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l. Resumen

La principal causa de complicacion tardia en la cirugia filtrante en el perro, es la
formacion de una vesicula filtrante encapsulada por la fibrosis post-operatoria. El
propdsito de este trabajo es caracterizar la expresion de las metaloproteinasas
MMP-2, 9 y de sus inhibidores tisulares ITMP-1, 2 en las vesiculas encapsuladas,
vesiculas con dehiscencia y en vesiculas funcionales. Ademdas se describe los
hallazgos histopatoldgicos de los distintos tipos de vesiculas filtrantes. La
poblacion estudiada consistio en 10 especimenes de vesiculas encapsuladas, 5 de
vesiculas con dehiscencia, 2 vesiculas funcionlaes y 5 muestras de conjuntiva de
perros sanos. Se realizd6 un estudio de inmunohistoquimica para determinar la
distribucion de  MMP-2, 9 y ITMP-1 y 2 en cada vesicula. Los resultados de
inmunohistoquimica se correlacionaron con los hallazgos histopatologicos.

Resultados: se observaron dos zonas bien definidas en las vesiculas encapsuladas.
Una fibroproliferativa externa y una fibrotica interna, caracterizada por una
disposicion de las fibras de colageno densas y paralelas. La imunorreactividad de
MMP-9 en la capa fibrotica de las vesiculas encapsuladas fue intensa y
estadisticamente significativa respecto al resto de vesiculas filtrante. Como
conclusion, se encontr6 una actividad fibroblastica incrementada en la capa
fibrética de las vesiculas encapsuladas. Se encontrd una inmunorreactividad intensa
de MMP-9 en la vesicula encapsulada comparada con la vesicula con dehiscencia y
la funcional. Este patrén de expresion puede representar una alteracion del
equilibrio entre la expresion MMP y ITMP la cual es una de las vias esenciales de

renovacion del colageno



11 Abstract

Excessive postoperative scarring with the formation of encapsulated filtering blebs
remains the major reason for gonioimplant failure. The purpose of this study is to
characterize the expression of matrix metalloproteinases MMP-2, 9 and their tissue
inhibitors TIMPS-1, 2 in encapsulated filtering blebs, leaking filtering blebs and
functional filtering blebs and to correlate this expression with the histologic
features observed. Eleven eyes with encapsulated filtering bleb, 5 eyes with leaking
filtering blebs and two eyes with functional filtering blebs following Ahmed valve
implantation were studied. Immunohistochemistry was performed to determine the
distribution of MMP-2, 9 and TIMP-1, 2 in each bleb. The immunohistochemical
staining was correlated with the histologic features observed in H&E and Masson’s
trichrome stained sections and immunoreactivity was compared with normal
conjunctiva N=5. Results; histologic study showed two specific zones, an outer
fibroproliferative zone characterized by collagen deposition, the presence of
fibroblasts and capillaries, and an inner fibrotic zone with collagen fibers densely
and uniformly parallel oriented. Immunoreactivity for MMP-9 was significantly
higher in the fibrotic layer than in normal conjunctiva. In addition, positive staining
was found for MMP-2 and TIMP-2 but was not significantly different from that of
the control tissue. As conclusions; an increased fibroblastic activity on the inner
fibrotic layer associated to an overexpression of MMP-9 was observed. This
pattern of expression may represent a dysregulation between MMP and TIMP
expression and is thought to be a critical pathway mediating collagen breakdown,

which could potentially lead to bleb failure.



I11. Introduccién

Importancia clinica del glaucoma

El glaucoma se define como una enfermedad neuro-degenerativa con la
presencia de una neuropatia dptica compleja y multifactorial caracterizada por una
pérdida progresiva de las células ganglionares retinianas y sus axones, conduciendo
a una reduccion del grosor de la capa de fibras nerviosas retinianas (Brooks, 1999).

El glaucoma primario es la segunda causa mundial de ceguera en humanos
afectando a mas de 65 millones de personas con una incidencia del 2% (Quigley,
2006). En Medicina Veterinaria, el glaucoma primario en el perro se ha descrito en
41 razas, siendo el Cocker Spaniel la raza que presenta la mayor prevalencia de la
enfermedad (1.7%) (Gelatt 2007).

La definicion de glaucoma ha cambiado a lo largo del tiempo, actualmente,
el glaucoma no se define como una sola enfermedad sino que se habla de
“glaucomas” y se debe considerar como un gran conjunto de desordenes que tienen
en comun el dafio selectivo de las células ganglionares de la retina y como factor
de riesgo mas importante, el aumento de la presion intraocular (Dubielzig, 2010).
De hecho, actualmente el unico factor tratable en este sindrome es la presion
intraocular y se ha demostrado que el control de la misma limita el dafio sobre el
nervio optico y por lo tanto, mantiene la vision de forma mas prolongada (Agis,

2000) (Heijil, 2000).



Patogenia del glaucoma:

i) Mecanismos de aumento de la presion intraocular (P10)

La presion intraocular (PIO) se mantiene gracias al equilibrio existente
entre la produccion del humor acuoso y su drenaje ( Figura 1). La PIO considerada
normal en el perro es de 16.8+/- 4.0 mmHg. El humor acuoso se produce en el
epitelio no pigmentado de los procesos ciliares gracias a una combinacion de
mecanismos incluyendo la difusion pasiva, ultrafiltracion y la secrecion activa

(Gelatt, 2007).
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Figura 1. Estructura anatémica del angulo irido-corneal. Las flechas azules indican la via de drenaje

del humor acuoso y se observan las estructuras implicadas. http://picses.eu/domain/clinicaofta.com

La via de drenaje se divide en convencional localizada en el angulo
iridocorneal a través del ligamento pectineo y la no convencional o uveo-escleral.

En la via convencional el humor acuoso pasa a través de distintas estructuras;
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ligamento pectineo, hendidura ciliar, malla trabecular uveal y malla trabecular
corneo-escleral para ser recolectado en el plexo acuoso angular y finalmente
drenarse a través de plexo intraescleral.(Figura 2) Esta via de drenaje es sensitiva a
la presion, es decir depende de la PIO y en el perro representa el 85-90% del
drenaje del humor acuoso.

En la via no convencional o uveo-escleral, el humor acuoso, es drenado a
través de la malla trabecular uveal y posterior espacio supracoroideo, esta via es

independiente de la PIO (Gelatt, 2007).

Figura 2. Fotomicrografia de un corte histologico del angulo iridocorneal en el perro. Se
observa la situacion anatomica de la malla trabecular uveal (flecha corta) y de la malla

trabecular corneoescleral (flecha larga). H-E, 40X .



Los mecanismos principales relacionados con el aumento de la PIO son: a)
Incremento en la presion venosa episcleral por ejemplo, afecciones con efecto masa
en espacio retrobulbar o aumento de la presion sobre la vena yugular y b) la
reduccién en el drenaje del humor acuoso. Dentro de este grupo se encuentran las
causas primarias y secundarias. Primaria (goniodisgénesis); debido a una
anormalidad en la via de drenaje como displasia del ligamento pectineo o
disgenesia mesodérmica. La goniodisgénesis, se define como una densa capa de
tejido mesodérmico, desde la base del iris hasta la membrana de Descemet, la cual
se encuentra distorsionada. Secundaria (como complicacion de otro proceso):
uveitis, sinequia, membranas fibrovasculares o bloqueo pupilar (Dubielzig,

2010).

i) Mecanismos de muerte celular (células ganglionares y fotorreceptores)

La neuropatia glaucomatosa se ha asociado a apoptosis tanto en estudios
post-morten en personas como en estudios efectuados en modelos animales
experimentales de glaucoma. Los distintos mecanismos implicados en la apoptosis
de las células ganglionares son; privacion de factores neurotroficos a nivel de la
lamina cribosa (Brooks, 1999) asi como isquemia, alteracion del metabolismo del
oxido nitrico, elevacion del glutamato, deplecion de taurina, estrés oxidativo y
mecanismos de reacciones inmunomediadas en las que se han descrito moléculas
como la rodopsina y las proteinas de choque térmico hsp60 y hsp 27 (Tadashi,
2006).

Ademas se han descrito alteraciones en el drenaje del humor acuoso por

alteraciones en los glicosaminoglicanos o matriz extracelular en la malla trabecular



del angulo iridocorneal (Garcia, 1998). De hecho recientemente se ha podido
demostrar que en perros que sufren glaucoma existe un aumento en la presencia de
la metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 en el humor acuoso y en la base del iris,
componente estructural del angulo iridocorneal (Weinstein, 2007).

En el perro, a diferencia de otras especies, el dano glaucomatoso en la
retina, no afecta solo a la retina interna (células ganglionares ) sino que también se
observan lesiones en la externa (fotorreceptores) llegando a encontrarse necrosis,
gliosis y posterior atrofia de la retina (Dubielzig, 2010).

El glaucoma es una enfermedad progresiva, multifactorial y actualmente
definida como neurodegenerativa. En el paciente humano después de la primera
crisis de glaucoma la enfermedad progresa hasta la ceguera en un periodo de 15
afios lo que representa el 18% de periodo de vida media en humanos, sin embargo
en el perro, la ceguera se presenta al ano de la primera crisis, lo que representa el
6% del periodo de vida media del perro (Ahmed, 2008). Existen varios factores de
riesgo para el glaucoma entre ellos destacan, el aumento de la presion intraocular
(PIO), edad avanzada, raza, historia familiar y predisposicion genética. Sin
embargo, en la actualidad el unico factor que se puede intentar controlar es la
presion intraocular, por lo que el tratamiento del glaucoma se sigue centrando en
el control de la misma (Sherwood, 2006). Ademas, recientemente se ha introducido
el concepto de presion intraocular meta, que es la presion necesaria para que un
paciente en particular de glaucoma no siga sufriendo avances en la neuropatia
glaucomatosa. En muchos casos, se ha descrito en los niveles normales bajos del

margen fisiologico (AGIS, 2000).



