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INTRODUCCION

La neovascularizacion corneal es el crecimiento de nuevos vasos sanguineos en la corneas,

acompafado de respuestas inflamatorias y perdida del privilegio inmunoldgico. Varias
modalidades de tratamientos han sido utilizadas; sin embargo existen algunas limitaciones
asociadas a estos tratamientos. La epigalocatequina 3-galato es un flavonoide antioxidante
del té verde (camelia sinesis), que ha sido estudiada como tratamiento potente para una
variedad de tratamientos asociados a cancer y a enfermedades degenerativas.

La EGCG dosis dependiente suprime una amplia variedad de citocinas inflamatorios y
angiogenicos (NF-KB, IL-1, COX2, VEGF, y MMP2 — 9), similar a las citocinas que se ven
envueltas en la neovascularizacién corneal .su margen amplio de seguridad, su uso como
tratamiento crénico y su gran solubilidad en agua, lo hacen un farmaco ideal para ser
estudiado. Hemos propuesto que el uso tépico de EGCG en un modelo animal puede ser un
nuevo y excelente tratamiento para la supresion de la neovascularizacion corneal.
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ANTECEDENTES

La neovascularizacién corneal es un proceso de desarrollo vascular caracterizado por el
crecimiento de los vasos sanguineos originados del limbo, la cual toma una serie de
eventos que incluye la reorganizacion, degradacion de la matriz extracelular, proliferacion
y migraciéon de células endoteliales.La neovascularizaciébn corneal es comunmente
asociada a queratitis infecciosas, traumas, isquemia y a enfermedades degenerativas.
Existen diferentes mediadores inflamatorios y angiogénicos importantes para la
neovascularizacion corneal como son el factor de crecimiento vascular endotelial (del
inglés: VEGF), las metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9), la interleucinal(IL-1), el factor
nuclear kappa B (NF-B) y COX2 (Ciclooxigenasa-2) (1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14).

La actividad neovascular ejercida por estos factores ha permitido el desarrollo de nuevos
farmacos inhibidores de la angiogénesis e inflamacién. En la basqueda de farmacos para
inhibir el proceso de neovascularizacion corneal se han realizado una busqueda de
nuevos factores anti-angiogenicos; Algunos de ellos han usado el antioxidante
epigalocatequina 3-galato (EGCG), el cual es un flavonoide producido por el metabolismo
secundario de la planta del té verde “camelia sinesis” por sus propiedades antioxidantes,
antiproliferativas, antiangiogénicas, antimestastasicas y antinflamatorias la hacen un
blanco de estudio. (15, 16, 17, 18). La actividad antinflamatoria del té verde y de EGCG
presenta un papel importante en la quimioprevencion del desarrollo de enfermedades
neoplasicas y en enfermedades cardiovasculares.( 19, 20, 21, 22).

El mecanismo de accion por el cual la EGCG pudiera suprimir la neovascularizacion
corneal estd basado en estudios in vivo e in vitro. EI consumo oral de té verde y sus
constituyentes purificados como EGCG inhiben el desarrollo y progresion del cancer sin
afectar a las células normales, asociado con una disminucién en la activacién de varios
tipos de receptores tirosina-cinasas incluyendo el sistema VEGF/VEGFR (22, 23, 24, 25).
Ademas, hay evidencia que la EGCG inhibe la actividad transcripcional de NF-kB,
causando inhibicion de otros mediadores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos como IL-6,
TNF a, IL1B, VEGF, MMPs-2 y 9 (26, 27, 28, 29, 30). Por lo tanto, Esto sugiere que
EGCG sea considerado como un potente candidato natural que influye en la inhibicién de
varios tipos de mecanismos producidos durante la inflamacién y en angiogénesis similares
a los mecanismos producidos en la neovascularizacién corneal.

A pesar de los datos favorables que apoyan las virtudes del té verde en la dieta y de sus
polifenoles, algunos investigadores han reportado factores pro-oxidantes y genotdxicos
del EGCG en su uso a altas concentraciones catalizando la formacién de peroxido de
hidrégeno, sin embargo, muchos reportes han demostrado la seguridad del EGCG en
pequefias concentraciones a rangos micromolares. (42, 43, 44). Esto muestra que EGCG
puede tener un gran potencial en el tratamiento de la neovascularizacion corneal, pero
poco se conoce de sus efectos adversos. Por lo anterior, este trabajo propone que el
EGCG puede ser un buen candidato para la neovascularizacion e inflamacion corneal, su
aplicacion ayudaria a prevenir la pérdida de la agudeza visual e inflamacién corneal.
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JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas de disminucion de agudeza visual o ceguera es la
degeneracion u opacidad de la cornea que afectan a la poblacion mexicana en riesgo a las
infecciones herpeticas, traumaticas, isquemicas y degenerativas. La relacion de estas
enfermedades es el inicio de los procesos inflamatorios y el desarrollo de una
neovascularizacion corneal.

