50 NACONL AUTONGHA 7
TNNERS L)

=3¢ =,

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en
conejos operados de trabeculectomfa comparado con control a tres

meses de seguimiento

TESIS
Para obtener el grado de:

Especialista en Medicina (Oftalmologia)

PRESENTA

Lorena Maria Wheelock Gutiérrez

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Félix Gil Carrasco

P
©apec Ciudad de México 2019

_ ' _ Asociacién para Evitar la Ceguera en México, 2019
Asociacioén para Evitar

la Ceguera en México L.A.P.


Margarita
Texto escrito a máquina
Ciudad de México                  2019


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Lorena Maria Wheelock Gutiérrez — TESIS - 2019

(ndice
Lo RESUMIBN ettt et ettt 3
DA - [ ol I £ To] 4 ol SR P SRRSO 3
T Y o K=T ol [T o <L 4
T8t VI o ot ol o o USSR 4
3.2 Planteamiento del Problema .......c.ei i 4
3.3 ODJETIVOS ..ttt ettt et e et e eare s 5
(0] YA A o= V=T = | FO RSO USROS PR 5
ObBJETIVO ESPECITICO 1ottt et ettt e et e et e e st e e st e e sabeeerbee s 5
B HIPOEESIS oottt e et e et e e eara s 5
HIPOTESIS ESPECITICAS ..ottt et eae e 5
3.5 Pregunta de iNVESTIZACION ......ooieiiiice e 5
N VoY uo o o] [0} -4 - T TSP PP PRSPRO 5
4.1 TIPO dE INVESTIGACION ..viiiiiiiiiee ettt e e et e et 5
4.2 Recursos materiales y fiNANCIEIOS .. ...oviiiiuiiicic e, 5
RECUISOS NUMANOS. ...ttt ettt h ettt ekt e bttt et e et et et e e e eneeenee e 5
RECUISOS IMAtEIIAlES. ..ttt ettt ettt ettt et neeenee e 5
RECUISOS eI HOSPITAL. ..uviiiiiiiiiie ittt e e 6
FINANCIAMIENTO .ottt et et ettt 6
R VI do o o] LoT={ - D USSR 6
EXPEerimentacion CON @NIMales:......ooiii ittt ettt e et e et eestbeestaeesnaee s 6
Descripcidn de 1as maniobras prinCiPales .......c.eooviiiiiiiieeceeee e 6
3. EVAlUGCION PrEOPEIatOria .. i ciii ettt ettt ettt e ettt e eaee s 6
[ G U= - RSO RSUTSR 6
C. SEEUIMIENTO POSTOPEIATONIA cuuieiiiiiee ettt e e e e et e e e e et eeaeeeannnees 7
d. Preparacion para estudio histopatolOZICO .......ccviiiviiiiiiiee e 7
RECOIECCION A DAtOS .. ittt ettt ettt ettt sttt ens 7
e Yo [ Y o 1YL TSSO RTPR 7
LT (= U] =T [ LSS 7
B, DISCUSION .ttt bbb b ettt 10
/2 o] Tol ] [ OO PRSP U PRSP 11
B ANEXOS .ttt 11
AANEXO Lottt e e e e et e s 11

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres

meses de seguimiento 1



Lorena Maria Wheelock Gutiérrez — TESIS - 2019

ANEXO Tl ettt e 11
ANEXO Tttt et 11
1 V= { - o [=Yol 00 =T ol o L T T R TR OO OO P SO PSSP RS PRRRTRRTN 13
10. R EIENCIAS -ttt ettt 13

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres

meses de seguimiento 2



Lorena Maria Wheelock Gutiérrez — TESIS - 2019

1. Resumen
Objetivo: Reportar la proporcién de formacién de vesicula después de la colocacion de trehalosa al 20% en el

lecho escleral de conejos operados de trabeculectomia comparado con control a los 3 meses post-quirurgicos.
Disefio: experimental, prospectivo, longitudinal, y descriptivo.

Métodos: se estudiaron 5 conejos por grupos (n=10) operado de trabeculectomia con la aplicacion
transquirurgica subconjuntival de trehalosa al 20% contra grupo control de solucién salina balanceada.
Prequirurgicamente y postquirurgicamente se realizd conteo de células endoteliales. Se midid el porcentaje de
formacion de vesicula posterior al procedimiento y finalmente se estudiaron en estudio anatomopatoldgico.
Los resultados se reportan en estadistica descriptiva con rangos.

