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EFECTO DE LA CLOROQUINA EN LA UVEITIS
EXPERIMENTAL RECURRENTE INDUCIDA CON MELANINA
BOVINA (UER)EN RATAS LEWIS.

RESUMEN

Objetivo: walorar la efectividad de la clorcquina para el control de la
GER.

Material y Métodos:se indujo uveitis con melanina bovina en 8 ratas y a 6
de éstas se les administrd cleroquina a 5 mg/kg/dia durante 6 meses. Se
aplicaron dos reinyecciones de melanina para inducir recurrencias. Las
ratas se sacrificaron cuando presentaron uveitis después del segundo
refuerzo y se estudiaron histopatolégicamente. A un grupc adicicnal de 14
ratas se les administrd cloroquina para valcorar su toxicidad en retina.
Resultados:las dos ratas que no recibieron cleoroquina tuvieron 3 cuadros
de uveitis severa a diferencia del grupo de cloroguina que presentd 3
cuadros de uveitis leve a moderada clinica e histopatelégicamente. p
<0.05 El grupc de ratas sin uveitis tratada con cloroquina no mostréd
alteraciones clinicas ni histopatclégicas.

Conclusiones:la cloroguina fue capaz de disminuir la duracidén y la
intensidad de la uveltis e inclusc pudo inhibir la aparicién de nuevos
cuadros, por lo gque consideramos es un f&rmace util para el tratamiento
de la UER.

PALABRAS CLAVE: uveitis autcinmune asociada a melanina, cloroguina,
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uveitis CXperimenyaLs.
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EFFECT OF CHLOROQUINE ON EXPERIMENTAL MELANIN-
PROTEIN INDUCED UVEITIS IN LEWIS RATS.

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the effect cf chloroquine on experimental recurrent
autoimmune melanin-protein induced uveitis in Lewis rats.

Materials and Methods: 8 Lewis rats were immunized with melanin to induce
uveitis; 6 of them were treated with 5mg/kg of chloroquine. To reinduced
uveitis they received 2 booster injections of melanin. They were killed
when the uveitis were present after the last bocster injection, all eyes
were evaluated by means of c¢linical and histopatology examination. A
control group of 4 rats without uveitis received the same chloroguine
dose to evaluated retinal toxicity.

Results:2 rats without chloroguine had 3 severe uveltis episodes; & rats
with chloroguine had 3 mild uveitis episodes. p <0.05 The rats with
chloroguine did not show any histopatologic anormalities.
Conclusions:chloroquine decreased the severity of uveitis and in some
eyes it could aveid the recurrences, thus it is effective to treatment
for chronic and recurrent experimental uveitis.

KEY WORDS: experimental autoimmune melanin-protein induced uveitis;
chloroquine;experimental uveitis.
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ANTECEDENTES

Los modelos experimentales en uveitis han cobrado gran
interés en la ultima década, ya gque han permitido conocer
los mecanismos inmunolégicos intrinsecos del globo ocular.
Los procesos inflamatorios autoinmunes del humano presentan
gran similitud a la inflamacién gue se produce en estoes
modelos experimentales, pudiéndose correlacionar e
interpretar el tipo de células inflamatorias preponderantes;
el tipo de inmunidad involucrada; la respuesta especifica ha

ciertos férmacos e incluso la forma de inhibirlos.

Broekhuyse vy asociadosl™3 en 1991 fueron los primeros
en describir la uveitis experimental asociada a melanina en
ratas Lewis. La melanina es extraida de 1la coroides vy
epitelio pigmentario de la retina de bovinos e inyectada en
el abdomen y patas de ratas albinas; con lo que se produce
un cuadrc de uveltis severo y autolimitade. Se ha descrito
recientemente, en el mismo modelo experimental, uveltis

recurrente al inyectar de manera repetida melanina o algun

coadyuvante,4 esto dltime nos ofrece un medelo muy semejante
al de las uveitis autoinmunes en el humano, las cuales
tienden a ser croédnicas y recurrentes.

