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Dedicatoria

La presente tesis puede parecer por fuera un mero trabajo profesional, pero su
verdadero valor se encuentra precisamente en lo que no se observa a simple vista,
como sucede en la mayoria de las cosas y de las personas.

Esta tesis representa la culminacién de toda una vida de estudios y de esfuerzos tanto
personales como compartidos. En ella vuelvo la vista para observar gran parte de mi
vida: el primer dia del parbulos, las dificiles matematicas de la prir‘haria, los intentos por
independencia en la secundaria, el logro de amistades con el titulo de “para siempre” en
la preparatoria, el ensayo a ser adulto en la carrera, y ahora, finalmente, el enfoque de
mi vida hacia lo especifico en la residencia, al haber encontrado la razén por la cual

estoy de visita en este mundo... Caray! Me llevd 28 afios para descubrirlo.

Y esta etapa me tocd VIVIRLA en “La Ceguera”. Fueron la incondicional paciencia y
confianza con la que cada paciente me honro, y la diaria ensefianza por encima de lo
académico que logré arrebatar a mis maestros, los que me hacen dedicar de todo
corazon este triunfo en mi vida a todos ellos y a la casa que “La Ceguera” representd

estos arios para mi.

Especialmente dedico esta culminacion de esfuerzos a 8 personas que representan mi
propia existencia en esta vida: ellas son mi familia. Son ustedes, Apa, Ama, Mona, Rall,
Carlos, Merci, Ceci y Fabis, la tnica y especial razén y motor por los cuales estoy aqui,
ahora, en este preciso momento, disfrutando plenamente de lo que soy y de lo que

puedo compartir con los demas.



Uso de Hialuronidasa Intravitrea en la Prevencion de.
Vitreorretinopatia Proliferativa (VRP) y Desprendimiento de
Retina (DR) asociado en un Modelo Experimental de Lesién

Ocular Penetrante Posterior

Introduccién

A. La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una entidad clinica caracterizada por
crecimiento y contraccidon de membranas celulares sobre la superficie interna de la

retina y sobre la superﬁcie vitrea posterior (1,2)

Factores de riesgo asociados al desarrollo de VRP incluyen desgarros retinianos,
desprendimientos de retina regmatogenos de larga evolucién, hemorragia vitrea,
desprendimiento coroideo, y afaquia. Estas entidades estan asociadas a la dispersion
de células del epitelio pigmentado de retina (EPR) hacia la cavidad vitrea, o con
disrupcién de la barrera hemato-ocular, como prerrequisitos para el desarrollo de VRP
(3), donde las células del EPR finalmente entran en contacto con el gel vitreo.

Los mecanismos involucrados en la formacion de VRP son los siguientes:

1) Desgarro retiniano

2) Liberacion de células del ERPR hacia la cavidad vifrea

3) Migracién de éstas células, células gliales y fibrocitos hacia la superficie vitrea y
retiniana

4) Formacién de membranas contractiles que conllevan a desprendimientos de
retina y a nuevos desgarros retinianos

5) Fijacién' de membrénas con depdsitos de colageno recién formados (3,4).



Una interaccidon entre fibroblastos, células del EPR, y células gliales retinianas ha sido
demostrada en la producciéon de VRP. El epitelio pigmentado de retina es el principal
sustrato celular en las membranas vitreas y retinianas formadas en la VRP, pero las
células gliales estan presentes en alrededor del 50% de los casos. La proliferacién de
otras células, como las células de Miller, astrocitos, pericitos, células endoteliales de
las vasculatura retiniana, y macréfagos invasores ha sido documentada y sugerida
como el inicio de la VRP y de [a fibrosis subretiniana.

Un nimero de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas, el facor de crecimiento beta transformador, el factor de crecimiento epitelial,
el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de maduracion y crecimiento glial, la
interleucina 1, los péptidos promotores del crecimiento glial y la trombina, han sido
sugeridos como mediadores de la respuesta proliferaﬁva celular de la vitreorretinopatia
proliferativa (5,6,7,8,9,10).