Resultados: La formacion de vesicula se encontrd en el 90% de los conejos (9/10). El conteo prequirdrgico de
células endotelailes para el grupo de trehalosa fue de 2468.5 (1413 —3524) y en el postquirdrgico un promedio
de 2529.75 (1387-3324) células. El grupo control, presentd un conteo prequirlrgico de 2842.667 (2635—3064)
células; en el postquirurgico presentd 2410 (1781-2663) células. En el estudio histopatoldgico los grupos
controles tienen una mayor respuesta tipo granulomatosa y células gigantes multinucleadas. Ninguno de los
grupos presentd complicaciones graves durante el seguimiento, no se presentaron infecciones en el sitio
quirurgico, vesiculitis o endoftalmitis.

Conclusién: La aplicacién subconjuntival de trehalosa al 20% durante la trabeculectomia en conejos tipo Nueva
pudiera ser una alternativa en la modulacién de la actividad anti-inflamatoria post-traumatica quirurgica. Este
estudio demuestra el uso de esta molécula como segura en tejidos animales.

Palabras claver Tratamiento quirdrgico, Glaucoma, Trabeculectomia, Prevencion de fibrosis, Trehalosa,
conjuntiva-Tenon.

2. Marco teérico
El glaucoma es la primera causa de morbilidad visual irreversible a nivel mundial con una prevalencia

relativamente alta (2-3%) en poblaciones mayores a 40 afios de edad, ! donde hasta ahora el control
de la presién intraocular es la Unica medida o factor de riesgo que evita la progresién de la
enfermedad, por lo que su control es de suma importancia. Dentro de las intervenciones quirurgicas
que permiten una disminucién de la presidn intraocular se encuentra la trabeculectomia, la cual
presenta diferentes tasas de éxito, pero que el fracaso funcional de la misma se debe generalmente
ala cicatrizacidn de la filtracion extensa a nivel de la conjuntiva y la capsula de Tenon con la formacién
de los fibroblastos e induccion de factores de crecimiento remodeladores de tejido, 2 mismos que
desencadena este procedimiento.’! Ante el inminente fracaso, se han utilizado diferentes
moduladores de la cicatrizacién dentro de los que destaca el uso de antimetabolitos como la
Mitomicina C 12 y el 5-fluorouracilo; estos no estan exentos de riesgos ya que, desgraciadamente, el
uso de estos antimetabolitos presentan efectos adversos tales como: reduccion excesiva de la presién
intraocular con hipotonia ocular secundario a toxicidad del cuerpo ciliar,* riesgo elevado de
formacion de catarata, ® desprendimiento coroideo?, fuga de humor acuoso a través de las paredes
de la vesicula de filtracién, 3 adelgazamiento y reblandecimiento de la esclera y endoftalmitis tardia °
entre otras complicaciones.

Sabiendo de antemano los efectos fibroblasto-tdxicos de la trehalosa en la cicatrizacidon conjuntival,®
con la investigacién de la misma como potencial inhibidor de los procesos de cicatrizacion en la
trabeculectomia pretendemos encontrar una alternativa segura para ser usada en este tipo de
procedimiento.

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres

meses de seguimiento 3



Lorena Maria Wheelock Gutiérrez — TESIS - 2019

En este estudio es describimos la seguridad y los efectos de la trehalosa al 20% en la cicatrizacion
subconjuntival en conejos operados de trabeculectomia a tres meses de seguimiento contra sus
homologos a los que se les administrd solucidn salina balanceada.