Los derivados de las aminoguinoleinas tienen una dgran

afinidad por los granulos de melanina acumuléandose en la




coroides, cuerpo ciliar y epitelio pigmentario. En estudios
experimentales se ha encontrade que la concentracién de
cloroguina en tejidos pigmentados oculares es mayor de 80
veces a la encontrada en tejidos oculares no pigmentados y
en el resto del organismo. ( ) Actualmente se utiliza a la
cloroguina como inductor de la remisidén en enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoide. Algunas de las propiedades que tiene la
cloroquina para tratar enfermedades autoinmunes son: blogquea
la presentacidén de antigeno al linfocito T CD4+ inhibiendo
la respuesta inmune, inhibe las interleucinas y el factor de
necrosis tumoral. (5)

A pesar de la gran afinidad que tiene la cloroguina por el
tejido pigmentade rutinariamente no se le ha considerado
rutinariamente como un medicamento Util en el control de las
uveltis. Es probable que este férmaco no se considere de
eleccién debido a su toxicidad retiniana la cual se ha
reportado en la literatura, sin embargo, estudios recientes
han mostrado que esta toxicidad es reversible y rara (menos
del 1% en pacientes con dosis de 400 mg al dia de
hidroxicloroquina} . No existe actualmente ninguin reporte
experimental o clinico en el uso rutinario de derivados de
las aminoguinoleinas en uveitis. El objetivo del presente

estudio fue el de valorar la utilidad de la cloroquina para
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inhibir 1la uveitis experimental recurrente inducida por

melanina bovina en ratas Lewils.

MATERIAL Y METODOS

La preparacién de la melanina se realizdé segan las

indicaciones de Broekhuyse.6 A seis ojos de buey enucleados
2 horas antes se les separd el segmento anterior, el vitreo
y se les disecé gentilmente la retina. La coroides y el
epitelio pigmentario adherido a la misma fueron extraides y
después de haber sido enjuagados con solucidén salina (buffer
fosfato con pH 7.4) se machacaron en un mortero con minima
cantidad de agua, la suspensidon obtenida se filtrd en gasa

fina en repetidas ocasiones hasta obtener un tejido

homogéneo el cual se centrifugd a 104 x g, por 10 minutos a
4°C, El1 sedimento se suspendid en sulfato dodecyl de sodio
al 2% en agua destilada (i1 ml por cada coroides) y se

calenté a 75° C por 10 minutos, se centrifugd nuevamente

(104 X g, por 10 minutocs a 4°C), se enjuagd con solucidn
salina y se almacené a -25 ° C. La cantidad de melanina

obtenida por cada ojoc de buey fue de 3.43%t 0.01 mg de

melanina.®
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inhibir la uveitis experimental recurrente inducida por

melanina bovina en ratas Lewis.

MATERIAL Y METODOS

La preparacién de la melanina se realizé segun las

indicaciones de Broekhuyse.6 A seis ojos de buey enuclileados
2 horas antes se les separd el segmento anteriocr, el vitreo
y se les disecdé gentilmente la retina. La coroides y el
epitelio pigmentario adherido a la misma fueron extraidos y
después de haber sido enjuagados con solucién salina (buffer
fosfato con pHE 7.4) se machacaron en un mortero con minima
cantidad de agua, la suspensién obtenida se filtrdé en gasa

fina en repetidas ocasiones hasta obtener un tejido

homogéneo el cual se centrifugd a 104 % g, por 10 minutos a
4°C. El sedimento se suspendié en sulfato dodecyl de sodio
al 2% en agua destilada (1 ml por cada coroides) y se

calenté a 75° C por 10 minutos, se centrifugd nuevamente

(104 x g, por 10 minutos a 4°C), se enjuagd con solucidn
salina y se almacené a -25 ° C. La cantidad de melanina