2. Cirugia filtrante

El tratamiento actual del glaucoma primario en el perro consiste en el uso de
drogas hipotensoras, asociado a tratamiento quirurgico cuando el nivel de presion
intraocular supera los niveles deseables o aparecen efectos secundarios sistémicos
asociados a la aplicacion de las drogas hipotensoras (Gelatt, 1998). Existen lineas
de trabajo en glaucoma que apuestan por un tratamiento quirtirgico precoz como el
factor de mayor importancia para mantener la PIO en niveles adecuados y la vision
durante mas tiempo (Cook, 1997).

Existen dos tipos de estrategias quirurgicas en el tratamiento del glaucoma
en el perro; la primera son las técnicas que se basan en la disminucion en la
formacion del humor acuoso como la ciclofotocoagulacion con laser por via
transescleral o la mas recientemente descrita endolaser. La segunda estrategia son
las llamadas técnicas de filtracion en las que se consigue aumentar el rango de
humor acuoso drenado. En este grupo encontramos la trabeculectomia y la
implantacion de un gonioimplante en la cdmara anterior(Gelatt, 2007).

El objetivo de una técnica filtrante, es crear una comunicacioén de paso de
humor acuoso entre la cdmara anterior y el espacio subconjuntival formando un

espacio o vesicula filtrante (Jones, 2008).



El primer disefio de gonioimplante descrito en medicina humana por Rollet

en 1904, consistid en la implantancion de un pelo de caballo entre la camara
anterior y el tejido subconjuntival y el primer caso descrito en el perro se remonta a
1942 con la insercion en el limbo del canaliculo lagrimal (Ahmed, 2008).
El gonioimplante mas usado en medicina veterinaria es el gonioimplante tipo
Ahmed, valvulado con flujo unidireccional. (Garcia, 1998) y recientemente se
aplica de forma combinada a la ciclofotocoagulacion (Sapienza, 2005) (Bentley,
1999).

Sin embargo, el gonioimplante tipo Ahmed, se ha asociado a distintas
complicaciones tanto en medicina humana como en medicina veterinaria,
sobretodo en el caso de glaucomas con origen inflamatorio lo que ha creado en
medicina veterinaria una controversia respecto a su eficacia a largo plazo en el

perro (Sapienza, 2005).

Vélvula de Ahmed

La valvula de Ahmed, es un implante formado por un tubo de silicona
unido a una plataforma también de silicona en la actualidad. Es una valvula de
flujo unidireccional, no obstructiva y autoregulada de tipo valvulado (Figura 3).

En el disefio original la plataforma estaba construida con polipropileno, sin
embargo Ayyala en 2007 demostr6 que la silicona era un material mas

biocompatible con lo que el prototipo sufri6 ese cambio (Ayyala et al., 2000).
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Figura 3. Estructura de la valvula de Ahmed, en la imagen se observa las distintas partes de
las que esta formado el implante: la plataforma, las membranas de silicona y el tubo

(Ahmed, 2008).

El prototipo AGV-S2 consiste en dos membranas de silicona comprimidas
entre dos placas de polipropileno. La tensidon entre las membranas esta disefiada
para que solo se permita la salida de liquido cuando la PIO esta entre 8 mmHg y 10
mmHg.

El tubo del implante tiene un diamétro externo de 0.6mm, un didmetro
interno de 0.3 mm y la superficie de la plataforma es de 184 mm’ con unas

dimensions de 13x 16 mm (Ahmed 2008).
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La resistencia de la membrana se regula por la PIO, asi cuando la PIO es
alta en la camara anterior las membranas permanecen separadas, pero cuando la
PIO baja, la distancia entre las membranas disminuye y la valvula se cierra, como
ilustra la figura 4 (Ahmed 2008). El sistema valvulado permite controlar la
hipotonia que es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de desprendimiento

coroideo.

| AV gilcone mambranes i
A5 1 e Chde difierant pressures
- Man-vahed devios —

20 withoul piug Ve opens fully

at high IE3F

menHg
=

Af fersions af B-10mmig,
Na squscus flow the membrang opening reduces
nelow this line n size and the valve closes

[

Time

Figura 4. En la linea vertical izquierda se observa un sistema no valvulado y se describe como la
presion (en mmHg ) disminuye de forma aguda de forma inmediata. En la linea azul de la derecha el
sistema es valvulado, la variacion de la presion es progresiva respecto al tiempo y cuando la presion

alcanza un nivel el sistema se cierra y ya no permite que siga disminuyendo (Ahmed 2008)
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i) Dinamica de fluidos de la VValvula de Ahmed

La valvula de Ahmed funciona gracias a un efecto Venturi. El efecto
Venturi se basa en la diferencia de velocidad de un fluido en un tramo de una
tuberia que tiene menor seccion respecto a un tramo con mayor seccion. En el
tramo de menor seccion la velocidad es mayor y por tanto la presion en esa seccion

es menor (Grubelnik 2005).

La valvula de Ahmed hace uso de una camara trapezoidal para que gracias
a la ecuacion hidrodinamica de Bernouilli se favorezca el flujo acuoso por el
aumento de velocidad del liquido desde una superficie menor a una superficie

mayor, de esta forma se reduce la friccion interna (Figura 5).

N}

Section 1Py ——
Section 2P2'— — (=

Figura 5. Esquema de la camara trapezoidal con diferencia entre la seccion
1P y 2P. 1P>2P en consecuencia V2 >V1 lo que favorece el flujo de liquido

a través de la seccion (Ahmed 2008).
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Complicaciones post- quirargicas

Actualmente la valvula de Ahmed es la mas utilizada en oftalmologia
humana incluidos los casos de glaucoma neovascular, congénito y uveitico. En
medicina humana las complicaciones del gonioimplante tipo Ahmed asociadas a
glaucoma con factor inflamatorio son: desprendimiento coroideo (24.8%), hipema
(16.5%), estrechamiento de la cdmara anterior (15.8%), aposicién endotelio /tubo
(10.5%), vesicula encapsulada (6.1%), queratitis estriada (4.3%), cdmara anterior
plana (3.6%), catarata (3.2%), iritis (2.5%), bloqueo del tubo (2.1%), tubo expuesto
(2.1%), descompensacion corneal (1%), endoftalmitis (0.7%), diplopia (0.7%),

desprendimiento de retina (0.7%) y glaucoma maligno (0.35%) (Gil et al., 1998).

En medicina veterinaria, las complicaciones descritas se han asociado a la
oclusiéon del implante por fibrina en un periodo post-operatorio cercano,
tipicamente en las primeras semanas, y como complicaciones tardias la fibrosis de
la vesicula de filtracion (Gelatt, 2007). Los factores responsables de este fallo son
aquellos que de alguna forma  estimulan la  proliferacion  fibrética
subconjuntival, entre los que se incluyen cirugia conjuntival previa, inflamacion,
afaquia, glaucomas neo-vasculares y el uso previo de mediacidon antiglaucomatosa
(Ruderman 2005). Otros factores que favorecen la fibrosis son excesiva
cauterizacion del tejido, sangrado post-quirirgico y manipulacion intraoperatoria.
(Skuta et al., 1992)

Para evitar la fibrosis de la vesicula de filtraciéon se ha combinado a esta
técnica el uso de antimetabolitos como son la mitomicina C (MMC) y el 5-

fluoruacilo (5-FU), aplicados en el lecho donde se alojara la valvula de forma
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intraoperatoria (Skuta et al., 1992). El uso de 5-FU en inyeccions subconjuntivales
en el periodo post quirurgico se relaciona con un aumento del éxito de la cirugia
filtrante en ojos de alto riesgo. Estas drogas, inhiben la proliferacion de fibroblastos
de la conjuntiva y episclera y se usan para prevenir la fibrosis episcleral (Francis,
2005). La mitomicina C inhibe también la sintesis proteinica y angiogénesis y el 5-
fluoruacilo (5-FU) es un andlogo de base pirimidinica y consigue el mismo efecto
introduciéndose en segmentos de ADN replicados (Filippopoulus, 2009). Sin
embargo, el uso de estas drogas en las cirugias filtrantes, se ha relacionado con una
mayor incidencia de vesiculas filtrantes finas, avasculares, quisticas que se asocian
a complicaciones infecciosas y de fugas tardias debido a un mecanismo de
isquemia y ruptura de la conjuntiva (Debry, 2002) (Francis, 2005). En medicina
humana la incidencia de fugas a través de la vesicula se cifraba en un 3.3 %, pero
tras la introduccion de las drogas antimetabolitos esta complicacion ha aumentado
aun 10% (Skuta et al., 1992). Ademas las fugas tardias se han asociado a un
mayor de riesgo de vesiculitis o endoftalmitis debido a la contaminacion de la
camara anterior a través de la pelicula lagrimal (Soltau, 2000).

En cuanto a la PIO, en el periodo post-operatorio, en medicina humana se
han descrito tres fases en las que pueden existir fluctuaciones en la misma (Figura

6). Estas son fases aguda, subaguda y tardia.
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Figura 6. En la grafica se observan tres etapas, a la izquierda en el periodo entre 0-2
semanas se detecta una disminucion de la presion intraocular aguda y rapida. La segunda
etapa ente 2.5-9 semanas respresenta un aumento de la PIO de forma progresiva debido a la
cicatrizacion del tejido. La tercera fase comienza cuando la vesicula filtrante se vasculariza
de forma que el drenaje del humor acuoso se comienza a realizar a través del lecho vascular,

lo que permite un control progresivo y lento de la PIO (Hill,2000).

