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INTRODUCCION

La angiogenesis o neovascularizacion es una de los factores mas
importantes en patologias cronico-degenerativas como diabetes, cancer,
aterosclerosis enfermedades cardiovasculares, retinopatia diabética y la
neovascularizacioén corneal.

Esta ultima es considerada como un importante problema de salud; en
Estados Unidos se estima que 1.4 millones de pacientes, presentan
neovascularizacion corneal secundaria a enfermedades inflamatorias,
degenerativas o por trauma."?

La respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo son los principales
desencadenante de la neovascularizacién. El dafio corneal induce la activacion e
infiltracion de células inflamatorias producen especies reactivas de oxigeno,
factores pro-inflamatorios y angiogénicos como un mecanismo de respuesta
celular.”®> Sin embargo el desbalance hacia la angiogenesis genera
neovascularizacion y cicatrizacion, esta complicacion no solo puede disminuir la
agudeza visual sino también es un factor de riesgo para el rechazo inmunoldgico
del trasplante de cornea.*°

Las terapias antiinflamatorias para disminuir la neovascularizacion, con
corticosteroides y actualmente las nuevas terapias antiangiogénicas son motivo de
debate debido a los efectos adversos presentados por el uso continuo asi como a

los pobres resultados.>” Actualmente, se han estudiado nuevos opciones



terapéuticas para inhibir la neovascularizacién usando tratamientos en basados en
laser asi como moléculas sintéticas antiangiogénicas. °

Por otro lado los antioxoidantes naturales han mostrado tener un efecto
benéfico en modelos in vitro e in vivo en cancer asi como en procesos
inflamatorios debido en parte a la imhibicién de la angiogenesis. Por ejemplo, La
Epigalocatequina 3 galato (EGCG) es un flavonoide producido por el metabolismo
secundario de la planta del te verde “Camellia sinensis” y es comunmente utilizado
por su excelente propiedad antioxidante en contra de los radicales libres de
oxigeno. "0

En estudios epidemiolégicos, en animales y modelos in vitro, EGCG
presenta excelentes propiedades antitumorales y antiinflamatorias, al inhibir la
produccion de oxido nitrico (NO) en el tejido afectado, ademas de suprimir
factores proinflamatorios como IL-1, NF-kB e INOS y angiogénicos como VEGF y
MMP-2 y 9,114

Existen pocos reportes de los efectos de los flavinoides en la
neovascularizacion corneal. Joussen y colb. Reportan los efectos
antiangiogenicos de tres flavinoides (Genisteina, Fisetina y Luteolina) como
tratamiento topico en microemulsion, en un modelo de neovascularizacién por
herida quirurgica.

Por otro lado Cao y cao han demostraron que el consumo oral de EGCG
inhibe la angiogenesis corneal. También EGCG ha presentado un efecto protector
en las células ganglionares y células del epitelio pigmentado de la retina de ratas

con reperfusidn isquémica, regulando las vias apoptéticas e inhibiendo la



produccion oxido nitrico, mostrando la potencialidad de EGCG como antioxidante
sin efecto citotoxico.'” '8

En base a estos reportes podemos sugerir que la aplicacion directa de
EGCG sobre la superficie ocular puede inhibir diversos factores inflamatorios y
angiogénicos similares a NF-kB, IL-1B, MMPS y productos del estrés oxidativo
como NOS2 los cuales son semejante a los producidos durante la angiogenesis y
proliferacion de las células cancerosas.

Por lo tanto el presente estudio demuestra el efecto anti-inflamatorio y anti-
angiogénico de EGCG en modelo animal con inflamacién corneal inducida por
alcali. La administracién subconjuntival de EGCG produce inhibicion de la
vascularizacién corneal post-quemadura por alcali. El efecto anti-inflamatorio de
EGCG podria ser utilizado como un tratamiento alternativo para disminuir o inhibir

el crecimiento de vasos corneales, disminuyendo el alto riesgo de rechazo del

botdn corneal transplantado.



SINTESIS DEL PROYECTO

Objetivo: Determinar el efecto de EGCG en la neovascularizacion corneal

inducida por quemadura por alcali en ratas.