3. Antecedentes

8.1 Justificaciéon

El glaucoma de angulo abierto es una enfermedad crdnica con una prevalencia relativamente alta en
poblaciones de mas de 40 afios de edad, en relacion con los niveles de presién intraocular elevada
(P10), que, induce cambios en los campos visuales y deterioro progresivo del nervio dptico, que de
no tratarse es capaz de producir ceguera. Afecta al 2-3% de la poblacion mayor de 40 afios pasando,
es practicamente asintomatica, por lo que puede pasar desapercibida en un gran porcentaje de los
casos hasta que se encuentra en estadios muy avanzados. ! Dentro de las intervenciones quirurgicas
usadas, cuando el tratamiento médico es insuficiente para lograr el control de la PIO, se encuentra la
Trabeculectomia, la cual presenta diferentes tasas de éxito, pero que el fracaso funcional de la misma
se debe generalmente a la cicatrizacion de la filtracidon que se induce con ese procedimiento!! y para
lo que se han utilizado diversos métodos inhibitorios de los procesos de cicatrizacion dentro de los
cuales el uso de antimetabolitos como la Mitomicina C¥2 y el 5-fluorouracilo, son los mas
frecuentemente usados, pero que la dosificacion, el tiempo de permanencia y el tiempo de lavado se
han determinado en forma empirica y que a su vez tienen un potencial riesgo de complicaciones
desde leves hasta muy serias como efectos adversos bien conocidos.

La Trehalosa es un agente bioldgico natural que pudiera prevenir la formacién de la cicatriz fibrosa
que estd implicada en el fracaso de la cirugia filtrante en el Glaucoma tipo Trabeculectomia, sin existir
hasta el momento los estudios clinicos suficientes para demostrar su efecto, en la aplicacidon en este
tipo de cirugia filtrante.13

Sabiendo de antemano los efectos fibroblastostdxicos de la Trehalosa en la cicatrizacién conjuntival,®
con la investigacion de la misma como potencial inhibidor de los procesos de cicatrizacion en la
Trabeculectomia pretendemos encontrar una alternativa segura para ser usada en este tipo de
procedimiento.

Asi mismo, uno de los objetivos finales de este estudio prospectivo es analizar el comportamiento de
esta sustancia en los tejidos oculares como la esclera, la Tenon, la conjuntiva, y los elementos
estructurales del segmento anterior (cérnea, iris, cristalino, trabéculo y cuerpo ciliar en conejos en
los que se aplicard, en un procedimiento semejante a la Trabeculectomia pero sin penetrar a la
camara anterior, sino solamente el manejo de conjuntiva y Tenon, el tallado del colgajo escleral
superficial, la sutura del mismo y la de la conjuntiva. Para el estudio del comportamiento en el
segmento anterior se inyectara la sustancia en forma directa.

3.2 Planteamiento del problema

Es necesaria la busqueda de novedosas alternativas eficaces y seguras para evitar la cicatrizacion
conjuntival después de la trabeculectomia. éLa trehalosa al 20% reduce la fibrosis y cicatrizacion en
conejos operados de trabeculectomia comparado con control a los 3 meses postquirirgicos?

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres
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8.3 Objetivos

Objetivo general
Reportar la proporcién de formacion de vesicula después de la colocacidn de trehalosa al 20% en el
lecho escleral de conejos operados de trabeculectomia comparado con control a los 3 meses post-
quirdrgicos

Objetivo especifico
Reportar la proporcién de fibrosis en la cicatriz fibrosa de ambos grupos.

Reportar la densidad celular endotelial en el pre y post-quirtrgico en ambos grupos.

3.4 Hipétesis
La proporcién de formacion de vesicula en el grupo de Trehalosa al 20% de concentracion serd de un
80% comparado con un 20% en el grupo control.

Hipétesis especificas
El porcentaje de fibrosis o fibroblastos en la cicatriz fibrosa serd 80% menor en el grupo de
Trehalosa el 20% comparado con el grupo control.

La densidad celular endotelial en el pre y post-quirurgico serd similar (diferencia menor o
igual a 10%) en ambos grupos.

3.5 Pregunta de investigacién

¢Cuadl es la proporcion de formacién de vesicula después de la colocacion de trehalosa al 20% en el
lecho escleral de conejos operados de trabeculectomia comparado con control a los 3 meses post-
quirurgicos?