FASE AGUDA, HIPOTENSIVA; Comienza inmediatamente después de la cirugia
y se mantiene por lo menos durante 2 a 4 semanas. Durante este periodo la PIO se

mantiene baja debido a que el humor acuoso fluye libremente al espacio

subconjuntival.

FASE SUBAGUDA, HIPERTENSIVA; Esta fase tiene una duracion de 2 a 9
semanas. Fue descrita inicialmente por Ayyala et al. en 1998. El estudio histoldgico
en personas describe la formacion de una pseudocépsula fibrosa alrededor del

implante. La cdapsula restringe el drenaje de humor acuoso induciendo un

incremento en la PIO.

FASE TARDIA, NORMOTENSIVA. Esta fase tiene una duracion de 4 a 6

semanas comienza cuando la vesicula se vasculariza y permite al humor acuoso
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ser drenado por el lecho vascular. Conforme esta vascularizacién evoluciona, la

PIO disminuye progresivamente (Hill, 2000).

3. Vesicula filtrante

La valvula de Ahmed controla la PIO creando una fistula entre la camara
anterior y el espacio subconjuntival en donde se forma por efecto de la

acumulacion del humor acuoso una vesicula filtrante (Figura 7).

Tlck: Fibrous
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Swrouwmding
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— Vascularization
s

Yasenlarization Avevmd the Aluned Glaucoma Valve Model §2 and §3

Figura 7. Esquema de las estructura de una vesicula filtrante, localizada entre la conjuntiva y el

gonioimplante (bjo.bmj.com).

El término vesicula filtrante se refiere a una elevacion de la conjuntiva
asociada a la cirugia filtrante e incluye a las estructuras: tejido conjuntival y
capsula de Tenon. Posteriormente el humor acuoso atraviesa la vesicula y se
absorbe bien por las venas y vasos linfaticos de la conjuntiva o bien fluye hacia la
pelicula lagrimal en caso de vesiculas filtrantes muy finas (Filippopoulus, 2009).
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Clinicamente las vesiculas de filtracion son descritas atendiendo a su
elevacion, vascularizacion, extension y la presencia o no de microquistes. Las
caracteristicas de la ampolla o vesicula de filtracion ideal son: aspecto difuso,
ligeramente elevada y relativamente avascular. Una de las ventajas de las
vesiculas difusas es que reducen la presion localizada sobre la pared de la
ampolla disminuyendo el riesgo de un adelgazamiento progresivo a ese nivel. En el
caso de una vesicula filtrante encapsulada, podemos observar una vesicula elevada
en foma de colina muy dermarcada y tensa. En medicina humana la formacion de
vesicula filtrante encapsulada se ha descrito en el 15% de los casos tras
trabeculectomia y en 20% de los casos asociados a la implantacion de la valvula de
Ahmed (Schwartz, 1999) (Eibschitz, 2005).

Asi, el tamafio y el grosor de la vesicula de filtracion, juegan un factor
primordial en el éxito del mantenimiento adecuado de la PIO. (Philipp, 1990) y por
lo tanto el interés de valorar su morfologia en el periodo post-operatorio. Sin
embargo, la vesicula no es facilmente observable con ldmpara de hendidura, por lo
que actualmente se ha descrito para su evaluacion, el ultrasonido en modo B con
sonda de 10 mHz y la ultrabiomicroscopia (BMU)(Lloyd, 1993)(Aubin, 2003).

La biomicroscopia ultrasénica (BMU) es un instrumento efectivo para la
visualizaciéon de las estructuras en la camara anterior de pacientes humanos y
animales. Es una forma especializada de ultrasonido que produce una imagen
detallada y magnificada de las estructuras superficiales del ojo. Las sondas
utilizadas van desde 50 MHz a 100 MHz, siendo la de 50 MHz la mas utilizada.
Esta sonda permite una profundidad de visién de 4-5 mm con una resolucion de 50

um. En medicina veterinaria se ha aplicado su uso en el estudio del angulo
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iridocorneal en el glaucoma (Crumley, 2009). En medicina humana la BMU se ha
utilizado para visualizar los cambios producidos en la camara anterior, en el
angulo y en la via de drenaje tras la cirugia filtrante, lo que ha permitido comparar
el efecto producido por las diferentes técnicas utilizadas y valorar su funcionalidad

(Martinez-Bello,1999).

Histologia

) histologia de la conjuntiva bulbar normal

La conjuntiva bulbar normal estda formada por una capa de epitelio
estratificado escamoso sobre una fina membrana basal y el estroma formado por
tejido conectivo no organizado. Normalmente hay 4 capas de células epiteliales
en el epitelio de la conjuntiva bulbar aumentando hasta 10 y 15 capas en la region
pericorneal. (Francis, 2005)

Las células epiteliales de las capas media cuando van madurando, van
progresando a las capas mas superficiales al mismo tiempo que se aplanan aunque
no se suelen queratinizar. Por otro lado, las células caliciformes se diferencian de la
capa basal epitelial y tipicamente se encuentran localizadas en la capa media del
epitelio conjuntival. Por ultimo en el estroma se localizan linfocitos en la porcion
mas superficial, mientras que en la capa fibrosa mas profunda se encuentran fibras

de colageno, fibras eldsticas, canales linfaticos y vasos sanguineos (Filippopoulos,

2009).
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i) histologia de la vesicula filtrante

Histologicamente en la vesicula filtrante funcional se han descrito dos
zonas:
1.Una zona externa, fibroproliferativa caracterizada por la sintesis de colageno,
numerosos fibroblastos, macrofagos tisulares y capilares sanguineos. Se produce en
respuesta a la inflamacion y cicatrizacion post-quirurgica.
2.Una zona interna, fibrodegenerativa caracterizada por cé€lulas experimentando
apoptosis rodeadas por una red de colageno degenerado. Cuando el humor acuoso
se acumula bajo la pared de la vesicula, se va generando una resistencia al flujo del
humor acuoso de la cdmara anterior del ojo a la vesicula filtrante lo que conlleva a
un aumento de la presion intravesicular. Cuando esta presion aumenta se produce
una disminucion en el flujo vascular capilar lo que tiene como consecuencia una
hipoxia localizada y consecuentemente apoptosis de fibroblastos y degeneracion de
la malla de coldgeno (Molteno, 2006)( McCluskey, 2009).

A partir de estudios en medicina humana, se han podido determinar las
caracteristicas histoldgicas y clasificar las vesiculas en funcionales, encapsuladas y
con dehiscencias o fugas (Filippopoulos, 2009). En las vesiculas funcionales se
describe un epitelio conjuntival normal aunque mas fino o atenuado y un aspecto
mixoide de la malla de coldgeno con unas fibras cortas y sin patron de orientacion
definido (Addick, 1983). Las vesiculas encapsuladas no funcionales presentan una

reaccion vascular e infiltracion de fibroblastos y células inflamatorias en el estroma
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conjuntival, en este caso la malla de colageno es muy densa y las fibras se disponen
de forma unifome y paralela. En las vesiculas no funcionales por dehiscencia de
tejido se observa la presencia de pérdida de epitelio conjuntival con degeneracion
basofilica de la malla de colageno ( Francis, 2005). Recientemente se ha descrito
una respuesta exagerada cicatricial en vesiculas filtrantes con fugas que habian sido
tratados con mitomicina C. En este trabajo, los autores describen en el 90% de los
casos relieves del estroma recubiertas por un epitelio atenuado y en el 75% de los
casos crecimiento fibrovascular desde el margen de la vesicula interdigitando con

las zonas acelulares descritas anteriormente( Francis, 2005).

4. Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas
proteoliticas que tienen como funcién mantener y remodelar la arquitectura tisular.
Tienen como substrato una gran variedad de componentes de la matriz
extracelular, citoquinas secretadas y moléculas de superficie celular y se han
implicado recientemente en un amplio marco de situaciones fisiologicas y
patologicas (Sivak, 2002).

Las MMP son endopeptidasas secretadas en forma de pro-enzimas y
activadas en el ambiente extracelular. Existen mas de 20 tipos de MMP en
vertebrados (Sivak, 2002). Las células encargadas de sintetizarlas son los
macrofagos, fibroblastos, neutrdfilos, células epiteliales y células endoteliales.

Ademés en la cérnea y bajo condiciones de enfermedad se ha detectado su
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expresion en células inflamatorias, células epiteliales y queratocitos (Boveland,
2010).

Las diferencias estructurales entre las MMP les confieren la especificidad
del sustrato, regula la union a la proteina de la matriz extracelular y detemina la
interaccion con los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (ITMP), como
caracteristica general de los componenetes de la familia requieren la presencia de
zinc en su sitio activo.

La familia de metaloproteinasas est4 dividida en 4 categorias;

a) colagenasas, son las encargadas de reconocer el coldgeno tipo I, II y III; b)
gelatinasas encargadas de degradar el coldgeno desnaturalizado y los componenete
de la membrana basal y degradan especificamente la membrana basal del colageno
tipo VII y estan involucradas en la migracion de pigmento en varios tejidos
(Kawhasima 1998); c) estromelisinas, reconocen una variedad de colageno y
proteoglicanos y activa otras MMP; y d) las MMP tipo de membrana (MMP-TM)
las cuales estan unidas a la superficie celular y estan implicadas en actividades
pericelulares (Nagase, 1999).

