastes de hipoteiss de medias,
utilizando el programa epidem 3.1 de la Universitat de Catalunya.

Prueba de contraste de medias

Variables en estudio

A. Observacion de fondo de ojo, tipo de variable nominal.

Se clasificara como fondo de ojo normal (-) sin cambios en cavidad vitrea, retina
o a nivel del epitelio pigmentado de retina, considerando los hallazgos del grupo
control normal; leve (+) con discretos cambios de coloracion de las estructuras
anteriormente mencionadas; moderado (++) con severa cambios de coloracion y
atrofia de los tejidos anteriormente mencionados; grave (+++) con imposibilidad
de evaluar clinicamente el nervio dptico y el restos de la retina similar a los

hallazgos de fondo de ojo del grupo con inflamacion inducida por M. bovis BCG.



B. Medicién de 8-OHdG (8 hidroxi-desoxi-guanosina) y VEGF por
inmunohistoquimica, y qRT-PCR, tipo de variable continta.
e 8-OHdG
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) se meira utilizando la técnica de
inmunohistoquimica para 8-OHdG utiliza el anticuerpo monoclonal (clone

N45.1)

e VEGF
Factor de crecimiento endothelial vascular, se medira utilizando la técnica
de reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real cuantitativo (qRT-

PCR). Esta técnica se usa para amplificar y cuantificar el DNA del VEGF.

Detalle de maniobras y método

Se cultivo la cepa de M. bovis BCG en 50 ml de medio de cultivo midlebroock 7H9
enriquecido con ADC en agitacidon a 37 °C durante 2-4 semanas hasta obtener la
fase logaritmica de crecimiento. El cultivo se cosechd y centrifugd a 3000 rpm
por 30 min a 4°C. Luego, la pastilla se resuspendio y se lavo dos veces con SSB.
Posteriormente, la carga bacilar se cuantifico por las unidades formadoras de
colonia (UFC) en placas de medio de cultivos so6lido. Posteriormente las bacterias

se lisaron por calor a 80°C.

Se utilizaron 5x1076 UFC de M. Bovis BCG en 50 pl de solucién salina balanceada.
Esta se inyecté utilizando una jeringa de insulina con una aguja 30G. La
aplicacidn se realiz6 a 2Zmm del limbo de forma tangencial hacia el nervio éptico.
En los conejos control se inyecté 50 pl de solucién salina balanceada. Los
animales se sacrificaron a los dias 7, 15, 30, 45 y 60. En dichos tiempos se realizé
una evaluacion clinica. Se enuclearon los ojos y se procesaron para analisis
histolégico. Ademas se tomaron muestras de humor vitreo las cuales se

almacenaron a -20°C.



Después de la enucleacidn, el globo ocular se fijé en formalina neutra al 10%. Se
realizaron cortes anteroposteriores en sentido vertical. Se procedi6 a la
deshidratacion del tejido en alcoholes graduales del 60 al absoluto .y
posteriormente el ojo se incluyd en parafina. Se realizaron cortes seriados de 4

um de espesor, se desparafind y se tefié6 con hematoxilina-eosina y Ziehl-Neelsen.

Por separado, se realiz6 cortes seriados de 4 pm de espesor, se desparafin6 el
tejido y se monté sobre un portaobjeto recubierto con poli-L-Lisina. La laminilla
se calent6 en un horno de microondas durante 10 minutos y luego el tejido se
tratdé con suero normal de conejo. A continuacién se incub6 con el anticuerpo
monoclonal N45.1 anti-8-OHdG y anti VEGF, seguido por la adicién del
anticuerpo secundario anti-IgG de ratéon de conejo marcado con biotina. La
peroxidasa enddégena se bloque6 con peroéxido de hidrogeno al 3 % durante 30
minutos. Posteriormente, la laminilla se lavé con amortiguador Tris-HCl 50 mM
(pH 8.0) y el complejo antigeno anticuerpo se revel6 usando un sistema de
deteccidn de peroxidasa streptavidina-horseradish con diaminobenzidina como

cromogeno.

Para la medicion de VEGF por qRT-PCR, se descongelaron las muestras de humor
vitreo y se procesaron de acuerdo al protocolo por ROCHE. Previamente, se

habian clonado los primers de VEGF.

Recoleccion y andlisis de datos

La recoleccién de datos se realizard por medio del programa Excell ®; y el
analisis estadistico se hara a través del programa Epidat.

Los datos obtenidos de dichos experimentos seran analizados de acuerdo a la
normalidad de los datos y se agruparan en medidas de tendencia central y de
dispersiéon (media y desviaciéon estdndar o mediana y cuarteles). Los grupos
serdn comparados buscando diferencias con base en ANOVA. En el caso de no
tener una distribucién normal se utilizara Kruskal-Wallis y Friedman. El valor de

significancia estadistico en todos los casos sera de P<0.05.



Aspectos éticos

El cuidado y manejo de los animales se realizara de acuerdo a los estatutos de
ARVO (American Research For Vision and Ophthalmology) y las especificaciones
técnicas para el cuidado de la produccion y usos de animales de laboratorio
descritos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062- Z00-1999. Previa a la
experimentacion los animales se aclimataran al menos por 7 dias. Un conejo por
jaula sera acondicionado a una temperatura de 24 +2°C, con un ciclo de
iluminaciéon altérnate de 12 horas dia/noche y suministro libre de agua y

alimento.