Una vez que ocurre la proliferacion celular y el subsecuente desarrollo de membranas
sobre las superficies retiniana y vitrea, se ejerce entonces traccidn trasvitrea sobre la
retina. Esta traccidon puede crear nuevas rupturas y pliegues en la retina. Las fuerzas
traccionales relacionadas a estas membranas estan ya presentes mas no totaimente
manifiestas hasta que ocurren las rupturas retinianas. La traccién focal de las
membranas formadas puede producir un desgarro en la retina y el desarrollo rapido de

un desprendimiento de retina completo en los casos de VRP.

Una vez dada la pérdida de continuidad en la retina, el vitreo y liquido fluyen facilimente
hacia el espacio subretiniano, sobrepasando la habilidad del EPR para remover liquido
de este espacio, lo que permite que las fuerzas epirretinianas tanenciales se contraigan
con menor oposicion, y asi causano elevacion y distorsion maxima de la retina. Esto a
su vez permite que las membranas prerretinianas se contraigan au_n mas y produzca un
DR extenso.



Machemer y colaboradores desarrollaron un clasificaciéon actualizada de la VRP que
incluye la localizacion y tipo de traccion, el tipo de desplazamiento retiniana, y la
extension del proceso detallado por horas del reloj involuradas mas que por cuadrantes

(11).

B. La hialuronidasa es una preparaciéon enzimatica a partir de proteina testicular bovina,
altamente purificada. Ha sido usada extensémente en oftalmologia por mas de 40 afios
como un agente difusor, mas comunmente empleada para facilitar ia difusién de
anestésicos locales. La hialuronidasa modifica la permeabilidad el tejido conectivo a
través de la hidrolisis dej acido hialurénico, un polisacarido encontrado en la matriz
intercelular del tejido conectivo, y de algunos tejidos especializados como el cordén

‘umbilical y el humor vitreo.

La hialuronidasa hidroliza el acido hialurénico al separar los enlaces glucosaminidicos
entre C1 de la porcién glucosamina y C4 del acido glucurdnico, lo que disminuye
temporalmente la viscosidad del cemento celular y promueve la difusion de los fluidos

inyectados. Esto a su vez facilita su absorcion.



'Justificacién

La vitreorretinopatia proliferativa es una complicacion del deprendimiento de retina
regmatégeno y de una lesidbn ocular penetrante posterior. Constituye la causa mas
comun de fallo en la reparacion quirdrgica de estas entidades, y ocurre en ei 7 al 10%
de los casos en operaciones primeras, y en un porcentaje mayor luego de
reoperaciones. Es una causa de ceguera en alrededor del 7% de estos pacientes
tratados quirtirgicamente (12,13,14).

Se han sugerido una variedad de tratamientos farmacologicos para reducir la
proliferacién de tejido en el ojo. Estudios éxperimentales que utilizan substancias
antioxidantes como el extracto de Gingkgo biloba (Egb761) y la superoxido dismutasa,
han demostrado una relacién entre la producciéon de radicales libres y el desarrollo de
VRP (15).

Se ha empleado una combinacién de 5-fluorouridina, triamcinolona y activador tisular
recombinante del plasmindgeno en forma de implante intraocular en el tratamiento de la
VRP. Esta combinacion ha mostrado una inhibicion efectiva de la progresion de ésta
entidad en modelos experimentales (16). La mitomicina C al igual que el alfa-tocoferol y
su succinato sodico intravitreos han retrasado la produccién de VRP en modelos

experimentales (17,18).

Expuesto lo anterior, en el presente estudio se pretende usar la hialuronidasa como otra
alternativa en el tratamiento farmacoldgico de ia VRP inducida en un modelo

experimental.