Material y Métodos: Estudio prospectivo, longitudinal, experimental. En un
modelo de neovascularizacion corneal en ratas, se aplico EGCG subconjuntival.
Se formaron 4 grupos: Grupo 1 y 2: ratas Quemadas con aplicacion 400 ug
EGCG y solucion salina, Grupo 3 y 4: ratas No quemadas con aplicacion de 400
Mg Yy solucion salina, respectivamente. Se realizd analisis patologico con

microscopio de luz.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ La administracion subconjuntival de EGCG puede producir inhibicion de la
neovascularizacion corneal en un modelo animal con neovascularizacion e

inflamacion corneal inducida por quemadura con alcali?



JUSTIFICACION

La angiogenesis o neovascularizacion es uno de los factores mas
importante en patologias degenerativas o cronicas de la cornea y es considerara
como un importante problema de salud a nivel mundial.

La respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo son los principales
desencadenantes de la neovascularizacion y el desarrollado de terapias
antiinflamatorias y antiangiogénicas es motivo de extensa investigacion.
Actualmente, se han estudiado nuevos tratamientos antiangiogénicos usando
moléculas tanto sintéticas como de origen natural.

Los antioxoidantes naturales, como el flavinoide epigalocatequina 3 galato,
han mostrado tener un efectos la inhibicion de la angiogenesis. Por lo que es de
relevancia estudiar la aplicacion de EGCG sobre la superficie ocular para inhibir
diversos factores inflamatorios y angiogénicos y productos del estrés oxidativo y
demostrar los efectos anti-inflamatorio y anti-angiogénico de EGCG en un modelo

animal con inflamacion corneal inducida por alcali.



OBJETIVOS

General:

e Determinar si la administracion subconjuntival de EGCG produce inhibicion

de la neovascularizacién corneal post-quemadura por alcali

Especificos:

¢ Medir de manera cualiativa mediante el analisis histopatdlogico la respuesta
inflamatoria y la neovascularizacion en corneas de ratas quemadas por
alcali.

e Medir de manera semicuantitativa mediante el analisis histopatologico la
respuesta inflamatoria y la neovascularizacion en corneas de ratas

quemadas por alcali.
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HIPOTESIS

General:

. La administracion subconjuntival de EGCG produce inhibicién de la

neovascularizacion corneal post-quemadura por alcali.

Nula

e La administracién subconjuntival de EGCG NO produce cambios de la

neovascularizacion corneal post-quemadura por alcali

Alternativa

e La administracion subconjuntival de EGCG produce cambios de la

neovascularizacion corneal post-quemadura por alcali

11



MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio

Se trata de un estudio experimental, de tipo Prospectivo, Transversal, y

Comparativo.

Poblacion

En el presente estudio se utilizaron 20 ratas machos de la cepa wistar, con
un peso de 180 a 220 gr. Los animales fueron proporcionados por el bioterio de la
facultad de medicina de la UNAM. El cuidado y manejo de los animales se realizd
de acuerdo a los estatutos de ARVO (American Research For Vision and
Ophthalmology) y a las especificaciones técnicas para el cuidado de la produccién
y usos de animales de laboratorio descritos en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999. Previa a la experimentacion los animales se aclimataron por 7
dias. Las cajas fueron acondicionadas a una temperatura de 24 £2°C, con un
ciclo de iluminacién altérnate de 12 horas dia/noche. Las ratas fueron alimentadas

diariamente con libre acceso de purina (Chow 5001) y agua ad libitum.

12



Método

Con anestesia general (pentobarbital sédico, 50 mg/kg) se produjo en todos
los grupos de ratas estudiados una quemadura por alcali en la superficie de la
cérnea central del ojo derecho, La quemadura se produjo con la aplicacion por 20
segundos, de un disco de papel filtro de 3 mm de diametro impregnado con
solucion de NaOH al 1.0 N (fotografia 1). Posteriormente, para eliminar los
remanentes alcalinos la cérnea fue irrigarada durante 60 segundos con solucién

salina balanceada (fotografia 2).

Fotografia 1

Fotografia 2
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Para administrar la suspension de EGCG se utilizé una jeringa tipo insulina
con aguja calibre 30G. En el ojo izquierdo de todos los animales se administrara
como placebo 20 ul de solucion salina balanceada (SSB) y usado como control

normal de estudio (fotografia 3).

Fotografia 3

Setenta y dos horas post-quemadura, 20 ratas divididas en 4 grupos, fueron
inyectadas subconjuntivalmente en el ojo derecho (OD). Grupo 1 y 2: ratas
Quemadas con aplicacién 400 pg EGCG y solucion salina, Grupo 3 y 4: ratas No
quemadas con aplicacion de 400 pg y solucién salina, respectivamente.