4. Metodologfa
4.1 Tipo de investigacién
El tipo de estudio es experimental, prospectivo, longitudinal, y comparativo.

4.2 Recursos materiales y financieros

Recursos humanos.
Dr. Francisco Alvarado — Médico Veterinario Oftalmdlogo - Como orientador en el manejo y cuidado
de los conejos

Dr. Abelardo Rodriguez — Médico Patélogo — Como encargado de realizar estudio histopatoldgico

Recursos Materiales
Alimento especial para conejos

Farmacos de Sedacién Animal

Jaulas para conejos

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres
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Recursos del Hospital.
Bioterio del Hospital

Instrumental de Cirugia Experimental
Area de Cirugia Experimental con equipos médicos y quirdrgicos

Tinciones y utensilios del Departamento de Patologia para realizar el diagndstico histoldgico

Financiamiento
El financiamiento fue de tipo interno

4.3 Metodologia

El presente estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Cirugia Experimental del Hospital “Dr. Luis
Sadnchez Bulnes” de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México, la fecha de inicio fue el 1 de
agosto del 2017 vy finalizd el 1 de julio del 2019.

Experimentacién con animales:

Todos los animales fueron tratados segun la Declaracién de Uso de Animales para la Investigacion en
Oftalmologia y Vision de la Asociacion de Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO por sus siglas
en inglés) y segun los manuales operativos de nuestra institucion. Un total de 10 conejos albinos tipo
Nueva Zelanda (peso: 1 kg, obtenidos de la Facultad de Veterinaria, UNAM) fueron usados. Para todos
los procedimientos, los conejos fueron anestesiados usando 25 mg/kg de peso de pentobarbital
sodico. Todas las manipulaciones quirdrgicas, descritas posteriormente, fueron ademas realizadas
con anestesia toépica adicional consistiendo en tetracaina sédica en gotas oftdlmicas. Todos los
experimentos en animales fueron llevados a cabo en ojos derechos.

Los criterios de inclusion abarcaban que los especimenes fueran obtenidos del mismo centro de
control animal, que los mismos vivan en el bioterio del hospital donde se llevara a cabo el estudio y
durante toda la duracién del mismo y que previamente los conejos no hayan sido sometidos a ningun
tipo de intervencidn ocular previa o sistémica. Criterios de exclusién correspondian a la falla en la
realizacion en la técnica quirurgica de la trabeculectomia, enfermedad o muerte del animal.

Los conejos fueron divididos en dos grupos cada uno conformado por cinco conejos. Al grupo 1 se
le administro trehalosa al 20% subconjuntival en el lecho escleral de la trabeculectomia en el
transquirurgico y al grupo 2 se le colocd solucién salina balanceada subconjuntival en el mismo sitio
y tiempo quirdrgico.

Descripcién de las maniobras principales

a. Evaluacién preoperatoria
Se realizé un conteo de células endoteliales por microscopia especular (Topcon®, SP-2000P) previo a
la cirugia filtrante.

b. Cirugfa
El protocolo de sedacidon de los conejos se llevo a cabo con 25 mg/kg de peso de fenobarbital. Todos
los procedimientos quirdrgicos descritos fueron realizados bajo anestesia tépica adicional con
clorhidrato de tetracaina en gotas oftdlmicas.

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres
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Para la trabeculectomia, se siguid el protocolo quirdrgico con sedacion de los conejos, anestesia
subtenoniana con lidocaina al 2%. Se realizd colgajo conjuntival en ojo derecho base limbo a 7 mm
del mismo, se disecara conjuntiva y capsula de Tenon con tijeras corneales y se realizara hemostasia
con cauterio en los casos necesarios. Se procederd a realizar colgajo escleral rectangular a 3 mm del
limbo de 2.5 mm de largo y grosor parcial, disecdndose hacia el limbo hasta llegar a cornea clara.
Posterior a ello se realiza |la paracentesis de la camara anterior con aguja hipodérmica. Se realiza la
escision del colgajo esclero-corneal profundo con pinza sacabocado (punch) de 2 mm e iridectomia
periférica con tijeras de Vannas. Se colocara 0.1 ml de trehalosa sobre la esclerética (o bien 0.1 ml de
Solucién Salina Balanceada dependiendo el caso). El colgajo escleral se suturd con un punto simple
en cada vértice de la incisién con Nylon de 10-0. Se procede al cierre de conjuntiva y Tenon con
surgete continuo con Nylon 10-0. La cdmara anterior se reforma con viscoelastico. Se aplicaran gotas
con antibidtico y dexametasona, el primer dia cada dos horas y luego 4 veces al dia por tres semanas.

c. Seguimiento postoperatoria
Se realizé un conteo de células endoteliales por microscopia especular (Topcon®, SP-2000P) durante
el primer dia del postquirurgico y en el postquirdrgico temprano o tardio. Se valoré la formacién de
la vesicula filtrante o ausencia de la ella en el mismo tiempo que las revisiones mencionadas.

d. Preparacion para estudio histopatolégico
Los conejos fueron estudiados histopatoldgicamente para clarificar el efecto de la trehalosa al 20%
en la actividad proliferativa de los fibroblastos con relacién a la formacion de la cicatriz fibrosa post-
operatoria.