obtenida por cada ojo de buey fue de 3.43% 0.01 mg de

melanina.6
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Se importaron de Raleigh, NC. 12 ratas tipo Lewis de 8
a 10 semanas de edad, con un peso de 200 a 300 g las cuales
fueron divididas al azar en 3 grupos. Todos  los
procedimientos en el manejo de las ratas se realizaron bajo
las normas establecidas por la guia para Experimentacién
Animal (SSR, 1982).
Grupo I: Grupc contrel de uveitis inducida por melanina
A este grupo, compuesto de 2 ratas se le indujo
uveitis recurrente con melanina bovina.
Grupo II: Grupo problema
A este grupo, compuesto por 6 ratas se le
indujo uveitis recurrente con melanina bovina y
se le administrdé cloroquina a dosis terapéuticas.
Grupo III: Grupo control de cloroquina, sin uveitis
A este grupo, compuesto por 4 ratas se les
administré clorogquina a dosis terapéuticas para
valorar toxicidad medicamentosa.
Las ratas se inyectaron subcutaneamente en la almohadilla
de una pata con una emulsién de 5 pg de melanina y 0.1 ml
de adyuvante de Ffreund completo (Laboratorios Sigma) e

intraperitonealmente con una solucidn de 5 pug de melanina
y 1 ug de toxina de Bordetella pertussis (Laboratorios

Sigma). Las ratas se revisaron diariamente a partir del 3

dia de la inyeccidn, la observacidn se hizo bajo lampara
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de hendidura y cuando se presentd iridociclitis esta fué

graduada de acuerdo a la escala de 0 a 4 segun la

descripcidn de Chan.’ 0 = sin inflamacidén, 14+ = células
en la camara anterior ¢ fibrina en el margen pupilar, 2+
= fibrina en la camara anterior o sinequias, 3+ =
codgqulos de fibrina en la camara anterior o edema corneal
y 4+ = hipopion, hipema o pérdida del reflejo de fondo.
Todos los ojos fueron fotografiados con lampara de

hendidura Haag-Streit 200, cuando presentaron uveitis.

Para inducir recurrencias inyectamos a la 4a. semana (28VC

dia) la misma emulsidén de melanina subcutédnea en la
almohadilla de las patas y a la 10ma. semana { 70 VO dia),
ademds de lo anterior 1 pg de toxina de Bordetella pertussis

intraperitonealmente. Las ratas del grupe I y II se
sacrificaron el dia gue presentaron uveitis después de 1la
3a. inyeccidén de melanina o al completar el experimento a
los & meses.

Las ratas se mantuvieron sin agua durante 3 horas vy
posteriormente se les administré fosfato de <cloroguina
disueltc en la menor cantidad de agua posible. La dosis
utilizada fue de 5 mg/kg durante 6 meses de manera

ininterrumpida a las ratas del grupo II y III. Las ratas
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del grupo IITI fuercn sacrificadas al cumplir los 6 meses de
tratamiento.

Cuando presentaron uveitis después de la segunda
inmunizacién con melanina y bajo anestesia con hidrocloruro
de perpromazina a 0.5 a 1 mg/kg y ketamina 100 mg/kg se
realizé fluorangiografia de 1iris inyectando 0.3 ml/kg de
flucresceina sddica por la vena de la cola. El estudioc se
realizé con una camara Topcon 50 VTR.

Los ojos fueron enucleados y fijados en formol al 10%,
procesados de acuerdo a las técnicas histolégicas estdndar y
los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. Un
corte de cada uno de los ojos fue tefiido con acido peryddico
de Schiff (PAS). Para microscopia electrdénica de tomd el
material de los Dblogues de ©parafina los cuales se
desparafinaron con xilcl, se post-fijaron con osmio, se
deshidrataron con alcoholes de concentracién cresciente y se
incliuyeron en resina epodxica. Se realizaron los cortes y el
contraste de realizd con metales pesado de uranilo y plomo
para ser observados al microscopio electrénico.

El grado de inflamacidn observado en las laminillas se

clasificdé de acuerdo a la descripcidén original de

Broekhuyse.l
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Inflamacidén moderada: infiltracién de la pars plana, el iris
Yy la camara anterior ©por células mononucleares, sin
alteraciones en la cérnea, la retina y el nervio éptico.
Inflamacidén Severa: ademas de lo anterior, infiltrado en la
pars plicata del cuerpo ciliar y edema del iris, depdsitos
retrogueriticos compuestos principalmente de
polimorfonucleares, y aclmulo de proteinas en la camara
anterior, infiltrado de células mononucleares y macréfagos
en el vitreo y en la coroides focos de coroiditis compuestos
también por células mononucleares. La retina, la esclera y
el nervio Optico sin alteraciones.