Previo al tratamiento los conejos serdn sedados via intramuscular con
acepromacina (3 mg/kg), anestesiados via intramuscular con zoletil 100
(tiletamina 250mg/ zolazepam 250 mg) a la dosis de 16 mg/kg y luego se
aplicara via topica una gota de solucion de tetracaina oftdlmica (5 mg/ml). Para
valorar el grado de anestesia se realizara la prueba de reflejo corneal trigémino
por la contractura palpebral con un cierre del parpado con menos de 1 mm. Se
utilizara una pinza de 0.12 con dientes para generar el estimulo sobre la
superficie ocular, tocando el limbo esclero corneal. Los procedimientos
experimentales seran realizados en condiciones asépticas utilizando el material

quirurgico y de proteccion estéril.

Antes y después de la administracion intraocular de los compuestos se aplicara
via tépica una gota de tobramicina oftdlmica (3 mg/ml). Al final del estudio los
animales seran sacrificados con una sobre dosis del anestésico pentobarbital
sédico (0.36mg/kg) via intravenosa comprobando la muerte de los animales a
través del latido cardiaco, frecuencia respiratoria, estimulaciones y en caso de
ser necesario con pequefio corte en el cojinete plantar que demuestre que no hay
sangrado. Ademas, en este procedimiento solo estardn presentes los grupos de

animales que seran sacrificados al mismo tiempo.



Los desechos biologicos, materiales punzo cortantes, entre otros, seran
manejados y eliminados de acuerdo con la Norma NOM-087-ECOL-94, asi como a
la Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion al Ambiente. El
procedimiento y manejo de los animales estara bajo la responsabilidad de un

Médico Veterinario Zootecnista.



7. Resultados

Caracteristicas clinicas

Se examinaron los ojos enucleados a diferentes tiempos, dia 7, 15, 30, 45, 60. Se
observo desde el dia 7 post inyecciéon, una dilatacién de los vasos retinianos.
Ademas, la presencia intravitrea de material fibrinoide, desde el dia 30. La
cantidad de tejido fibrinoide aument6 desde este dia hasta la finalizacién del
experimento. Dicho material imposibilit6 la valoracién clinica de las estructuras

retinianas. Figura 1

Figura 1. Caracteristicas clinicas. Desde el dia 15 se observe la dilatacién de
vasos retinianos. La presencia de material fibroso se observé en cavidad vitrea

desde el dia 30.

Caracteristicas histolégicas

Desde el procesamiento de los tejidos se encontr6 un engrosamiento
macroscopico de la retina. Una vez procesado el tejido, se observé desde el dia 7
la presencia de infiltrado mononuclear crénico de tipo linfocito, con varios
grados de apoptosis, sin embargo se conservd la organizacion de las capas
retinianas. Para el dia 15, la retina present6é una desorganizacién importante,

caracterizada por la presencia de gliosis. En este tiempo, la coroides present6 un



engrosamiento destacado. Ademas, destaca la presencia de neovasos

intraretinianos desde el dia 15. Figura 2

Figura 2. Caracteristicas histolégicas. Se muestran los tejidos a 40X, en donde el
al dia 7 se aprecia el tejido retiniano infiltrado por linfocitos. Para el dia 15 hay

una marcada gliosis y desorganizaciéon anatémica.

La inyeccién intravitrea de M. Bovis BCG, induce estrés oxidativo

La presencia de 8-OHdG, un marcardor de dafo al acido desoxirribonucléico
inducido por estrés oxidativo, se mostr6 a través de andlisis
inmunohistoquimico. Las células del epitelio pigmentario de la retina
presentaron positividad desde el dia 7; dicha sefial se presenté en células
aisladas. Sin embargo, para el dia 15, la sefial present6 una marcada positividad
tanto en las capas externas de la retina como las internas, asi como en algunas
células de tipo epiteloide en la capa de la plexiforme interna, y en las células

fusiformes de la coroides.

Interesantemente, para el dia 30, la seflal de positividad disminuyé,

probablemente debido a la gran apoptosis presente en el tejido. Figura 3
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Figura 3. Presencia de 8-OHdG en retina y coroides. Las flechas destacan las

células positivas para 8-OHdG. La seial es mas positiva en el dia 15.

La inflamacion cronica inducida por M. bovis BCG induce VEGF

A través de la tecnologia de reacciéon en cadena de proteinas en tiempo real
cuantitativa, se logré valorar la presencia del factor de crecimiento endotelial
vascular en tejido de retina y coroides. Este factor se produjo durante los
primeros 15 dias post inyeccion. A partir de este punto en el tiempo, comienza a
disminuir la cantidad de VEGF detectada. Estos datos son estadisticamente

significativos p @ 0.05Figura 4.
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Figura 4. Expresion de VEGF en el complejo retina-coroides inducida por M. bovis

BCG.

8. Discusion

La respuesta inmuno inducida por los antigenos de la pared de M. bovis BCG, es
capas de inducer una vasculitis a nivel retiniano desde el dia 7 post inyeccidn.
Esta respuesta inflamatoria induce dafio a través de ROS solo en escasas células
de retina y coroides, sin embargo desde este punto comienza la presencia de

VEGF por estas células.

Al dia 15, histolégicamente se observd, la presencia de neovasos, este dato se
correlacioné con el pico de VEGF detectado por qRT-PCR. Ademas en este punto
el dafio por estrés oxidativo llega a su maximo.

Para el dia 30, hay una apoptosis en los tejidos retinianos y coroides por lo que

se espera no existan células que produzcan VEGF, asi como ausencia de nucleos

que sean positivos para 8-OHdG.

9. Conclusion
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La inoculacion intravitrea de antigenos de la pared de M. bovis BCG induce una

respuesta inflamatoria crénica de tipo linfocitico, el cual a través de citoquinas,

induce estrés oxidativo a las células de retina y coroides, siendo el estrés maximo

al dia 15. Ademas los antigenos de M.bovis BCG induce VEGF, coincidiendo el

punto maximo al dia 15. En tiempos posteriores hay presencia de apoptosis en

los tejidos por lo que los marcadores dejan de ser detectados.
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