Posteriores a los 3 meses de seguimiento, los conejos fueron perfundidos en la vena auricular
rdpidamente con 250 mg de pentobarbital sddico. Los globos oculares fueron enucleados v fijados
en solucion de formaldehido al 4%. Posterior a la fijacion, el departamento de Patologia de nuestra
institucién se encargd de la colocacion del tejido en parafina, de la realizacion ulterior de cortes a
nivel del lecho escleral de la trabeculectomia, previamente marcado con sutura de Nylon 10-0,
seguida finalmente de la tincidon con hematoxilina y eosina para su estudio.

Recoleccién de Datos:
La recoleccion de datos se realizé con Excel en una plantilla previamente disefiada con las variables
a estudiar. El analisis estadistico se realizara mediante SPSS Version 6.0.

Plan de Analisis
Las variables cuantitativas se reportaron por medio de o medianas e intervalos intercuartilares de
acuerdo a la distribucion de la poblacion. Se reportard la proporcion de casos con formacion de
vesicula.

8. Resultados
Los conejos obtenidos fueron 10 conejos tipo Nueva Zelanda de 3 meses de edad. A los cuales se les
realizd el procedimiento de trabeculectomia y se les dio un seguimiento a 3 meses con posterior
documentacién de la formacion de vesicula postquirdrgica (Imagen 1) y su estudio
anatomopatoldgico.

La formacion de vesicula posterior a la cirugia de trabeculectomia se encontré en todos los conejos

operado menos en el conejo #2 que no formd vesicula (Tabla 1). Unicamente el conejo #1 tuvo una

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres
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complicacion en el desarrollo de la técnica quirlrgica, teniendo una ciclectomia por lo que
posteriormente no pudo ser preparado para la muestra histopatoldgica.

En cuanto al conteo de células endoteliales por grupos, el grupo de Trehalosa presentd un conteo
prequirdrgico de 2468.5 (1413 — 3524) células, en el postquirurgico se presentd un promedio de
conteo de 2529.75 (1387 — 3324) células; siendo para el postquirurgico temprano (12 semana) de
2355.5 (1387 — 3324) células, mientras que para el posquirurgico tardio de 2704 (2670 — 2738)
células. El grupo control, presentd un conteo prequirdrgico de 2842.667 (2635 — 3064) células; en el
postquirurgico presentd un conteo total de 2410 (1781 — 2663) células (Figura 1).

TBC

3000 -

2800 -

2600 -

2400 -

Conteo endotelial

2200 -

2000

-~ Control

- Trehalosa 20%

PreQx

PO1  PO2

PO4 PO6 CEPO

FIGURA 1. CONTEO DE CELULAS ENDOTELIALES A LO LARGO DEL ESTUDIO. PREQX = PREQUIRURGICO, PO 1 = POST-OPERADO 1
SEMANA, PO 2 = POSTOPERADO 2 SEMANAS, PO 4 = POSTOPERADO 4 SEMANAS, PO 6 = POSTOPERADO 6 SEMANAS. CE PO =
PROMEDIO DE CONTEO DE CELULAS ENDOTELIALES EN EL GRUPO CONTROL. TBC = TRABECULECTOMIA

Aplicacion de

Trehalosa 0SSB

Formacion de vesicula

Hematoxilinay eosina

Complicacionesy
eventualidades

Trehalosa Si No procesado por complicacion en técnica Ciclectomia
quirdrgica
SSB No Aumentada la proliferacidn de fibroblastos con Inyeccidn de
células gigantes multinucleadas Trehalosa en camara
anterior
Trehalosa Si Poca reaccion de granuladén, Unicamente algo de Burbuja en camara
infiltracién linfocitaria anterior en el primer
diadel PO
SSB Si Muestra insuficiente Edema corneal post-
quirdrgico
Trehalosa Si Sutura subconjuntival muy superficial, respuesta
escasa, mas epiteloides que gigantes. Estroma de
escaleralaxo. No se ve reaccion fibroblastica. No se
ve formacién de colagena.
SSB Si Muestra insuficiente
Trehalosa Si Se aprecia sutura longitudinal, sin reaccidon
importante a cuerpo extrafio. No se aprecia
reaccion granulomatosa
SSB Si Respuesta granulomatosa con células gigantes