Se realizd microscopia electrénica a las ratas del grupo III

con la finalidad de observar los cambios inducidos por la

cloroguina segin la descripcién de Hodgkinson,’ los cuiles
refieren la presencia de cuerpos membranosos citoplasmaticos
en todas las neuronas de la retina.

El nimero de brotes de uveitis y la severidad
histopatolégica entre el grupo I y II se analizaron

estadisticamente con la prueba de Chi cuadrada.

s T E .
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RESULTADOS

Hallazgos Clinicos

El grupo I inicio con wuveitis 12 dias después de la
inyeccidén de melanina, 3 ojos desarrollaron uveitis 3+ y un
ojo 4+, la duracién de la inflamacidén fue de 7 a 11 dias. El
grupo II inicid con uveitis entre el dia 13 y 15, 1 ojc se
clasificd como 1+, 8 ojos 2+ y 2 ojos 3+. El tiempo de
duracién fue de 4 a 10 dias. Tabla I.
Después de la 2a inmunizaciédn con melanina las ratas del
grupo I presentaron uveitis +1 en 1 ojo, +2 en 2 ojos y +4
en 1 ojo con una duracién de 3 a 21 dias. En el grupc II
observamos uveitis +1 en 7 ojos, +3 en 1 ojo y 0 en 4 ojos
con una duracién de 2 a 11 dias, Después de la 3a.
inmunizacidén las ratas del grupo I presentaron uveitis +4
en 2 ojos y +1 en 2 ojos, sacrificdndose cuando la
inflamacidén se presento. Las ratas del grupo II presentaron
uveitis grado +3 en 2 cjos, +2 en 5 ojos, +1 en 2 ojcs y 0
en 3 ojos. Se sacrificaron cuando presentaron uveitis o al
completar 6 meses. Tabla II.

En el grupo I despues de la primera inmunizacién el
grado de inflamacidén predominante fue +3 con una duracién
promedic de 6.2 dias y para el grupo II fue +2 con duracidn

promedio de 4 dias. Después de la 2a. inmunizacién el grado
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de inflamacidn predominante fue +2 con una duracién promedio
de 13.7 dias en el Grupo I y +1 con una duracidén promedic de
2 dias en el grupo II.

Después de la 3a. inmunizacidén el grado de inflamacidn para

el grupo I fue +1 en el 50% y +4 en el 50% y para el grupo

IT fue de +2. p<0.05

Hallazgos fluoroangiograficos

El estudic de fluorangiografia de iris es de gran
utilidad para wvalorar la integridad de la Dbarrera
nhematoacucosa de los vasos que irrigan el segmento anterior
del globo ocular. En los ojos con uveitis el estudioc meocstrd
hiperfluorescencia de los vasos del collarete en comparacidn
con los ojos sin uveitis. El grado de inflamacidén clinica se

correlaciond con el gradoe de hiperfluorescencia. Tabla III.

Hallazgos Histopatoldgicos

Grupo 1

Ambos ojos de 1la rata 1 fueron clasificados como
uveitis severa, en el o0jo derecho se encontrarcn ademés
focos de coroiditis. ILocs ojos de la rata 2 fueron

clasificados como uveltis moderada.
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Grupo II

La rata 1 presentaba inflamacidén moderada en el ojo
derecho y severa en el ojo izquierdo. La rata 2 presentaba
inflamacién severa en ambos ojcs. La rata 3 y 4 presentaba
inflamacién moderada en ambos ojos. La rata $ se encontrd
normal y la rata 6 con inflamacidén moderada en ambos o0jos y
escasas células en vitreo.
Grupo III

Los 8 ojos de este grupo se encontraron normales bajo

microscopia de luz y electrénica.
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DISCUSION