Las metaloproteinasas estan contrarreguladas por los inhibidores tisulares
de las metaloproteinasas (ITMP). Se trata de proteinas secretadas y se pueden
encontrar en la superficie celular en asociacién ,por ejemplo, de proteinas de
membrana. Se han descrito 4 tipos de ITMP en mamiferos (ITMP-1, 2, 3 y 4).
Ademas de regular la funcion de MMP son imprescindibles en el control de
distintos procesos fisiologicos y patologicos, como son la invasion celular de

tumores, angiogénesis, degradacion del cartilago articular, implantacién del
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trofoblasto, involucion de la glandula mamaria y la cicatrizacién de heridas

(Mandal, 2003) (Barek, 2002).

Proceso cicatricial y mediadores moleculares

Como respuesta a un dafio tisular se produce una respuesta inflamatoria
caracterizada por el flujo de neutrofilos y monocitos, seguidos por linfocitos y
macrofagos. Posteriormente se liberan por estas células, mediadores inflamatorios
y factores de crecimiento lo que da lugar a la angiogénesis y migracion de
fibroblastos. A continuacion se produce sintesis de la matriz extracelular,
contraccion de la herida mediada por los fibroblastos y por ultimo la remodelacion
de los tejidos (Esson, 2004).

Los mediadores especificos de la cicatrizacion y remodelaciéon de la
vesicula filtrante son el factor de crecimiento transformante (TGF-2) y el factor de
crecimiento tisular conectivo (CTGF). (Sherwood, 2006). En un modelo
experimental de cirugia filtrante en rata se ha podido demostrar una sobreexpresion
de TGF-B2 y CTGF en el dia 5 post-cirugia, mientras que en el periodo mas tardio
se encontr6 una sobreexpresion de las metaloproteinasas MMP-2, MMP-2 y
MMP-9 (Esson, 2004). En esta fase final de la cicatrizacién es cuando se produce
la degradacion y reorganizacion de las fibras de coldgeno y otras proteinas de la
matriz extracelular asi como la contraccion cicatricial regulado por las MMP

(Sherwood, 2006).
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Metaloproteinasas- gelatinasas

Las gelatinasas (MMP-2 y 9) son enzimas encargadas de metabolizar el
colageno desnaturalizado, asi como la elastina y vitronectina. En la figura 8 se

ilustra la estructura quimica de las gelatinasas.
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Figura 8. Estructura quimica de las gelatinasas (Sivak 2002)

La expresion de MMP y ITMP esté regulada fisiolégicamente y tipicamente
se encuentran en nivel comparables, manteniendo asi un balance entre ellos (Seo,
2008). Niveles aumentados de MMP y ITMP se han observado en enfermedades
inflamatorias, céancer, fibréticas y neurologicas degenerativas (Boveland 2010).
Respecto al ojo, alteraciones en el equilibrio MMP/ITMP se han descrito en la
catarata secundaria, pterigion y la vitreorretinopatia proliferativa. Ademas en el
glaucoma la acumulacion de la matriz extracelular es uno de los mecanismos de
resistencia al drenaje del humor acuoso, y por ultimo la regulacion de la matriz
extracelular es imprescindible para el éxito de la cirugia filtrante (Sherwood,
2006).

Asi los ITMP se han postulado como una arma terapeutica para control de
la fibrosis post-quirargica. El farmaco ilomastat un ITMP de amplio espectro, se ha

probado en el modelo experimental en el conejo y demostdé un mayor tiempo de
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supervivencia de la vesicula filtrante respecto al grupo placebo (Wong et al., 2005).
Hay estudios que sugieren que los ITMP pueden estar involucrados en la
proliferacion celular in vivo y que posee una actividad promotora del crecimiento
celular en células en vitro bovino y humano. Ademas en la células corneales en
cultivo en el conejo aumenta la sintesis de DNA (Kawashima 1998).

Por lo anterior, la evaluacion de la expresion de MMP y ITMP en las
vesiculas filtrantes encapsuladas contriburia a un mayor entendimiento del proceso
de cicatrizacion y posibles estrategias terapéuticas. Por otro lado, en vesiculas
filtrantes con dehiscencia se ha descrito una mayor expresion de MMP-9 vy
también se ha planteado el uso de sus inhibidores como posible estrategia

terapettica (Chintala, 2005).

1V. Justificacion

Se propone describir y clasificar los distintos tipos de vesiculas filtrantes
existentes en el perro con el fin desarrollar una estrategia eficaz en el aumento de
supervivencia de la vesicula filtrante asociada a valvula de Ahmed en el perro. El
conocimiento y caracterizacion de las distintas formas de vesicula filtrante no
funcional permitiria en el perro un manejo mas efectivo del gonioimplante.

Las MMP juegan un papel esencial en la degradacion de la matriz extracelular en el
proceso cicatricial tras la cirugia filtrante y pueden representar un objetivo
terapeutico para evitar fibrosis y entender la dehiscencia de la vesicula en el

periodo post-operatorio.
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En la literatura veterinaria revisada, no se han descrito en el perro las
distintas morfologias de las vesiculas filtrantes desde el punto de vista histolégico y

del patrén de distribucion de las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares.

V. Hipétesis

Existen hallazgos histopatoldgicos caracteristicos de los distintos tipos de
vesiculas filtrantes en el perro, lo que permite realizar una clasificacion de las
mismas.

Hay diferencias en la inmunorreactividad de las metaloproteinasas MMP-2
y MMP-9 y de sus inhibidores tisulares ITMP-1 y ITMP-2 en la conjuntiva y
capsula de Tenon de vesiculas filtrantes funcionales, vesiculas con dehiscencia,

encapsuladas y en perros sanos.

V1. Objetivos

Objetivo 1. Describir los hallazgos morfologicos clinicos e histopatologicos en
vesiculas filtrantes (funcional, encapsulada y con dehiscencia).

Objetivo 2. Estudiar la diferencia de expresion de las metaloproteinasas MMP-2 y
MMP-9 y de sus inhibidores tisulares ITMP-1 y ITMP-2 en la conjuntiva y capsula
de Tenon de perros implantados con la valvula de Ahmed AGV-S2 con vesicula

filtrante funcional, con dehiscencia o encapsuladas y de perros sanos.
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VII. Material y Métodos

Los animales estudiados (n=17) fueron perros con presentacion espontanea
de glaucoma agudo unilateral, recibidos por el problema ocular en el Hospital
Veterinario de Especialidades de Mexico DF, entre Junio 2008 y Junio 2010. Se
realizé un examen general completo consistente en valoracion de tiempo de relleno
capilar, temperatura, palpacion abdominal y auscultacion pulmonar y cardiaca y
solo se incluy¢ en el estudio los animales libres de signos de cualquier enfermedad
sistétmica. A todos ellos se les realizd6 bajo condiciones de consulta y sin
inmovilizacion estresante un examen ocular completo consistente en exploracion
neuro-oftalmologica, Test de Schirmer, tincidon con fluoresceina, gonioscopia,
examen con lampara de hendidura (Kowa SL-14, Kowa, Tokyo, Japan),
oftalmoscopia indirecta (Heine Omega 200, Heine Instruments Canada, Ontario,
Canada), y tonometria de aplanacion (Tonopen-XL, Mentor, Norwell, MA, USA).
La medicién de la presion intraocular se realizd en el animal consciente con
anestésico topico (tetracaina clorhidrato 0.5 %, Ponti Ofteno, Laboratorio Sophia,
México).

Los criterios de inclusiéon en este estudio fueron la presencia de signos
clinicos compatibles con evolucion de glaucoma con disminucion de la agudeza
visual, midriasis, excavacion de la cabeza del nervio Optico y congestion de los
vasos episclerales aunque la transparencia de los medios intraoculares fue

mantenida en todos los casos.
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Los animales fueron pacientes de glaucoma sin un buen control de la PIO,

por lo que se realizé la implantacion de gonioimplante, valvula de tipo Ahmed
(AGV-S2) como terapia para el paciente.
Colocacion quirurgica del implante: tras realizar una diseccion del tejido
conjuntival, la plataforma es implantada entre la capsula de Tenon y la esclera a
una distancia de 8-10mm del limbo donde los tejidos toleran mejor la formacion de
la vesicula filtrante (Figura 9). El manejo quirtrgico de la conjuntiva es primordial
para el éxito de la cirugia, en todo momento debe de estar humeda y ser
manipulada delicadamente ( Jones et al., 2008).

El implante es colocado en el cuadrante dorso-temporal entre la inserccion
del musculo recto lateral y dorsal evitando el dafio del tendon del musculo oblicuo
dorsal. Posteriormente el tubo del gonioimplante es insertado en la cdmara anterior

tras la realizacion de una tunelizacion y paracentesis. (Figura 10).

igura 9

Figura 9. Ilustracion que muestra la diseccion del espacio subconjuntival e implantacion de la

plataforma (Ahmed 2008).
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Figura 10

Figura 10. Ilustracion que muestra la tunelizacion y posterior implantacion en camara

anterior del tubo del gonioimplanta (Ahmed 2008).

DISENO EXPERIMENTAL
Los animales fueron sometidos a anestesia general con el siguiente
protocolo: Premedicacion anestésica con maleato de acepromacina (0.05 mg/kg) y
butorfanol 0.1 mg/kg. A continuacion los pacientes fueron inducido con propofol
Smg/kg administrado por via intravenosa y posteriormente se realizd
mantenimiento anestésico inhalatorio con Isoflurano.
Se formaron 4 grupos.
Grupo I (n=10), animales que sufrian complicaciones hipertensivas y con presencia
de una vesicula filtrante indicando fase de vesicula encapsulada.
Grupo II (n=2), estudio con animales con vesicula filtrante funcional.
Grupo III (n=5), animales con complicaciones en la vesicula filtrante sean sépticas,
visualizacion de la véalvula o protusion de la misma.
Grupo IV (n=5) control, animales sanos que no sufren ninguna enfermedad ocular.
En los grupos I, III y IV la conjuntiva y capsula de Tenon se obtuvo durante
el procedimiento quirurgico. La biopsia se realiz6 en el 4rea de 7 a 8 mm posterior
al limbo y tuvo unas dimensiones de 2x2 mm, el material utilizado fue pinzas de
fijacion tipo Castroviejo y tijeras de tenotomia de Stevens..
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En el grupo II, la enucleacién se practicd cuando el paciente fallecidé por otra
causa no relacionada con un mal funcionamiento de la vesicula. No se practicaron
biopsias de vesiculas filtrantes funcionales por el alto riesgo de complicaciones de
fallo de la vesicula posteriormente. La biopsia del grupo IV se realizo tras la
muerte del paciente por otras causas no relacionadas con ninguna enfermedad
ocular.