multinudeadas.
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Trehalosa Si Se ven pocas células epiteloidesy poca reaccion
fibrosa
SSB Si Hay colageno interrumpido, sin sutura. Existe zona

que simulara ciclodidlisis, células epiteliales
edematosas. Se ve un espacio grande, pero no se
ver la formacién de coldgeno

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS CONEJOS OPERADOS. TREHALOSA USADA A UNA CONCENTRACION DE 20%. SSB= SOLUCION
SALINA BALANCEADA.

El resultado del estudio histopatoldgico pudiera demostrar que el grupo control tiene mas reaccién
de cuerpo extrafio, respuesta granulomatosa y presentacion de células gigantes multinucleadas que
nos hablan de la cicatriz fibrosa que se pudiera estar instaurando, mientras que para el grupo de
trehalosa existia poca reaccién de granulacion, una respuesta inflamatoria escasa con presencia de
células epiteloides y poca formacion de coldgeno. Cabe mencionar que una muestra del grupo de
trehalosa y dos muestras para el grupo control resultaron insuficientes para su estudio
histopatologico (Tabla 1).

Ninguno de los grupos presentd complicaciones graves durante el seguimiento, no se presentaron
infecciones en el sitio quirdrgico, vesiculitis o endoftalmitis.

IMAGEN 1. FOTOGRAFIA CLINICA DEL OJO DERECHO DEL CONEJO #3 EN EL 3ER. DIA POSTQUIRURGICO DE LA TRABECULECTOMIA CON
TREHALOSA AL 20%

Formacién de vesicula posterior a la aplicacién de trehalosa en conejos operados de trabeculectomia comparado con control a tres
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6. Discusién

La reparacion de la herida escleral inducida durante la trabeculectomia tiene como innegable
desenlace la migracién de fibroblastos al sitio de la lesion, la angiogénesis vascular, con la
consecuente formacion de tejido de granulacién y finalmente la instauracion de una cicatriz fibrosa.
Los antimetabdlitos, la mitomicina-C y el 5-flouracilo, son agentes quimioterapéuticos con
propiedades antiproliferativas que interfieren en la sintesis del ADN terminando en la muerte y
apoptosis celular sin mostrar tropismo por alguna clase de células, teniendo potencialmente
complicaciones devastadoras para la evolucién clinica de la cirugia y de los pacientes. 1> Es por eso
gue no es novedad la busqueda constante de alternativas mds seguras para evitar la cicatrizacion
ocular; por lo que la trehalosa surge como candidato debido a que estudios previos invitro con este
disacdrido a diferentes concentraciones ha demostrado tener un efecto toxico para los fibroblastos;*3
por lo que se espera que en la reparacién celular de la trabeculectomia Unicamente incida en este
momento de la cicatrizacion.

La trehalosa es un disacarido ampliamente distribuido en la comunidad bioldgica siendo encontrado
en plantas, algas, hongos, levaduras, bacterias, insectos y otros invertebrados’ que ha sido
ampliamente usada en la industria cosmética y de alimentos. 8 En el ambito médico se ha usado como
vehiculo de inyecciones y como sustancia conservadora de tejidos para trasplante.? Actualmente en
el campo de las ciencias visuales el uso de la trehalosa esta limitado, sirviendo como excipiente de
inyecciones intravitreas; como las de Avastin® (bevacizumab) o Lucentis® (ranibizumab), vy
recientemente como reepitelizador corneal (Thealoz 3%; Thea Laboratorios)!® presentando
prometedores resultados. Asi mismo, se menciona que inhibe potencialmente la angiogénesis y la
proliferacidn fibrobldstica en el tejido de cicatrizacion escleral.®

La trehalosa es un agente bioldgico natural que pudiera ser usado en pacientes con glaucoma para
prevenir la formacién de la cicatriz fibrosa implicada en el fracaso de la trabeculectomia. Hasta el
momento, no existen los estudios clinicos suficientes para demostrar el efecto de la aplicacién de
dicho material en esta cirugia filtrante.13. En este estudio prospectivo reportamos que la trehalosa al
20% es inocua al colocarse de forma subconjuntival en animales y que notoriamente presenta menos
reaccion de granulacion que el grupo control con solucidon salina balanceada. En nuestro
conocimiento, es el primer estudio de este tipo en el continente americano.