En todos los casos las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de
anestesia (pentobarbital sdédico).

Para evaluar la densidad o el calibre de los vasos cornéales, asi como los
cambios morfolégicos en los grupos de tejidos estudiados se realizo el analisis
histopatoélogico con hematoxilina-eosina (H y E).

Los globos oculares fueron enucleados e inmediatamente fijados en una
solucién de formalina neutra al 10%, deshidratados en etanol y xileno y

sumergidos en parafina (fotografia 4).
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Fotografia 4

Posteriormente, el tejido ocular fue seccionado a 4 um de grosor a lo largo
del ecuador. El tejido fue montado sobre laminillas y tefidas con H y E v,
Subsecuentemente, los cambios morfoldégicos y la infiltracion de células
inflamatorias de la cornea fueron examinados bajo el criterio histolégico estandar
tales como el numero de neovasos formados, presencia de células inflamatorias,
grupos de muerte celular, hinchazén vy lisis celular.

La longitud y el radio de la neovascularizacién fueron fotografiadas con una
camara digital adaptada a un microscopio quirurgico. Las imagenes fueron
archivadas en una tarjeta de memoria con una extension *.jpg y transferidas a una
computadora de escritorio. El area de neovascularizacidon corneal fue cuantificado
con NIH Image software (ver.1.62; disponible por ftp en zippy.nimh.nih.gov/ o
http://rsb.info.nih.gov/nih-image; desarrollado por Wayne Rasband, National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Se registr6 la media de tres mediciones, las
cuales seran registradas por tres investigadores. El area de neovascularizacion
sera expresado como el porcentaje del area total de la cornea neovascularizada

(Andrieu-Soler).
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Analisis Estadistico

Los datos experimentales obtenidos fueron expresados estadisticamente de
acuerdo a las variables dependientes e independientes anteriormente
mencionadas. Se medira promedio, media, mediana, desviacion estandar y la
media de la desviacion estandar. Se realizara el analisis de varianza (ANOVA)
seguido por una t student’'s. Las diferencias estadisticas se consideraran

significantes a un valor de P <0.05.
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RESULTADOS

El andlisis clinico de los grupo estudiados a 14 dias post-quemadura mostro
clinicamente que las ratas quemadas con la aplicacion subconjuntival de 400 pg
de EGCG un edema leve con transparencia corneal y rezagos de una quemadura
en centro de la cornea, sin la aparente formacion de neovasos, en comparacion

con las ratas que se les aplicé solucién salina, las cuales mostraron inflamacion

marcada asi como neovascularizacion importante (figura 1).

1. No Quemadas ¢/ SS 2. No Quemadas c/ 400 um EGCG
(Toxicidad)

3. Quemadas ¢/ SS 4. Quemadas ¢/ 400 um EGCG
(comparativo) (Experimental)

Figura 1
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En los hallazgos histopatologicos se muestran escasas formaciones
neovasculares e infiltrados inflamatorios. También se apreciaron escasas células
endoteliales, aisladas celularidad inflamatoria escasa con segmentados y linfocitos
con predominio de células linfoides, también se apreciaron células con cambios

compatibles con apoptosis como picnocitosis y cariorexis (figura 2).

v -

- i
—

-

1. No Quemadas ¢/ SS 10x 2. No Quemadas ¢/ 400 um EGCG 10x
(control) (Toxicidad)

4

10x 10x
Figura 2

En comparacién con el grupo de ratas quemadas con la aplicacion
subconjuntival de SSB es observado un edema leve, rezagos de la quemadura
central y apreciacién de formacion neovasos hacia el centro de la cornea. Ademas

en los cortes histoloégicos se muestra una afeccion de todo el espesor estromal
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con presencia de neoformaciones vasculares caracterizadas por células
endoteliales organizadas, con espacios luminales de tamafio variable y abundante
infiltrado inflamatorio.

Se encontro infiltrado inflamatorio con numerosas células de fase aguda
(segmentados) y subaguda (linfocitos), se encontraron multiples células con
cambios compatibles con apoptosis. Los grupos de ratas no quemadas pero
tratados subconjuntivalmente con 400 ug de EGCG o SSB presentaron un aspecto
normal, sin alteraciones clinicas o histologicas, los resultados semicuantitativos se

muestran en la tabla 1.