El protocolo fue aceptado previamente por el Subcomité Institucional para el
Cuidado de Animales en Experimentacion (SICUAE) de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Evaluacion clinica de la vesicula filtrante.

Se realiz6 una evaluacion de la vesicula filtrante con los parametros clinicos
descritos a continuacion:

1. El tamanio de la vesicula filtrante, fue valorado de forma semicuantitativa
con la exploracion con la lampara de hendidura. Cuando no fue posible realizarla
se evalud a través del ultrasonido 10 mHz. La escala en la que se clasifico fue
camara anterior plana= 0, elevada=1 o alta y amplia=2.

2. Vascularizacion de la vesicula. La escala en la que se clasifico fue:
O=avascular, 1=normal o 2= hiperémica.

3. Inflamacion en camara anterior. La escala de clasificacion fue: sin
inflamacion=0, células presentes=1, formacion de fibrina=2 e hipopion presente=3.

4. Profundidad de la camara anterior. La escala fue: plana=0, estrecha=1,
profunda=2.

Se realiz6 una prueba de Ji cuadrada de Pearson para estudiar los parametros 1y 4.
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Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para estudiar los pardmetros clinicos 2 y
3.Y se realiz6 un andlisis de regresion lineal para explicar el comportamiento de la
presion intraocular en funcion de la edad del perro y grupo al que pertenece. Para el

estudio estadistico se uso el programa SPSS v 16. software (SPSS Inc, Chicago II).

Estudio histopatologico

El estudio histoldgico se realizo tras la fijacion del especimen quirtrgico en
formaldehido al 10% y posterior inclusion en bloque de parafina. Se realizaron
cortes histologicos de 4 micras y se tifieron con hematoxilina- eosina y tricromico
de Masson. La evaluacion histopatoldgica se realizd con microscopia de luz en el
Servicio de Patologia Oftdlmica de la Asociacion Para Evitar la Ceguera en México
por un patdlogo que desconocié en todo momento la identificacion de la pieza
estudiada. En cada pieza histologica se valoraron de forma cuantitativa los
siguientes parametros en 10 campos de gran aumento:

1. Areas de quistes subconjuntivales. La escal fue: ausencia=0 , escasos=I,
facilmente visibles=2, extensa, en la mayoria de los campos=3, en cada campo=4)
2. Metaplasia escamosa (0= no, 1=solo identificable, 2=obvia, 3= en cada
campo).
3. Vascularizacion subconjuntival. Se realizé el conteo de los neovasos que se
observaron en 10 campos de gran aumento. Se definié como neovaso aquél que posee
pequeio calibre y que se encontraba en la zona de transicion entre la capa fibrotica y

fibroproliferativa.

31



4. Fibras de colageno. La escala de clasificacion fue: sin patron de
disposicion=1, fibras densas y uniformemente orientadas=2 y degeneracion focal del
colageno=3.

Se realiz6 una prueba de Ji cuadrada de Pearson de homogeneidad de proporciones
entre los grupos para estudiar el parametro 1, 2 y 4. Por otra parte, se realizd un
analisis correspondiente a un disefio de un solo factor ( grupos de ojos) con 4
niveles para el estudio del numero de vasos, parametro 3. Para el estudio

estadistico se uso el programa SPSS v 16. software (SPSS Inc, Chicago II).

Estudio inmunohistoquimico

Las biopsias realizadas se obtuvieron y fueron procesadas de la siguiente
manera. Se realizaron cortes de 4 pum de espesor con un microtomo y fueron
desparafinados en xilol, posteriormente tratados con alcohol de concentraciones
decrecientes e hidratados en agua bidestilada y equilibrado con PBS. A continuacion
la actividad de la peroxidasa endogena fue bloqueada por la inmersion de 30 minutos
en Blocking Reagent, Biocare Medical PX96MM. Posteriormemte las secciones
fueron lavadas con PBS durante 5 minutos por tres ciclos y tras la inmersion en
Triton 1% y posterior lavado se incubaron las secciones con Albumina como
bloqueador durante 1 hora. A continuacion se incubaron las secciones durante toda
una noche a una temperatura de 4°C con los anticuerpos primarios de cada anticuerpo
a una dilucion de 1/200. Los anticuerpos utilizados fueron anti-cabra y estan

especificados en el Cuadro 1.
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Anticuerpo Proteina
C-19:5c-6838* MMP-2
C-20:5c-6840* MMP-9
C-20:5c-6832* ITMP-1
C-20:5c-6835* ITMP-2

Cuadro 1; anticuerpos anticabra utilizados en el estudio

* Santa Cruz Biotechnology, INC. Santa Cruz, CA,USA

Tras realizar tres lavados con PBS, los cortes se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado (burro anti-cabra); Chemicon Ap 180 b con una dilucién 1/250
durante una hora a temperatura ambiente. Tras un ciclo de tres lavados con PBS de 5
minutos, las secciones fueron incubadas con conjugado de Streptavidina por 30
minutos ABC elite Vectastam y se realizaron otro ciclo de tres lavados con PBS. Las
secciones fueron entonces incubadas con diaminobenzidina en un sustrato de
perdxido de hidrogeno al 0.02%. La reaccion fue detenida con agua destilada cuando
la reaccion se puso en evidencia en un tiempo aproximado de 5 minutos. Una seccion
de cada caso se fue preparada con PBS en lugar del anticuerpo especifico y sirvio
como control negativo.

La inmunorreactividad se defini6 como positiva (presente) o negativa (ausente)
y se hizo un gradiente semicuantitativo usando una version modificada del método
descrito por Shah et al. y citado por Seo et al.
Grado 0  igual que el control
Grado1  1%-25% del control
Grado2 26-50% del control

Grado3 51-75 % del control
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Grado 4 >75% del control

Con los resultados obtenidos, se realizo la prueba de Kruskal-Wallis para comparar
los grados de inmunorreaccion de las metaloproteinasas MMP-2 y 9 y de sus
inhibidores tisulares ITMP-1y 2..

En virtud de que las variables MMP-2, MMP-9,ITMP-1 y ITMP-1 estan
medidas en escala ordinal se realizé la prueba de Mann Whitney (considerando
empates), para evaluar si existian diferencias significativas entre los distintos
grupos problema (vesiculas encapsuladas, funcionales y con dehiscencia) y el
grupo de animales sanos para cada una de las variables. SPSSv16.0 software (SPSS

Inc, Chicago II).

VIII. Resultados

a) Parametros clinicos de glaucoma

En el presente estudio, se implantaron 37 vélvulas tipo Ahmed. Finalmente, nuestra
poblacién incluida en el estudio fueron:

Grupo I: Vesiculas encapsuladas, 10 ojos de 10 pacientes.

Grupo II: Vesiculas con dehiscencia; 5 ojos de 5 pacientes.

Grupo I1II: Vesiculas funcionales; 2 ojos de 2 pacientes.

Grupo IV: Conjuntiva normal y capsula de Tenon de 5 pacientes.
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Grupo I: Vesiculas encapsuladas (n=10).

De los animales estudiados que presentaron complicacion con formacion de
quiste de Tenon, 7/10 tenian glaucoma primario y 3/10 glaucoma secundario
pseudofaco. Ocho de los animales fueron hembras y dos eran machos. La edad media
en afos fue de 9.38 afios
La media de la presion intraocular en el momento del didgnostico de la vesicula
filtrante encapsulada fue 43.5 mmHg. La edad media de la vesicula filtrante en el
momento de diagnosticarse el estado de quiste de Tenon fue de 32.9 semanas, en
ese momento la media de nimero de medicaciones antiglaucomatosas que recibian

los pacientes fue de 3.1.
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En el cuadro 2 se resumen los datos clinicos y de resefia mds relevantes de los

paciente incluidos en el grupo I.

Paciente/ Tipo Edad PIO  previo Edad N°

Raza-sexo glaucoma (afos) procedimiento vesicula medicacion

N=10 (mmHg) sem anti-
glaucoma

Weimaraner Pseudofaco 2 61 2 3

/H OS

Cocker Primario 4 37 32 3

Spaniel/H OD

Mestizo/H Primario 0.8 30 3 3
OD

Maltés/H Primario 4 36 16 3
OS

Mestizo/M Primario 5 63 40 3
OS

Cocker Primario 7 53 56 3

Spaniel/M (0N}

Mestizo/H Pseudofaco 12 41 80 3
OD

Shar-Pei/H  Primario 6 42 28 4
OD

Cocker Pseudofaco 8 30 32 3

Spaniel/ H OD

Cocker Primario 9 42 40 3
Spaniel /H.  OD

PIO: presion intraocular OD: ojo derecho/OS ojo izquierdo

H:hembra /M: macho
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Grupo IlI: Vesicula filtrante funcional (n=2).

De los animales estudiados que con vesicula filtrante funcional, 1 sufria
glaucoma primario y 1 glaucoma secundario pseudofaco. La edad media en afos fue
de 6.75 afios y los dos pacientes fueron hembras.