La formacion de vesicula, que sucedié en el 90% de la muestra y ninguno de los pacientes demostro
un efecto secundario, adverso o alguna complicacion subsecuente a su administracion por lo que
pudiera ser un indicador de la buena aceptacion de la molécula por parte de los tejidos animales

Takeuchi et al documentaron que la expresién de un marcador de fibroblastos de modificaba
significativamente con el uso de trehalosa al instilarse tdpicamente durante la incisién conjuntival
simple o la trabeculectomia y que la proliferacién fibroblastica y queratonocitica estaba fuertemente
inhibida en una forma dosis dependiente; este estudio también realizo pruebas in-vitro de trehalosa
a diferentes concentraciones usando también al 20% teniendo efectos toxicos para los fibroblastos;*3
de la misma manera nosotros pensamos que nuestro estudio fue capaz de demostrar una falta de
reaccion granulomatosa y de respuesta con células gigantes multinucleadas en el grupo de trehalosa
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cuando se realizd el estudio histopatoldgico por esta potente actividad del disacarido contra la
fibrosis.

En el estudio encontramos diversas fluctuaciones en el conteo de células endoteliales, incluso
pudiendo llegar a pesar que posterior al trauma quirdrgico, los conejos tuvieron una especie de
regeneracion en su endotelio (Figura 1), Valdez-Garcia et al explican que esto sucede debido a que
los conejos tienen una actividad mitdtica en el endotelio corneal que tiene como pico de
regeneracion a los 3 meses de edad y persiste durante el resto de la vida,* por lo que estudios con
diferentes modelos deben de realizarse para verificar la repercusion que tiene el uso de trehalosa en
el conteo de células endoteliales.

Debido a la naturaleza del estudio, la muestra no fue calculada con un poder o un nivel se supresién
estandarizado debido a que actualmente existen pocos estudios sobre la molécula y por lo tanto las
variables no pueden ser manipuladas para su analisis estadistico y los hallazgos abiertos a su
interpretacion; de la misma manera, los hallazgos a los que se llegaron no pueden ser usados para
demostrar una causalidad.

Al haber demostrado con estos resultados a seguridad de la molécula, podriamos plantear a futro un
estudio Fase 12 para demostrar seguridad y eficacia en grupos humanos seleccionados.

7. Congclusién
La trehalosa a una concentracion del 20% puede ser una alternativa menos nociva para prevenir la

fibrosis y la transformacion a cicatriz fibrosa posterior a la cirugia filtrante de glaucoma. Este estudio
demuestra que el uso de esta molécula es noble y segura en tejidos oculares animales.

8. Anexos
Anexo1: Revisién de Medline

“u nn

Hoy en dia, la busqueda en PubMed de ““Trehalosa”” arroja un total de 7137 resultados; sin embargo,
la busqueda de “Trehalosa glaucoma” no muestra mds que 2 resultados. Esto podria ser consecuencia
de que a pesar de haber sido descubierta desde el siglo 19, los usos de la trehalosa enfocados a la
oftalmologia no comienzan a visualizarse sino hasta el 2002 con estudios en cdrneay superficie ocular
los cuales tienen 36 articulos en conjunto en dicho buscador.”

Anexo 1l Formatos para recoleccién de datos
No aplica

Anexo NI Declaracién de la Asociacién Médica Mundial sobre el uso de animales enla
investigacién biomédica

Adoptada por la 412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989
Introduccién

La investigacion biomédica es esencial para la salud y bienestar de cada persona en nuestra sociedad.
Los avances en la investigacion biomédica han mejorado mucho la calidad de vida y la duracién de
ésta a través de todo el mundo. Sin embargo, la posibilidad de la comunidad cientifica de continuar
sus esfuerzos para mejorar la salud privada y publica se ve amenazada por un movimiento que tiene
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como finalidad eliminar el uso de animales en la investigacién biomédica. Este movimiento est3
liderado por grupos radicales de activistas por los derechos de los animales, cuyos puntos de vista
estan muy alejados de la principal corriente de actitudes publicas y sus tacticas van desde sofisticadas
campafias para influenciar a legisladores, recoleccién de fondos, campafias de propaganda vy
desinformacion, hasta violentos ataques a establecimientos de investigacién biomédica y a
cientificos.