Hipotesis

La inyeccion de hialuronidasa intravitrea previene o disminuye el proceso de formacién
de membranas contréctiles y desprendimiento de retina asociados a la vitreorretinopatia
proliferativa. Lo anterior se logra a través de una reduccién en cantidad de la masa
vitrea y con esto se evita la migracion de células del epitelio pigmentado de retina hacia
la cavidad vitrea.

Objetivos

General

Demostrar que la inyeccién intravitrea de hialuronidasa puede prevenir el desarrollo de
VRP y DR asociado en un modelo experimental de lesién ocular penetrante posterior.

Especificos

1) Demostrar que la hialuronidasa reduce significativamente la cantidad de matriz
vitrea luego de inyectarse en la cavidad vitrea.

2) Demostrar que la inyeccién de hialuronidasa a la cavidad vitrea disminuye
importantemente la migracién celular del epitelio pigmentado de retina hacia el

humor vitreo.
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Material y Métodos
El estudio se realizé bajo un disefio experimental y comparativo.

En base al modelo experimental de lesion ocular penetrante posterior en conejos por
Cleary y Ryan (1), se indujo VRP en 10 conejos pigmentados de mas de 2.5 kg de
peso. Una aguja calibre 25 fue guiada oftalmoscopicamente hacia la cavidad vitrea via
par plana, respetando la retina. Hubo prolapso de vitreo por herida, mismo que.se
removid. Entonces se inyectaron 0.4 ml de sangre autdloga a la cavidad vitrea y la

herida se suturo.

Luego de 24 horas se inyectaron 75 Ul de hialuronidasa (Advanced Corneal Systems)
en el vitreo de 5 de los ojos, designados como grupo estudio, y los restantes fueron
inyectados con solucién salina en la cavidad vitrea, come grupo control.

En los dias 14 y 28 luego del procedimiento se realizé un ultrasonido ocular en todos los
ojos, asi como una evaluacion oftalmoscépica en los dias 15 y 22, para evaluar los

cambios asociados a VRP y la presencia de DR inducido.

En el dia 28 luego del procedimiento se enuclearon todos los ojos para realizar el
estudio histopatolégico de los mismos, con enfoque a a cantidad de masa vitrea
presente, asi como a la cantidad de células pigmentadas en la cavidad vitrea. Los
tejidos fueron procesados con parafina, y las tinciones de hematoxilina y eosina, acido
peryodico de Schiff, y hierro coloidal para resaltar estos hallazgos.

El patélogo que analizo los ojos estuvo enmascarado al tipo de substancia inyectada en
los mismos. La cantidad de vitreo se estimd en base a su presencia en cruces, y la
cantidad de células pigmentadas se evalud en base a su presencia en campo de alto

poder, igualmente en cruces.
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El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo con la prueba de p de Wilcoxon
de probabilidades.

Resultados

4 de los ojos inyectados con hialuronidasa no desarrollaron datos de VRP ni
desprendimiento de retina en el estudio oftalmoscépico, y se observé DR en el ojo
restante del grupo estudio. '

Los ojos inyectados con solucion salina desarrollaron una diferencia estadisticamente
significativa en el grado de inflamacion vitrea, medida en cruces (+ inflamacién que
permite ver detalles del polo posterior, ++ inflamacién que permite ver polo posterior
pero sin detalles, +++ inflamacién que no permite observar el polo posterior), con una
p=0.02 en el dia 14, y p=0.03 en el dia 28. Esta inflamacién no permitié visualizar

detalles del segmento posterior.

Se observo DR por ultrasonido en dos de los ojos del grupo control, comparado con DR

en 1 ojo del grupo estudio.