Varias modalidades de tratamientos han sido utilizadas; sin embargo existen algunas
limitaciones y complicaciones asociadas. La epigalocatequina 3-galato ha sido estudiada
como tratamiento anticarcinogénico y antiinflamatorio en enfermedades degenerativas.

Para demostrar el efecto tépico de EGCG, proponemos realizar un estudio en un modelo
animal con inflamacién corneal. El desarrollo metodolégico de esta propuesta es sencilla,
barata, y no requiere de equipo sofisticado de nueva adquisicién. Los datos resultantes de
esta propuesta servirian para la formacién de una linea de investigacion la cual demostraria
si EGCG puede ser usado via topica como un agente antiinflamatorio y antiangiogénico sin
efectos toxicos en corneas de pacientes por las diversas patologias que comprometen su
privilegio inmune.
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PROBLEMA

¢, Puede la aplicacion topica de la EGCG ser una nueva alternativa terapéutica para la
neovascularizacion e inflamacion cérneal?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar el efecto anti-angiogénico de EGCG aplicado via tdpica sobre las corneas
neovascularizadas de un modelo de inflamacion corneal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer en conejos un modelo de inflamacién corneal inducida por quemadura
con élcali.
2. Demostrar el efecto antiangiogénico de EGCG a diferentes dosis sobre las corneas

inflamadas.
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MATERIAL Y METODO

MATERIALES

Se utilizd el ojo derecho (OD) de 30 Conejos albinos sanos machos de la raza Nueva
Zelanda con un peso corporal de 2.5 a 3 kg, su manejo se realiz6 segun las normas NOM-
062-Z00-1999, NOM-087-ECOL-94 y los estatutos de ARVO (Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Visual Research), los conejos fueron anestesiados via
intramuscular con ketamina.

Los 30 conejos se dividieron en 5 grupos y cada grupo era de 6 conejos. Los grupos
fueron divididos de la siguiente forma: Grupo 1 (quemados y sin EGCG), Grupo 2 (no
guemados y sin EGCG), Grupo 3 (quemados y con EGCG a dosis de 25mg/ml), Grupo 4
(quemados y con EGCG a dosis de 10mg/ml), Grupo 5 (quemados y con EGCG a dosis de
Img/ml).

INFLAMACION CORNEAL Y ADMINISTRACION TOPICA DE EGCG

Para la induccion de la neovascularizacion corneal, se realiz6 en el ojo derecho una
quemadura a 2mm del limbo usando un papel filtro de 3mm de didametro, empapado con
NaOH al 1N. La quemadura se realizd por 30 segundos e inmediatamente se lavé con
agua durante un minuto, 24 horas después se aplicé via tépica las diferentes dosis de
EGCG a los diferentes grupos mencionados, el EGCG se aplicd cada 4 horas por 7 dias.
Al octavo dia los animales fueron sacrificados.

ANALISIS DE LA INFLAMACION CORNEAL

El grado de inflamacién corneal se clasificé de acuerdo a la opacidad dentro de la region
guemada en los 3mm de didmetro tratado con NaOH. El criterio para determinar el grado
de inflamacion se realiz6 por el médico especialista en cornea: (-) sin cambios en la
opacidad de la cornea, considerando los hallazgos del grupo control normal; leve (+) con
discretos cambios de coloracion de cornea; moderado (++) con severos cambios de
coloracién; grave (+++) con severa opacidad de la cornea similar a la encontrada en el
grupo de corneas quemadas y tratadas con SSB. Los hallazgos inflamatorios encontrados
se registraron por las imagenes capturadas en microscopio microquirargico adaptado a
una cadmara digital.