La magnitud de las violentas actividades de los defensores de los derechos de los animales es
increible. Sélo en Estados Unidos, desde 1980 los grupos por los derechos de los animales han
protagonizado mas de 29 asaltos a instalaciones de investigacion estadounidenses, han robado mas
de 2.000 animales, causado dafios por mas de 7 millones de ddlares y arruinado muchos afios de
investigacion cientifica. Estos grupos han realizado actividades similares en Gran Bretafia, Europa
Occidental, Canadd y Australia. Varios grupos en estos paises se han responsabilizado por atentados
con bombas a vehiculos, instituciones, tiendas y domicilios particulares de los investigadores.

La violencia de los grupos por los derechos de los animales ha tenido un efecto amedrentador en la
comunidad cientifica a escala internacional. Se ha intimidado a cientificos, organismos de
investigacion y universidades para que alteren o incluso terminen importantes trabajos de
investigacion que dependen del uso de animales. Los laboratorios han sido obligados a invertir miles
de ddlares, que estaban reservados a la investigacion, en la compra de sofisticados equipos de
seguridad. Los jovenes que podrian seguir una carrera en el campo de la investigacion biomédica,
cambian de parecer y optan por otras profesiones.

A pesar de los esfuerzos de muchos grupos que luchan por proteger la investigacion biomédica del
activismo sobre los animales, la respuesta a los movimientos por los derechos de los animales ha sido
fragmentada, con pocos fondos econdmicos y principalmente defensiva. Muchos grupos dentro de
la comunidad biomédica no se atreven a adoptar una posicién publica frente al activismo sobre los
animales por temor a represalias. Como resultado de esto, el establecimiento de la investigacidon ha
sido relegado a una posicion defensiva. Se cuestionan sus motivaciones y se desafia repetidamente
la necesidad de usar animales en la investigacion.

Si bien la investigacién que debe hacer uso de animales es necesaria para aumentar la atencién
médica de todas las personas, reconocemos también que se debe asegurar un trato humano de los
animales en investigacion. Se debe establecer una formacion adecuada para todo el personal de
investigacion y se debe contar con una atencién veterinaria apropiada. Los experimentos deben
cumplir con las disposiciones o regulaciones que rigen el manejo humano, albergue, cuidado, tratoy
transporte de los animales.

Las organizaciones internacionales médicas y cientificas deben realizar una campafia mas fuerte y
cohesiva para contrarrestar la creciente amenaza a la salud publica que representan los activistas por
los animales. Se debe crear un liderazgo y coordinacion al respecto.

Por lo tanto, la Asociacién Médica Mundial afirma los siguientes principios:

1. El uso de animales en la investigacion biomédica es esencial para el progreso médico.
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2. La Declaracion de Helsinki de la AMM exige que la investigacion biomédica en seres humanos debe
estar basada en la experimentacion animal, pero también exige que se respete el bienestar de los
animales usados en la investigacién.

3. El trato compasivo de los animales usados en la investigacion biomédica es esencial.

4. Todos los establecimientos de investigacion deben cumplir con todas las normas que rigen el trato
compasivo de los animales.

5. Las sociedades médicas deben resistir todo intento cuyo propdsito sea rechazar el uso apropiado
de animales en la investigacién biomédica, porque dicho rechazo comprometeria la atencién del
paciente.

6. Aunque no se debe comprometer el derecho a la libertad de expresion, se debe condenar el
elemento andrquico que existe entre los activistas por los derechos de los animales.

7.Se debe condenar internacionalmente el uso de amenazas, intimidacion, violencia y hostigamiento
personal de los cientificos y sus familias.

8. Se debe solicitar un esfuerzo coordinado maximo de parte de los organismos encargados de hacer
cumplir la ley, a fin de proteger a los investigadores y a los establecimientos de investigacion de
actividades de naturaleza terrorista.
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