El estudio histopatolégico mostré una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.0267) en la reduccién de masa vitrea en los ojos inyectados con hialuronidasa, en
comparacion a aquellos ojos inyectados con solucién salina. En relacion a la presencia
de células pigmentadas en la cavidad vitrea, los ojos en el grupo control mostraron una
cantidad considerablemente mayor de éstas células en la cavidad vitrea, a la observada
en los ojos del grupo estudio, con una p=0.059%, interpretada como una tendencia en

los resultados del grupo control hacia la presencia de estas células.
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Discusion

La inyeccion de hialuronidasa en la cavidad vitrea resulta en la licuefaccion (sfnquiéis)
del humor vitreo luego de varios dias (19,20). Ocurrido lo anteriof a través de la
digestion del acido hialuronico y del condroitin sulfato, es posible que este agente
induzca un desprendimiento de vitreo posterior sin dafar la superficie interna de la

retina.

Aunque en el presente estudio no pudo demostrarse por ultrasonido o por
histopatologia un real desprendimiento de vitreo posterior (DVP) o sinéresis, el hecho
de encontrar la liquefaccion del vitreo con la consecuente disminucion en su cantidad,
podria pensarse como el punto inicial de un verdadero DVP y que sélo es cuestion de
tiempo para poder observarlo.

Es precisamente una cohjuncic’m de la sinquisis con la sinéresis del vitreo lo que reduce
las complicaciones de varias patologias del segmento posterior en las que el vitreo
juega un papel de suma importancia en su fisiopatogenia. Entonces el éxito de toda
accion farmacoldgica orientada a disminuir dichas complicaciones depende de [a
induccion de estos dos eventos, sinquisis y sinéresis, en forma simultanea.

El hecho de so6lo inducir la licuefaccion, sin lograr el despredimiento del vitreo posterior,
puede inclusive agravar varias condiciones propensas al desprendimiento de retina,
como son la miopia y varias artro-oftalmopatias, y en el caso de la VRP, la soéla
licuefaccion del vitreo no es suficiente para detener la cascada de eventos que

finalmente culminaran en desprendimientos de retina traccionales.
Son varios fos estudios que han incluido el uso de enzimas para digerir el gel vitreo,

como son la plasmina (21), dispasa (22), y la condroitinasa (23), pero ninguno de ellos

ha logrado suficiente éxito para estimular su uso sistematico.
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Es la hialuronidasa la que ha mostrado mejores efectos (19,20} en provocar
desprendimiento de vitreo posterior. Es por esto que en el caso de la VRP, el hecho de
que la hialuronidasa permita el alejamiento del cuerpo vitreo de la retina, representa un
punto de bloqueo en la migracion de células del EPR, y en la formacién y pdsterior
contraccién de membranas que ocurre en Ia vitreorretinopatia proliferativa. |

12



Conclusiones

Basados en los estudios histopatologicos concluimos que el desarrollo de la
vitreorretinopatia proliferativa puede disminuirse cuando el andamiaje constituido por el
humor vitreo es eliminado. Luego de los hallazgos observados concluimos gue cuando
fa hialuronidasa digiere enzimaticamente el gel vilreo, las células del epitelio
pigmentado de refina carecen del andamiaje a través del cual migraran hacia la cavidad
vitrea, lo cual representa un bloqueo en el punto de inicio de la fisiopatogenia de la VRP
luego de una lesidn ocular penetrante posterior o de un desprendimiento de retina

regmatégeno como se explico anteriormente en este estudio.

Por otra parte el hecho de la presencia de menor inflamacién en el grupo estudio,
sugiere que la hialuronidasa previene de alguna manera la cascada inflamatoria que
estimulara la profiferacion de células pigmentarias en el vitreo, y asi la consecuente

formacioén de membranas fraccionales.

Todos los hallazgos anteriores nos hacen pensar en un posible papel benéfico de la
hialuronidasa en la prevencion de VRP en ojos con desprendimiento de retina o con

lesién ocular penetrante posterior.

Es necesario entonces desarrollar otros estudios que incluyan seguimientos cortos y
largos, con especial cuidado a los efectos sobre la funcion retiniana en los ojos
estudiados, de tal forma que los resultados siempre sean reproducibles. Sélo entonces
la hialuronidasa probara consistentemente el efecto promisorio que ha mostrado en los

estudios hasta ahora conducidos.
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