La media de la presion intraocular en el momento del didgnostico de la vesicula
filtrante encapsulada fue 16 mmHg. La edad media de la vesicula filtrante en el
momento del estudio histopatologico fue de 74 semanas, en ese momento la media
de numero de medicaciones antiglaucomatosas que recibian los pacientes fue de 2.

Cuadro 3 mostrando los datos clinicos mas relevantes del grupo II.

Paciente/ Tipo Edad PIO previo Edad de N°
Raza-sexo glaucoma  (afios) procedimient vesicula medicacion
N=2 o (mmHg) filtrante anti-
(sem) glaucoma
Poodle/H Pseudofaco 11 12 104 2
OS
Basett Primario 2.5 20 44 2

Hound/H OD

PIO: presion intraocular OD: ojo derecho/OS ojo izquierdo

H:hembra /M: macho
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Grupo I11; Vesicula filtrante con dehiscencia (n=5).

De los animales estudiados con vesicula filtrante con dehiscencia 3/5 sufrian
glaucoma primario y 2/5 glaucoma secundario pseudofaco. La edad media en afios fue
de 7.5 afios. 4 pacientes fueron hembras y 1 macho.

La media de la presion intraocular en el momento del diagndstico de la vesicula
filtrante con dehiscencia fue 8.4 mmHg. La edad media de la vesicula filtrante en el
momento del estudio histopatologico fue de 34.6 semanas, en ese momento la
media de nimero de medicaciones antiglaucomatosas que recibian los pacientes

fue de 2.8.
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Cuadro 4, refleja los datos clinicos mas relevantes de los pacientes del grupo 111

Paciente/ Tipo Edad PIO  previo Edad de N°
Raza-sexo glaucoma  (afios) procedimient vesicula medicacion
N=5 o (mmHg) filtrante anti-
sem glaucoma

Poodle/H Pseudofaco 8 12 10 3

OS
Mestizo/M  Primario 5 6 6 3

OD
Mestizo/H Pseudofaco 12 7 103 2

OD
Cocker Primario 6 7 2 3
Spaniel/H oS
Cocker Primario 6 10 52 3
Spaniel/H OD

PIO: presion intraocular OD: ojo derecho/OS ojo izquierdo

H:hembra /M: macho
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RESULTADOS DE LA EVALUACION CLINICA DE LA VESICULA
FILTRANTE

Los parametros clinicos de evaluacion de vesicula filtante se reflejan en la cuadro 5.

Apariencia Vascularizaciéon Inflamacion Profundidad

Vesicula Vesicula CA CA.
Vesicula 8- Elevada 4- Avascular 7- Sin 7- Profunda
encapsulada  1- Alta amplia  5- Normal inflamacion 2- Estrecha
(n=10) 1- Estrecha 1- Hiperémica  1- Cel. presentes 1- Plana

2- Fibrina

Grupo 2 2- Altay amplia  2- Normal 2- Sin 1- Estrecha
(n=2) inflamacion 1- Profunda
Grupo 3 5- Dehiscencia,  3- Hiperémica  2- Células 2- Plana
Vesiculas sin vesicula 2- Normal presentes 2- Estrecha
dehiscencia 3- Fibrina 1- Profunda

(n=5)

CA- camara anterior
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Grupo I; Vesiculas encapsuladas. Imagen 11 A,B,C.

A B

En la imagen 11 A,B,C se observan fotos clinicas de vesiculas filtrantes encapsuladas con
aspecto elevada, con tension y relativamente avasculares. La PIO estaba en niveles por

encima del margen normal.
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Grupo I1: Vesiculas funcionales.Imagen 12 A, B,C,D,E.
A B

Imagen 12 A, B, C, D, E se obervan vesiculas filtrantes funcionales. Los niveles de PIO estan dentro

del margen de normalidad. El aspecto es moderadamente vascular y presentan un aspecto difuso y

plana.
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Grupo I11; Vesiculas con dehiscencia. Imagen 13 A,B,C,D
A B

Imagen 13 A,B,C,D, se observan vesiculas filtrantes con complicacion séptica , vesicula plana
no formada y con una gran hiperemia vascular. Las imagenes C y D son ejemplo de dehiscencia
de la vesicula con la visualizacion de la sutura en la porcion ventral (flecha) ,la reaccion

vascular es minima.
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Analisis estadistico: evalucion clinica de la vesicula filtrante.
a) Morfologia de la vesicula filtrante.

Se compar6 el grupo de vesiculas encapsuladas contra un grupo formado
por las vesiculas funcionales y con dehiscencia en cuanto a morfologia. Se realizo
una prueba Ji cuadrada de Pearson de homogeneidad de proporciones entre los dos
grupos y se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(p<0.01).

b) Vascularizacion de la vesicula filtrante.

Se compard la vascularizacién en los tres grupos con vesicula y se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.05).
Para determinar a cudl o cudles de los grupos de vesiculas se debian las diferencias
se realizd una prueba de comparaciones multiples con un nivel de significancia
global de .05. Para las comparaciones entre dos grupos se utilizo la prueba de
Mann-Whitney. La unica diferencia significativa (p<0.012) fue entre el grupo de
las vesiculas encapsuladas y el grupo de las vesiculas con dehiscencia.

c) Inflamacién en camara anterior.

Se comparo6 la inflamacion en los tres grupos con vesicula y se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.01).
Para determinar a cual o cudles de los grupos de vesiculas se debian las diferencias,
se realizd una prueba de comparaciones multiples con un nivel de significancia
global de .05. Para las comparaciones entre dos grupos se utilizé la prueba de
Mann-Whitney. La tnica diferencia significativa (p<.01) fue entre el grupo de las

vesiculas encapsuladas y el grupo de las vesiculas con dehiscencia.
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d)Profundidad de cAmara anterior.

Se comparardé el grupo de vesiculas encapsuladas contra un grupo formado
por las vesiculas funcionales y con dehiscencia en cuanto a profundidad. Se realizo
una prueba Ji cuadrada de Pearson de homogeneidad de proporciones entre los dos
grupos y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(p>.05).

e) P10 respecto grupo y edad.

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal para explicar el comportamiento de

la presion intraocular en funcidén de la edad del perro y grupo al que pertenece su

ojo y ninguna de las dos variables result6 estadisticamente significativa.

RESULTADOS DEL ESTUDIO HISTOLOGICO

Grupo I: Animales con vesicula encapsulada. (n=10).

En todos los casos se detectaron dos capas bien definidas, una externa
fibroproliferativa y una interna fibrotica.

La zona fibroproliferativa; consistio en una malla de colageno difusa con fibras
cortas sin orientacion definida, capilares y fibroblastos.

La zona fibrética, Formada por una malla de coldgeno con un patréon de
distribucion caracterizado por fibras paralelas orientadas en el mismo plano y
densamente dispuestas (Figura 14).

La capa fibrotica ocupo en este grupo del 40 al 60% del espesor del tejido con un

grosor medio de 330 um +/- 57.
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Figura 14. Fotomicrografia de un corte histolégico de vesicula filtrante encapsulada.
Microscopia de luz. Se observan las dos capas descritas. Flecha negra capa fibroproliferativa,
se observa la presencia de malla de colageno difusa comparada con la capa fibrética, flecha

punteada, donde la malla de coldgeno es densa y uniformemente orientada. H-E, X100.

También se observaron neovasos localizados en la interfase entre la capa
fibroproliferativa y fibrética, en alguno de los casos estos presentaban congestion
pero en ningun caso se observé trombosis asociada, tampoco se observo metaplasia

escamosa o quistes subconjuntivales (Figura 15 A,B).
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Figura 15 A, B Fotomicrografia de corte histologico de vesicula filtrante encapsulada. A) Se
pueden observar la capa fibroproliferativa externa y la capa fibrotica interna, H-E, 40X. B) en la
tincién con Tricromico de Masson es posible observar la disposicion de las fibras de colageno y
su disposicion paralela recubriendo la cavidad de la vesicula. Los vasos sanguineos se localizan
en la interfase entre las dos zonas, en las imagenes se pueden observar como en este caso

estaban dilatados y congestivos, Masson X40.
La célula mas representada en la capa fibrotica es el fibroblasto, con una
disposicion caracteristica. En la cara tisular de la cavidad quistica, los fibroblastos

presentaban nticleos aplanado, alargados formando un pseudoendotelio (Figural6).

Figura 16. Fotomicrografia de un corte histologico de vesicula encapsulada. En esta imagen se
observa como los fibroblastos presentan nucleos planos y alargados (flecha) hacia la cavidad

quistica formando un pseudoendotelio. Masson X100.
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Grupo I1. Animales con vesicula filtrante funcional (n=2).

En este grupo se observo epitelio conjuntival con morfologia normal. El tejido
subepitelial tenia una consistencia laxa con aspecto mixoide como se observa en la
(Figura 17 y Figura 18). El coldgeno se dispone en fibras cortas y sin patron de

distribucion definido alrededor del gonioimplante.

Figura 17. Fotomicrografia de corte histologico de vesicula filtrante funcional. Se observa el
aspecto laxo mixoide del tejido subconjuntival rodeando la vesisula filtrante. En la imagen también

se puede observar el tracto del tubo del gonioimplante H-E, X40.
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Figura 18. Fotomicrografia de corte histologico de vesicula filtrante funcional.. En esta imagen
se puede observar la diferencia en la disposicion del colageno entre la esclera y el tejido

subconjuntival laxo que rodea la cavidad filtrante (flecha). Tricromico de Masson x40.