Dentro de los modelos experimentales en uveitis, el que
es 1inducido por la inmunizacién con melanina es el mas
adecuado para estudiar el efecto de la cloroquina ya que se

ha demostrade su afinidad por las células gue contienen

pigmento,5 las cudles forman el tejido uveal del globo
ocular y el epitelio pigmentario de la retina, siendo
también estas células que contienen melanosomas el blanco de
la uveitis inducida por melanina. La rata Lewis es albina y
desencadena esta respuesta autoinmune por la presencia de
melanocitos amelandticos. En ratas con melanocitos
melandticos (pigmentadas) no ha sido posible desencadenar
uveitis.1-3

La captacidén de la cloroguina por una rata albina; en
un  estudio de Hodgkinson8 se demostré que el dafio
histopatoldgico a las células ganglionares de la retina
ocurre en igual forma e intensidad en ratas albinas vy
pigmentadas dependiendo de la dosis de cloroguina
administrada, con lo que se demuestra gue ambas ratas captan
cloroquina independientemente de la existencia de melanina.
El mecanismo de accidédn de la cloroguina consiste en aumentar
el pH de las vacuolas intracelulares lo gque interfiere

directamente con la proteolisis de los antigenos, los cuales
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regquieren para ser unidos a las cadenas alfa y beta de las
moléculas de la clase II del complejo de histocompatibilidad
ser digeridos en pequerios péptidos. Al inhibirse este paso,
los complejos peptidicos unidos a las mcléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad no se forman y por lo tanto no
se estimulan las células CD4+ ocasionando una regulacién
negativa de la respuesta inmune ccontra péptidos antigénicos.
Sabemos gue las citoquinas juegan un papel muy importante en
el sistema inmune al promover y perpetuar la inflamacidén. La
cloreocquina interfiere con la liberacidén de interleucina 1 en
los monocitos y la produccidén de factor de necrosis tumoral
en los macréfages, asimismo retarda la preoduccidn de
interluecina 2. Otros mecanismos de accidén de la clorcoguina

son la inhibicién de las células asesinas naturales vy la

disminucién en la formacién de conmplejos inmunes?®,

En nuestro estudio la cloroguina mostré ser un buen agente
medulador de la respuesta inmune ya gue observamos menor
grade de inflamacidén y menor tiempo de duracidén del mismo
diferencia que fue estadisticamente significativa. En
histopatologia la cantidad de células inflamatorias fue
menor en el 1iris y cuerpo ciliar asi como el infiltrado
infiltrado en la camara anterior, diferencias con
significancia estadistica. Las alteraciones

fluorangiograficas no pudieron ser sometidas a anélisis
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estadistico debido a que el procedimiento nc fue exitoso en
todos las ratas, sin embargo cualitativamente la
hiperfluorescencia fue mayor en el grupo sin tratamiento lo
gue es también un dato de mayor lesién vascular por el
proceso inflamatorio.

Es importante seflalar gque la cloroguina no fue capaz de
abortar los brotes de uveitis en todos los ojos, sin embargo
esto es una respuesta esperada ya que la cloroguina se usa
para la remisidn de los procesos inflamatorios y no como
medicamento de inicio para yugular el cuadro agudo, por lo
gue nuestrc paso a segulir en este procesc de investigacidén
es aunar a la clorogquina, prednisona oral y prednisolona
tépica, antes de iniciar su uso en pacientes con uveitis.

Desafortunadamente 1la <cloroquina ha cobrado pocos
adeptos en Oftalmologia debido a su toxicidad retiniana la
cual se presenta hasta en el 10% de los pacientes que la
toman, a dosis mayores de 300 g que es con mucho una dosis
lejana a 1la de su uso clinico habitual. La toxicidad
retiniana probablemente sea debida a su afinidad por los
tejidos pigmentados como iris y coroides y por su largo
periodo de accidén vya gque se han demostrado metabolitos
activos aun después de 5 afios de suspendido el tratamiento.?

Consideramos en base a nuestros resultados que la cloroguina

es una buena opcidn como inmuncmodulador en los pacientes
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con uveitis croénicas autoinmunes recurrentes por supuesto
sin rebasar los limites establecidos y con estrecho control
clinico. Su uso en paclientes con uveitis se realizaréa
después de terminada la fase experimental en ratas con
uvelitis.