VALORACION DE LA NEOVASCULARIZACION CORNEAL

La longitud y Densidad de los vasos desarrollados: La neovascularizacion corneal seré
examinada con las imégenes capturadas del microscopio quirtrgico. La longitud y el
numero de neovasos seran fotografiadas con una camara digital la cual estard conectada
a un microscopio quirdrgico. Las imagenes seran archivadas en una tarjeta de memoria
con una extension *.jpg. El area de neovascularizacién seré cuantificada con un software
obtenido gratuitamente de NIH Image software. La longitud de los neovasos sera
expresada en milimetros determinado por captura de imagen y transferidos al programa
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corel draw 9. En los cortes histolégicos de las corneas (realizados a 1.5 mm desde el
limbo) se cuantificara el nimero de vasos presentes en campos de gran aumento (40X) y
comparados con el grupo control normal. Posteriormente se calculard la media y
desviacion estandar y el error estandar para realizar una prueba de x* con una p=0.05. El
andlisis se realizar4 en doble ciego y el &rea de neovascularizaciéon sera expresado como
el porcentaje del &rea total de la cornea neovascularizada.

ANALISIS HISTOPALOGICO

Posterior a la enucleacioén, el globo ocular fue fijado en formalina neutra al 10%. Se
realizaron cortes antero-posterior en sentido vertical, los cortes fueron deshidratado en
alcoholes graduales del 60 al absoluto y posteriormente el ojo quedo incluido en parafina.
Se realizaron cortes seriados de 4mm de espesor, se desparafin0 y se tifidé con
hematoxilina-eosina. Los hallazgos morfolégicos de dafio celular (necrosis) seréan
evaluados por microscopia de luz de acuerdo a los siguientes criterios estandar:
degeneracion hidrépica, apoptosis celular, mitosis (35).

ENSAYO DE T.U.N.E.L (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP-nick
endlabeling)

La muerte celular programada fue evaluada mediante el kit de deteccidn y cuantificacion
de la apoptosis usando la técnica de T.U.N.E.L la cual es basada en el marcaje de los
rompimientos de la cadena del ADN y detectada por microscopia de fluorescencia. La
técnica fue realizada de acuerdo al manual de procedimientos In Situ Cell Death Detection
Kit, POD (Roche applied science, Philadelphia, USA). Los cortes histologicos fueron
desparafinadas y lavadas en xilol y alcoholes graduales agua destilada estéril, solucion
de amortiguadores salino fosfatado, Triton, proteinasa K ,etanol ,DNasa |, acido acético ,
solucién label y soluciéon de enzimas, posteriormente se incuba a en camara himeda y en
obscuridad.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de dichos experimentos fueron analizados de acuerdo a la
normalidad de los datos y se agruparon en medidas de tendencia central y de dispersion
(media y desviacion estandar o mediana y cuarteles).

Los grupos estudiados fueron comparados buscando diferencias en base a ANOVA para
mediciones no repetidas de una via en relacion a la variable dosis-respuesta. En relacion
al variable de dosis respuesta, se utilizo ANOVA para mediciones repetidas. El valor de
significancia estadistico en todos los casos fue de P<0.05.
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RESULTADOS

En el modelo de neovascularizacion corneal inducida por quemadura por &lcali en
conejos, inmediatamente después de retirar el disco sumergido de &lcali se observo
opacidad de la cornea. Después de lavar con agua la quemadura aument6 aun mas. La
cornea de los conejos sometidos Unicamente a la quemadura se convirtié al séptimo dia
en una zona edematosa (+++) con una gran crecimiento de neovasos formados hasta el
centro de la quemadura

(fig. 1B.). Los conejos tratados con EGCG a diferentes dosis mostraron al dia 7
diferencias en el grado de eritema y crecimiento de los neovasos: EGCG 1mg/ml
presenté un edema leve (+)(fig.1E); 10 mg/ml fue moderado (++)(fig.1D) y a 25 mg/ml de
EGCG fue observado un edema severo en cornea y conjuntiva (+++) e hinchazén de
parpados(fig.1C). La longitud de los nevasos en la cornea se midi6 mediante una
lampara de hendidura y el area total de neovascularizacién de la cornea fue calculado.
Los resultados mostraron que tanto la longitud de los vasos y el nUmero de neovasos
disminuyo proporcionalmente con la dosis de EGCG, comparado con el grupo quemado
Gnicamente. La superficie y el nimero total de neovasos comenz6 a disminuir, desde los
10 mg/ml hasta 1 mg/ml. el crecimiento vascular fue similar entre el grupo quemado sin

EGCG con el tratado a 25mg/ml.

ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Siete dias después de la lesion, todos los componentes celulares dentro de la zona
guemada se destruyeron debido a las graves quemaduras alcalinas. La degeneracién de
la capa de células epiteliales fue observada en el grupo de 25 mg/ml y en el control
quemado. La regeneracion del epitelio corneal fue recuperada a la dosis de 1 mg/ml y 10
mg/ml. En la parte central del estroma se mantuvo acelular, pero por la parte periférica-
anterior presentd ulceracion con infiltracion de células inflamatorias polimorfonucleares y
miofibroblastos, incluyendo la generacion de neovasos como se muestra por tincién de
Hematoxilina-Eosina (Figura ). Bajo el microscopio de luz se observaron variaciones
importantes en la progresion de la neovascularizacién entre los grupos de animales con
inflamacién inducida por alcali. La neovascularizacion fue también uniforme alrededor de
la herida circular en la cornea entre los sujetos estudiados de cada grupo. Un gran
namero de vasos y células inflamatorias fueron observados en la cornea a los 7 dias post-
guemadura alcalina (grupo control). La superficie total de neovasos comenzé a disminuir

con el tratamiento de 10 y 1 mg/ml de EGCG, mientras que a la dosis de 25mg/ml el
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numero de vasos fueron similares al del control quemado(Fig. 2). Se consideraron las
corneas izquierdas como control normal sin quemadura y tratadas solo con el vehiculo.
Estos tejidos no mostraron desarrollo de Ulceras, infiltracion inflamatoria ni cambios en la
estructura de la cornea con la capa epitelial intacta y el estroma con miofibroblastos.
Estos resultados muestran que la neovascularizacion corneal indicida por alcali es un

modelo animal util y simple para la inflamacion corneal y neovascularizacion corneal.

ENSAYO DE T.U.N.E.L Los resultados encontrados en cuanto al nUmero de neovasos son
los siguientes: En el grupo 1 el promedio fue de (41.83), en el grupo 2 fue de (51.17), en el
grupo 3 fue de (29.00), en el grupo 4 de (15.23) y por ultimo, el grupo 5 promedio (0.00).
Utilizando ANOVA (Analysis of Variance Calculator - One-Way ANOVA from Summary
Data) se encontré una significancia de P = 0.00 (P<0.05).

Para caracterizar el dafio por apoptosis tardia de las células de la cérnea a los 7 dias
post- quemadura con &lcali y tratadas con las diferentes dosis de EGCG, aplicamos el
ensayo TUNEL. En las cOrneas de conejo normales, un nacleo de TUNEL-positivo fue
apenas detectado (Figura 3). En las corneas de conejos Unicamente quemados, gran
cantidad de células positivas al TUNEL y algunos nucleos fragmentados fueron
observados en las células epiteliales y del estroma (inflamatorias) (figura 3). En el analisis
comparativo entre las células de la cornea de conejos quemados sin tratamiento y entre
las diferentes dosis de EGCG se observo una disminucion en el numero de células
positivas al TUNEL en las corneas tratadas con 1 mg/ml con EGCG. Sin embargo el grupo
tratado con EGCG 25mg/ml el nimero de células epiteliales apoptéticas se incremento,
similar al del grupo quemado sin tratamiento (fig. 3 c). Estos resultados indican que varias
células del epitelio corneal experimentan apoptosis en condiciones de 25 mg/ml de EGCG
y disminuye significativamente a al reducir la dosis de 10 mg/mly 1 mg/ml.

Los resultados encontrados en cuanto a la longitud de neovasos son los siguientes: En el
grupo 1 el promedio fue de (2.00mm), en el grupo 2 de (3.30mm), el grupo 3 de (1.40mm),
en el grupo 4 de (1.10mm) y el grupo 5 dio un promedio de (0.00). Utilizando ANOVA
(Analysis of Variance Calculator - One-Way ANOVA from Summary Data) se encontré
una significancia de P = 0.026 (P<0.05). Esto sugiere que la neovascularizacion corneal
inducida por inflamacion se ve afectada por el tratamiento con EGCG. Por lo tanto, EGCG
representa una nueva alternativa efectiva para el tratamiento de la inflamacion y la
neovascularizacion corneal.
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1A : Foto clinica de ojo derecho sin quemadura

1B: Foto clinica de ojo derecho con quemadura pero sin
EGCG

1C: Foto clinica de ojo derecho con quemaduray utilizando
la dosis de 25mg/iml.

1D : Foto clinica de ojo derecho con quemadura y utilizando
la dosis de 10mg/iml

1E: Foto clinica de ojo derecho con quemadura y utilizando la
dosis de 1mg/1ml.

2A: Corte histolégico H-E 40x, sin quemadura

2B: Corte histolégico H-E 40x, con quemadura pero sin
EGCG.

2C: Corte histolégico H-E 40x, con quemadura utilizando
la dosis de 25mg/iml.