Numero de

Vasos por . s e
P Inflamacion Otras Caracteristicas

campos*
(rango)

1. No quemadas
con SS 0 Sin inflamacién Normal

2. No Quemadas

con 400pm EGCG (8_21) Sin inflamacion Sin Datos de toxicidad

3. Quemadas con Infiltrado mixto, granulomatoso,

SS 55 Moderada a abundante, en estroma; Vasos
(21- 75) Severa abundantes, organizados

4. Quemadas con 19 Inflamacion mixta, figuras

400 um EGCG (9- 23) Leve a Moderada apoptoticas; Vasos escasos

con luz estrecha

Tabla 1
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En el analisis semicuatitativo de la neovascularizacion la comparacion entre
ratas quemadas a las que se les aplico 400 ym EGCG y el grupo control con
solucién salina balanceada se muestra en la tabla 2, las corneas tratadas
presentaron cornea transparentes, leve edema, quemadura central, pero no se

aprecian formaciones neovasculares (Tabla 2).

80

70 /\

, A
\

2 \ ~-Grupo 1
40 / Grupo 2

30 \ / —+—Grupo 3
\/ --Grupo 4

20 ) /’X\\ -

10 ‘x,/

0 ———

]

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata

Tabla 2
En el analisis con microscopico de luz las ratas de los grupos 1 y 2 no

presentaron neovasos, inflamaciéon o apoptosis, ni alguna alteracion estructural

(figura 2).
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El analisis estadistico de los grupos estudiados se observa que las
medianas difieren entre los grupos 3 y 4 siendo menor el niumero de neovasos por
campo para el grupo tratado con EGCG (P <0.05), analisis del numero de vasos
por campo que se muestra de manera grafica en la tabla 3. La reaccion
inflamatoria general se valoro como ausente o presente, esta ultima dividida en
leve, moderada y severa; describen estos hallazgos, encontrando una menor

reaccion inflamatoria en el grupo 4.

Ndmero de vasos por campos

80
»
70
60
$
50
*
40
30
20 . s
10
0 4 .
0 1 2 3 4 5
Grupos
Tabla 3
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DISCUSION

Interesantemente, en nuestro estudio piloto hemos demostrado que la
aplicacion subconjuntival de EGCG inhibe la neovascularizacién corneal en un
modelo de inflamacion corneal inducida por alcali. Hasta la fecha no se ha descrito
el uso de EGCG via subconjuntival, quizas por el efecto adverso que EGCG puede
presenta a altas concentraciones utilizadas disminuyendo el pH de la solucion el
cual podria ser considerado como una molécula pro-oxidante con formacion de
eritema sobre la superficie ocular.

Sin embargo la dosis manejada en este estudio fue inferior a lo reportado
sin la aparente toxicidad de este flavonoide. Existe solo un reporte de del uso
EGCG en neovascularizacion corneal. Cao y Cao describen en un modelo de
neovascularizacion corneal inducido por VEGF la disminucién de la
neovascularizacion corneal con el consumo via oral de EGCG en ratas.

Otro estudio usando el flavonoide genisteina y administrado via oral ha
mostrado la inhibicibn de la neovascularizacion corneal disminuyendo la
produccion de VEGF.

En nuestro estudio, la aplicacion subconjuntival es un método que provee
una biodisponibilidad local teoricamente similar a las concentraciones plasmaticas
encontradas en estudios epidemiologicos y en modelos animales con patologias
neovasculares, ya que en la administracion sistémica y su farmacodinamia
depende de multiples sistemas bioquimicos que no garantiza su biodisponibilidad

a nivel corneal (Yihai y cols).
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Por ultimo nuestro analisis clinico e histopatolégico, doble ciego muestran
resultados prometedores para continuar el estudio de esta nueva molécula en la

neovascularizacion corneal.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de EGCG subconjuntival reduce la neoformacion de vasos y
la inflamacion en las corneas de las ratas quemadas, en comparacién con los

grupos controles.

La aplicacion de EGCG subconjuntival no produce alteraciones o cambios a nivel

histolégico en corneas sanas.

Nuestros hallazgos sugieren que la EGCG es un agente quimiopreventivo

de la neovascularizacién corneal con potencial uso clinico de relevancia.
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