Actualmente nadie ha utilizado derivados de las
aminoquinolonas en uveitis, escogimos la cloroquina debido a
que en México se usa con mayor frecuencia y la
hidroxicloroquina no estd de venta en el pais.

La busgueda de medicamentos inmunomcduladores es
fundamental para los pacientes con uveitis especialmente en
las siguientes circunstancias: enfermos gque no toleran
esteroides, enfermos dependientes a esteroides; en pacientes
con inflamacidén crénica cuya la severidad no amerite el uso
de inmunosupresores o bien éstos estén contraindicados.

Este es el primer reporte experimental en el que se
demuestra que 1la cloroguina es util como medicamento

inmunomodulador en el globo ocular.
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CONCLUSIONES

Experimentalmente la cloroguina es un buen medicamento
inmunomodulador ya que es capaz de disminuir el tiempo de
duracidén y la severidad de la uveitis autoinmune recurrente

inducida por melanina.

‘»
|
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829.
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Tabla I. Inicio y duracién de la uveitis inducida por melanina, primera
inmunizacion
Dia 12 13 14 15 17 19 21 23 25
0jo DI DI DI DI DI DI |D1 DI DI
Grupo 3+ 0 +3 43 |2+ 3+ 2+ 2+ 090 00
Rata 1
Rata 2 3+ 4+ 2+ 3+ i+ 2+ 0 1+ |01+ |01+ 00
Grupoll 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 09
Rata 1
Rata 2 2+ 3+ 0 1+ 0 1+ 00
Rata 3 3+ +2 3+ +2 2+ 2+ 0 0 0 0
Rata 4 1+ 0 1+ 2+ 1+ 1+ 00
Rata 5 2+ 2+ I+ 1+ 1+ 1+ |00 00
Rata & 2+ 0 1+ 0 1+ 0 00

D=derecho,

I=izquierdo

L ot e e




Tabla II. Aparicién de

recurrencias y duracion.

Dia 2D0|350]380D|420(530(64 D77 D80 D81 |84D |87 |105D 106D |182
0jo I I I 1 I I I I DI |I DIIL I D I
Gpo. 1 +1 |+1 [oe+1{0o+1]0 0fjO 0fj0 090 O[O0 0|0 O]0 |+4
R1 +1 +2 0 +4
R 2 +1 |+ +1 +2 |+l 0 0(|0+1]0+1]+1 (|+1
+1 +2 +2 +4 +1 +1 +1
Gpo.II 0 0f+1 [0 0]j0o 0|0 Of0 Of0 0i{0 0]+
R1 +1 +3
R2 p of|+1 |0 oo o]0 ofc O[O 00 0|0 Of0Q [+2
+1 +3
R3 0 0|+l 0 0|0 0(0 0|0 0]0 O]+ +2 +1
+1 +2 +2 +1
R4 0 olo+1|o of0 0|0 Ofc 0|0 0;0 GO OJO+1}0D]0 O [O+]
RS D 6/0 0f0 O0fo 00 0|0 0|0 G0 ©JO 0|00 (OO0 O |0 O
R6 o olo of0o 0|0 0l0 O|+10(+30|+2 [+2+2[+42 |+]
+2 +2 +2
Gpo.III R |0 0 00 m m
1a4 0 0

m= sacrificic
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Tabla III. Correlacién clinica, fluorangiogréfica e histopatoldgica.

23

Ratas Clinica F. Iris M. de Luz M.Electrénica
D 1 D I D I D I
Gpo.I-1 +4 +4 woonv stc s
2 +1 +1 hfe hfe m m
Gpo.11 +1 43 nv nv m s
1
2 +2 +3 hfe hfe ] 5
3 +1 +1 hfe hfe m m
4 0 +1 wooonv m m
5 0 0 n n n n
6 +1 +2 nv nv m* o m*
Gpo. III 0 0 n n non
lad

F.= fluorangiografia, M.= microscopia, nv = no valerable, s = severa, ¢ = coroiditis, m = moderada, hfe =

hiperfluorescencia de vasos del esfinter, n = normal