2D: Corte histolégico H-E 40x, con quemadura utilizando
la dosis de 10mg/iml.

2E: Corte histolégico H-E 40x, con quemadura utilizando
la dosis de 1mg/1ml.
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3A: Técnica de T.U.N.E.L 20x, ojo sin quemadura

3B: Técnica de T.U.N.E.L 20x, ojo con quemadura
pero sin EGCG.

3C: Técnica de T.U.N.E.L 20x, con quemadura
utilizando la dosis de 25mg/1ml.

3D: Técnica de T.U.N.E.L 20x, con quemadura
utilizando la dosis de 10mg/1ml.

3E: Técnica de T.U.N.E.L 20x, con quemadura
utilizando la dosis de 1ma/iml.
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ANALISIS

La neovascularizacion corneal es una causa muy importante de disminucion de la agudeza
visual. Se han desarrollado diferentes farmacos inhibidores de la angiogénesis e inflamacion.
La dexametasona es usada en el tratamiento de angiogénesis cérneal por su inhibicion de
NF-KB, VEGF y la activacion de la COX-2 (10,13), sin embargo, el uso prolongado de este
esteroide podria tener consecuencias como glaucoma, catarata y predisposicion a queratitis
infecciosa (14,15). Recientemente se ha utilizado el anticuerpo monoclonal anti-VEGF como
terapia para suprimir la vascularizacion corneal, debido a su gran efectividad para inhibir el
sistema de la tirosina cinasa VEFG/VEGFR. Sin embargo, es posible encontrar otra via de
activacion sin el uso de VEGF, como la via de NF-KB que regula la expresion de citocinas
pro-angiogénicas IL-1B la cual es suprimida por inhibidores de COX2. Es importante
mencionar que a pesar de los datos favorables que apoyan las virtudes de la EGCG en la
dieta, algunos investigadores han reportado factores pro-oxidantes y genotoxicos del EGCG
en su uso a altas concentraciones catalizando la formacion de peroxido de hidrogeno. Sin
embargo, muchos reportes han demostrado la seguridad del EGCG en pequefias
concentraciones a rangos micromolares.(30)

En estudios con otros flavonoides como el genisteina, luteolina y el curcuminoide ha mostrado
que bajas concentraciones administradas por via tdpica son potentes inhibidores in vivo de la
neovascularizacion corneal sin producir efectos citotoxicos. Cao y Cao también demostraron
que el consumo del té verde como consumo de agua (1.25% conteniendo 708mg/ml EGCG;
con niveles en plasma de 0.1 -0.3 plasma Mmol/L) puede significativamente suprimir la
neovascularizacion corneal estimulada por VEGF (31). Eso muestra que EGCG puede tener
un gran potencial en el tratamiento de la neovascularizacion corneal, pero poco es conocido
de sus efectos adversos. La ventaja del uso topico que utilizamos en este protocolo es que
esta no es invasiva comparado a las rutas de invasibidad las cuales ocasionan a una
pérdida de la integridad de la cornea o consecuencias sistémicas. Sin embargo, la
administracién topica de EGCG puede tener algunas limitaciones; la aplicacion tépica a altas
concentraciones de EGCG puede provocar hiperemia en la superficie ocular debido al bajo
pH (aproximado de 4.0g/mol) y produccion de H,O, causando dafio en las células corneales.
No obstante, estas limitaciones podrian ser reguladas disminuyendo la concentracion de
EGCG a niveles submicromolares y por su gran solubilidad en el agua esta podria disolverse
en una solucién amortiguadora cercana al pH fisiolégico, sin cambiar la estructura y actividad
de la molécula. Esto indica que la angiogénesis puede llevarse a cabo sin la participacion
directa de VEGF. Nuestro estudio muestra evidencia que el antioxidante natural EGCG tiene
gran potencial terapéutico en el tratamiento de la neovascularizaciébn corneal similar a lo
reportado.
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CONCLUSIONES

La aplicacién topica de la Epigalocatequina 3- galato tiene un efecto terapéutico para las
guemaduras inducidas por NaOH que produjeron inflamacién y neovascularizacion. El efecto
de la EGCG es inversamente proporcional a la dosis utilizada, ya que con la dosis de 1mg/ml
se encontrd la menor cantidad de neovasos de células inflamatorias. La toxicidad que puede
llegar a inducir la EGCG es directamente proporcional a la dosis, ya que con la dosis de
25mg/ml se encontr6 que a esta dosis la EGCG llega a ser oxidante.
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