En ninguno de los casos se detecté metaplasia escamosa y en un caso de
vesicula filtrane funcional se observdo la formacion de pseudoquistes

subconjuntivales (Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografia de corte histologico de vesicula filtrante funcional.
Microscopia de luz. Pseudoquistes subconjuntivales. En el estroma conjuntval en la
zona perivalvular se observan zonas claras donde se acumula el humor acuoso sin
embargo, no se observd endotelio rodeando la estructura quistica. Tricromico de
Masson X100.
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Distribucion celular y morfologia: En el estroma conjuntival se observaron
fibroblastos y células inflamatarios sobre todo localizadas en la zona perivalvular
en la sustancia propia. Los vasos sanguineos se localizaron de forma difusa en el

estroma conjuntival.

Grupo Ill. Animales con complicacion séptica, visualizacion de la valvula o
protusion (n=5).

En estos casos se observo la presencia de epitelio escamoso estratificado y
estroma conjuntival moderadamente laxo en la porcion superficial. En la porcion
profunda se puede detectar la capa fibrosa caracterizada por la presencia de fibras
de colageno denso, asi como vasos sanguineos.

El patron de la malla del coldgeno en estos casos fue irregular con fibras cortas.
Ademas en las todos los casos se observa un infiltrado inflamatorio en el estroma

anterior asi como vascularizacion intensa. (Imagen 20).

Imagen 20. Fotomicrografia de corte histologico de vesicula filtrante con dehiscenca. se

observa la presencia de infiltrado inflamatorio en el estroma profundo, flecha, H-E X40.
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Analisis estadistico de los datos

a) Metaplasia escamosa conjuntival y psedoquistes subepiteliales

En ninguno de los casos estudiados se detectd la presencia de metaplasia
escamosa, solo un caso de vesicula funcional present6 pseudoquistes subepiteliales.
b) Vascularizacion subconjuntival

Se realiz6 el andlisis correspondiente a un disefio de un solo factor (grupos de
ojos) con 4 niveles, completamente aleatorizado. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el promedio de vasos entre los grupos (p>0.05)
c) Andlisis patrén de distribucion fibras de colageno

Se compararon el grupo de vesiculas encapsuladas contra un grupo

formado por el resto de grupos (del 2 al 4) en cuanto a fibras de coladgeno. Se
realizé una prueba Ji cuadrada de Pearson de homogeneidad de proporciones entre
los dos grupos y se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

ellos (p<0.000).

RESULTADOS DE INMUNOHISTOQUIMICA MMP-2, MMP-9, ITMP-1,
ITMP-2

La inmunorreactividad se observo en el epitelio conjuntival, células
endoteliales y fibroblastos, principalmente. Debido a que el objetivo de este estudio
fue establecer el patron de distribucion de las MMP y ITMP en la capa fibrética,
solamente la inmunorreactividad de esa capa fue valorada y comparada a la
inmunorreactividad de la conjuntiva del grupo control (sanos). En este ultimo caso

la zona a estudiar serd la capa profunda fibrosa de la sustancia propia conjuntival.
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Los controles omitiendo el anticuerpo primario no demostraron

inmunorreactividad en ningtn caso (Figura 21).

A B

Figura 21. Inmunohistoquimica. Control negativo.. En este caso los
especimenes no se incubaron con el anticuerpo primario, como se observa
en la imagen no se detectd ninguna reaccion. X20.

A, B- vesicula encapsulada

C- vesicula con dehiscenica

D- coniuntiva normal.
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Grupo I: vesicula filtrante encapsulada (n=10).

En la capa fibrotica de las vesiculas encapsuladas se observd una
inmunorreaccion moderada para MMP-2 con una intensa inmunoreactividad para
MMP-9 en el citoplasma de las fibroblastos en todos los casos, (Figura 22 A,B).
Por otro lado, la inmunorreactividad para ITMP-2 fue moderada en el citoplasma
de los fibroblastos, mientras que no se encontrd inmunoreactividad para la ITMP-1,

(Figura 22 C, D).

~ Cavidad de la vesicula
filtrante ‘

Figura 22 A, B, C, D. Inmunohistoquimica, cortes histologicos de vesicula encapsulada. En este
grupo se observo una inmunorreactividad intensa de MMP-9 localizada en la capa fibrética
(flecha). La inmunorreactividad de MMP-2 y ITMP-2 fue moderada y para ITMP-1 ausente en
todos los casos. X20

53



Grupo II: vesiculas filtrantes funcionales, (n=2)

En este grupo se detectd una inmunorreactividad leve en un nivel equivalente para

MMP-2, MMP-9, ITMP-1 y ITMP-2 (Imagen 23).

Imagen 23- A,B,C,D Inmunohistoquimica, cortes histologicos de vesicula funcional. En este caso

la inmunorreactividad es leve y los cuatro anticuerpos la presenta en un nivel equivalente entre

ellos. X20
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Grupo I1l. Vesiculas filtrantes con dehiscencia (n=5).

En este grupo, los resultados fueron muy heterogéneos. En un caso se
observo una inmunorreactividad intensa de MMP-9 (Imagen 24), en el resto de los
casos la inmunorreactividad fue moderada. Respecto a ITMP-1 salvo en un caso,

en el resto de las muestras se observo con una inmunorreactividad moderada.

Imagen 24. Inmunohistoquimica. Vesiculas con dehiscencia. Se observaron resultados

heterogéneos. Con el anticuerpo MMP-9 se detectd una inmunorreactividad intensa en uno de los
casos(flecha). Se observo inmunorreactividad moderada para ITMP-1 en todos los casos excepto

en uno. X20.
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Grupo V. Conjuntiva de perros sanos, grupo control ( n=5).

En este grupo se observd inmunorreactividad difusa débil para MMP-2 y en
la capa fibrosa profunda de la sustancia propia conjuntival, (Imagen 25 A). Por otro

lado la inmunoreactividad par MMP-9 y ITMP-2 fue moderada y ITMP-1 estuvo

ausente en todos los casos (Figura 25 B,C,D).

Imagen 25. Inmunohistoquimica en conjuntiva de perro sano. Se observa
inmunorreaccion débil para MMP-2 en la capa fibrosa profunda, flechas. La

inmunorreaccion para MMP-9 y ITMP-2 fue moderada. X40.
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Anélisis estadistico de los datos:

a) MMP-2: Se compar¢ la inmunorreactividad de la metaloproteinasa MMP-2
en los 4 grupos y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p>0.05).

b) MMP-9: Se compard la inmunorreactividad de la metaloproteinasa MMP-
9 en los 4 grupos y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p<0.01).

Para determinar a que grupos se debian las diferencias, se realizd una
prueba de comparaciones multliples. Para las comparaciones entre dos grupos
se utilizo la prueba de Mann-Whitney. Se encontraron dos diferencias
estadisticamente significativas (p<.02) entre el grupo de las vesiculas
encapsuladas y el grupo de las vesiculas funcionales y entre el grupo de
vesiculas encapsuladas y con dehiscencia.

¢) ITMP-1: Se compar6 la inmunorreactividad del inhibidor ITMP-1 en los 4
grupos y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p>0.05).

d) ITMP-2: Se compar6 la inmunorreactividad del inhibidor ITMP-2 en los
cuatro grupos y no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (p>0.05).
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IX Discusion

En el presente trabajo se describen los hallazgos clinicos, histopatologicos y
de patrén de distribucion de MMP-2 y 9 y ITMP-1 y 2 en las vesiculas filtrantes
con complicaciones de encapsulamiento y dehiscencia asi como en las vesiculas
funcionales.

La poblacion estudiada durante 2008 y 2010 se redujo a 17 pacientes de los
cuales se detectd una mayor afeccion en hembras 14/17 (82.3%) sobre machos 3/17
(17.64) siendo el Cocker Spaniel la raza mas representada. Este hallazgo esta de
acuerdo con otros estudios en los que se ha detectado una mayor prevalencia en
hembras afectadas de glaucoma en el perro. Esson en 2009 describid6 una
prevalencia del 60% en hembras y la raza mas afectada en su estudio fue el Cocker
Spaniel. En otro estudio Dubielzig en 2010, observo una prevalencia en hembras
del 62% con el Cocker Spaniel en el 28% de los casos y el Bassett Hound en el
32% de los casos.

La complicacion de vesicula encapsulada se observo a las 32.9 semanas en
el periodo post-quirurgico, mientras que la complicacion de dehiscencia se
presento a las 34.6 semanas. De forma equivalente, Thieme en 2010, describi6 la
formacion de la vesicula filtrante encapsulada con pérdida de la funcion de la
misma a los 6 meses del periodo post-quirtrgico. Esta complicacion hipertensiva
con vesicula encapsulada se diferencia a la fase hipertensiva asociada a la
implantacion de la valvula de Ahmed, en esta ultima, la hipertension esta asociada
a edema en la pared de la vesicula, se presenta de media a los 3 meses y se resuelve
gracias al uso de masaje sobre la vesicula, sin que sea necesario ningun tratamiento

quirurgico (Nouri-Mahdabi 2003).
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Evaluacion clinica de las vesiculas filtrantes:

En el trabajo se observo diferencias estadisticamente significativas entre la
morfologia de las vesiculas encapsuladas y el resto de los grupos estudiados
(p<0.01).

En el gupo I, de las vesiculas encapsuladas se observéd una vesicula elevada, con
un aspecto terso y relativalemente avascular.

La morfologia de la vesicula filtrante es un indicador de su funcién y un
posible factor de prediccion de su éxito, por lo tanto existe un interés en identificar
de forma clinica la presencia de encapsulamiento de la misma (Singh, 2007). Las
vesiculas filtrantes pueden clasificarse en funcién de elevacion, vascularizacion,
grosor en su pared y area de superficie (Filippopoulos, 2009). Las caracteristicas
clinicas descritas en las vesiculas filtrantes encapsuladas en medicina humana son
equivalentes a las vistas en nuestros pacientes, con un aspecto elevada en domo y
en tension (Filippopoulos et al, 2009) (Addicks, 1983). Sin embargo, en nuestro
conocimiento no se ha descrito la morfologia clinica de vesicula filtrante en el
perro.

Se encontrd una diferencia estadistica (p< 0.012) entre la vascularizacion
de la vesicula encapsulada y las vesiculas con dehiscencia y en la inflamacion de la
camara anterior entre las vesiculas encapsuladas y las que se sufren dehiscencia
(p<0.01). Esto se podria deber al proceso inflamatorio asociado en el caso de las
vesiculas con dehiscencia y concuerda con los hallazgos histopatoldgicos de

nuestros pacientes del grupo I, en los que no se observo signos de inflamacion.
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Sin embargo no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la relacion de la PIO con la edad y grupo estudiado.

La morfologia clinica de las vesiculas funcionales fue evaluada en un
numero limitado de pacientes (n=2). En estos casos, se observo la presencia de una
vesicula plana, sin bordes definidos y con un aspecto rosado. Filippopoulos et al.
describe las caracteristicas clinicas de una vesicula funcional con moderada
elevacion no demarcada, vasos sanguineos difusos y poco marcados y sobretodo
ocupando gran superficie. Sin embargo no se ha descrito ninguna morfologia que
asegure la funcionalidad de la misma y por tanto nuevos medios diagndsticos como
la tomografia de coherencia Optica y la biomicroscopia ultrasénica se han

desarrollado (Pavlin 1992)(Silva 2006).

Evaluacion estudio histoldgico:

Entre el grupo de vesiculas encapsuladas y el resto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el patrén de distribucion del
colageno (P<0.000), sin embargo no hubo diferencia en el nimero de vasos
sanguineos.

En el grupo I de vesiculas encapsuladas; el patron de distribucion fue una malla
densa de colageno perfectamente alineado con la formacion de un pseudoendotelio
hacia la cavidad de la vesicula y sin signos de inflamacion asociados. Este patron
de distribucién solo se encontr6 en el grupo I y se identifico en cada uno de los

casos. Estos hallazgos son compatibles con los descritos por Thieme et al. en 2010,
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y por Ayyala et al en 1998, donde se encontr6 una gran reaccion fibroblastica sin
signos de inflamacion asociada en las vesiculas filtrantes encapsuladas en nifos.

La disposicion densa de las fibras de colageno, explica el mecanismo de
fallo del gonioimplante con la imposibilidad del paso del humor acuoso a traves del
mismo. Sin embargo otros mecanismos de fallo del gonioimplante ha sido descrito
en medicina humana. Feldam et al. en 1997 describio dos casos de fallo de
gonioimplante con presencia de una membrana de adhesion. Por su parte, Hill et al.
y Trigler et al. demostraron la existencia de tejido fibrovascular obstruyendo el
flujo de humor acuoso.

En el estudio del grupo de las vesiculas filtrantes funcionales en este
trabajo, se observo la formacion de pseudoquistes intraepiteliales. Ademas la malla
de colageno tiene aspecto mixoide con fibras cortas sin orientacion definida. Lo
que permite el paso del humor acuoso a traves del mismo y posterior absorcioén por
el torrente sanguineo. En la literatura de medicina veterinaria revisada no se han
descrito los hallazgos histologicos de las vesiculas funcionales. Sin embargo
distintos autores en medicina humana han descrito sus caracteristica histoldgicas.
Loeffler et al. describié una vesicula funcional asociada a gonioimplante tipo
Molteno, en este caso se observo tejido necrdtico rodeando el implante con lo que
postuld un posible efectd toxico del humor acuoso como fuente de alteracion en el
tejido conectivo. Philipp et al. describio la presencia de espacios quisticos en la
pared de la vesicula. Por ltimo Molteno et al. ha estudiado y caracterizado en
distintos trabajos la formacién de la vesicula filtrante funcional asociada al
gonioimplante de Molteno, su hipdtesis se basa en la formacion dindmica de la

misma durante toda la vida de la vesicula. En las vesiculas funcionales se describe

61



un epitelio conjuntival normal aunque mas fino o atenuado y un aspecto mixoide
de la malla de coldgeno con unas fibras cortas y sin patrén de orientacién definido
(Addicks et al. 1983).

En el grupo de las vesiculas filtrantes con dehiscencia, se encontré un
patron de disposicion del colageno irregular con fibras cortas. Ademas en las todos
los casos se observa un infiltrado inflamatorio en el estroma anterior asi como
vascularizacion intensa. En este grupo, el hallazgo mas caracteristico fue el proceso
inflamatorio, y por tanto se trata de signos inespecificos. Los hallazgos
histopatologicos en vesiculas con dehiscencia descritos por Filippopoulos et al.

son; aumento en el nimero de vasos e infiltrado celular en el estroma conjuntival.

Patron de distribucion de MMPs 'y ITMPs:

Se encontré inmunorreactividad positiva MMP-2, MMP-9 y ITMP-2 en la
conjuntiva normal en los casos estudiados, sobretodo localizada en las células
epiteliales conjuntivales, mientras que la reaccion en la capa fibrosa del estroma
conjuntival fue limitada. La inmunoreactividad de ITMP-2 en conjunciéon con
MMP-2 y MMP-9 en el tejido conjuntival normal apoya la idea de que las
proteinasas endogenas existen en tejido sano en un equilibrio con los factores
inhibidores, lo cual estd de acuerdo con resultados recientes en cornea en caballos
(Boveland 2010). El equilibrio entre las MMPs y ITMPs es imprescindible para
mantener el equilibrio entre la produccion de la matriz extracelular y su

degradacion (Boveland 2010).
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
inmunoreactividad de MMP-2, ITMP-1 y ITMP-2 entre los distintos grupos: Es
decir, las vesiculas encapsuladas, funcional, con dehiscencia y conjuntiva de perros
sanos. Sin embargo, hubo diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de MMP-9 entre el grupo de vesiculas encapsuladas y las vesiculas
funcionales y entre el grupo de vesiculas encapsuladas y las que presentaban
dehiscencia. Las vesiculas encapsuladas presentan una inmunorreactividad intensa
localizada en el ntcleo de los fibroblastos en la capa fibrotica.

La cirugia filtrante en glaucoma, resulta en una inflamacion post-quirtrgica,
algunos de los mediadores del proceso cicatricial en la vesicula filtrante han sido
identificados, incluyendo el factor de crecimiento transformante 32 (FCT- B2) y el
factor de crecimiento del tejido conectivo (FCTC). Esson et al, describieron un
incremento en la frecuencia de vesicula filtrantes encapsuladas cuando se inyectaba
FCTC en un modelo experimental en la rata (Esson, 2004). Por otro lado, en la
fase tardia del proceso cicatricial es en la que se produce la reorganizacion y
contracciéon de las fibrillas de coldgeno.Esta fase esta mediada por las
metaloproteinasas, asi una sobreexpresion de las mismas se ha asociado a una
cicatrizacion excesiva en los tejidos oculares (Wong, 2003)(Sherwood, 2006).

A partir de estudios de expresion genética en el modelo experimental en la
rata, se observd una sobre-expresion de las metaloproteinasas MMP-2, 3 y 9 en la
fase tardia de la cicatrizacion, cuando la reorganizacion fibrilar del colageno y
otras proteinas de matriz es realizada. En el presente estudio, se observd una
inmunorreactividad intensa de MMP-9 en las vesiculas encapsuladas comparada

con el resto de grupos, mientras que la expresion de ITMP-1 estaba muy reducida.
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Este patron de expresion se ha descrito en enfermedades inflamatorias de la
esclera, como la escleritis necrotizante y puede representar una alteracion en el
equilibrio entre las MMPs y sus inhibidores tisulares ITMP (Di Girolamo, 1997).

En otros estudios, se ha demostrado el papel modulador de los ITMPs en el
proceso cicatricial en la cirugia filtrante. El farmaco Ilomastat es un inhibidor de la
metaloproteinasa ITMP de amplio espectro. Wong et al. demostré un aumento en la
supervivencia de la vesicula filtrante cuando Ilomastat fue aplicado topicamentem
(Wong 2002, 2003 y 2005). En otro estudio Scott et al. demostraron que se inhibia
la contraccion de las fibras de colageno por el uso tépico de ITMPs (Scott 1998).
Los resultados de estos estudios sugieren que el proceso de cicatrizacion puede ser
modulado en el periodo post-operatorio gracias al uso de los ITMPs.

El control de la expresion de MMP y ITMP podria ayudar a controlar el
proceso de cicatrizacion del tejido conjuntival y del tejido conectivo subconjuntival

y por tanto beneficiar e incrementar el éxito de la cirugia filtrante en el perro.
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X Conclusiones

1. Se definieron las caracteristicas clinicas de las vesiculas filtrantes encapsuladas
en el perro.

2. En los hallazgos histopatologicos se determind el patrén de distribucion del
colageno caracteristico en los distintos grupos estudiados: vesicula encapsulada,
vesicula con dehiscencia y vesicula funcional. Ademas se definid en el perro las
caracteristicas histopatoldgicas de las vesiculas filtrantes encapsuladas.

3. Se encontr6 una inmunorreactividad intensa de MMP-9 en la vesicula
encapsulada comparada con la vesicula con dehiscencia y la funcional. Este patron
de expresion puede representar una alteracién del equilibrio entre la expresion

MMP y ITMP la cual es una de las vias esenciales de renovacion del colageno.
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XI.ABREVIATURAS
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