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Prologo
La cicatrizacion corneal es uno de los puntos mas significativos en la

investigacion oftalmoldgica. Esta se basa en una secuencia de complejos eventos
moleculares bien regulados, comprendidos entre las células nativas y migratorias de
la cornea con la matriz extracelular. La naturaleza de la cicatrizacion corneal es el
resultado del preciso balance entre la regeneracion tisular y el mantenimiento de la
homeostasis tisular. El excesivo proceso de cicatrizacion lleva a la fibrosis y a la
formacién de una cicatriz que finalmente puede implicar a perdida de la funcion del

tejido corneal y de la vision del paciente.
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Resumen

El balance y control del proceso de degradacion y regeneracion de la matriz
extracellular es crucial para en correcto proceso de reparacion tisular y
mantenimiento de la arquitectura normal corneal y su transparencia.

La principal funcion de sintesis del queratocito corneal es la de reparar la matriz
extracelular dafiada. Las células epiteliales y queratocitos corneales son los
responsables de la sintesis de metaloproteinasas y otras proteasas que van a
contribuir a la degradacion y remodelado tisular corneal. Estas proteasas estan
bajo un estricto control regulador de la activacion e inhibicién de su actividad
proteolitica. Un inhibidor natural de proteasas es el SLPI (inhibidor de proteasas
secretado por leucocitos). Trabajos de biologia molecular realizados con el péptido
SLPI indicaron que su funcién antiproteasa como componente protector y
modulador de procesos inflamatorios y degenerativos residia en el dominio
terminal carboxilo. Nuevos estudios in vivo e in vitro demostraron que este péptido
presentaba una carga molecular altamente cationica, descubriendo asi la funcion
de péptido antimicrobiano de amplio espectro (bacterias-hongos-virus).

El presente trabajo de tesis doctoral determino la presencia del inhibidor de
proteasas secretado por leucocitos en tejido corneal y otras estructuras oculares
asociado a procesos infamatorios e infecciosos oculares. Los 0jos normales de
animales sin patologia asociada fueron procesados por técnicas de histologia e
Inmunohistoquimica, éstos revelaron una ausencia de expresion del SLPI en las
estructuras oculares normales estudiadas. Los animales estudiados en las

primeras horas posteriores a la ablacion corneal con excimer laser o en las
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infecciones corneales e intraoculares por S. aureus mostraron en los cortes
histolégicos una inmunotincién positiva para SLPI. Los estudios de cuantificacion
por Western Bot. demostraron una expresion elevada de SLPI en los homogenatos
de los tejidos oculares en los animales con procesos inflamatorios e infecciosos
asociados. Esto confirma que al iniciarse el proceso inflamatorio - cicatrizal se
produce una regulacién positiva del SLPI como factor modulador del remodelado
tisular corneal. Por el contrario, el andlisis de las muestras oculares normales del
grupo control, se observo una inmunotincion negativa para el SLPI, confirmado por
los resultados obtenidos por técnicas de Western blots. El conocido rol del SLPI
como péptido antimicrobiano y antiproteasa sugieren la regulacion activa de la
expresion en los procesos inflamatorios oculares como lo demuestran los
resultados aqui presentes. Futuros estudios de investigacion basica basados en
complejas técnicas de biologia molecular y genética demostraran las mdltiples vias
de regulacion del SLPI en los mecanismos moduladores de la cicatrizacion y de la

inmunidad innata del ojo.
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Abreviaturas

SLPI: Iniciales en ingles, texto en ingles “Secretory leukocyte protease inhibitor”
MEC: Matriz extracelular

KSPG: queratan sulfato

EGF: Factor de crecimiento epitelial

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

TGF: Factor de crecimiento transformador

KGF: Factor de crecimiento queratinocitos

HGF: Factor de crecimiento del hepatocito

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PMN: Polimorfo nucleares neutrofilos

um: micras

IL-1: Interleukina 1

TGF-B: Factor de crecimiento transformador beta

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

HA: Acido hialurénico

MMPs: Metaloproteinasas

TIMPs: Inhibidores titulares de metaloproteinasas

ARVO: Asociacion para la investigacion en vision y oftalmologia
BSS: Solucion salina balanceada estéril

S. aureus: Estafilococos aureus

HSV I: Virus herpes simple tipo |
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Capitulo |

Introduccion

l.a. Estructura anatdémica de la cornea.

La cornea, es un tejido avascular y transparente que esta constituido por
cinco capas: la primera de ellas, la mas superficial, esta constituida por
aproximadamente cinco capas de epitelio escamoso estratificado no queratinizado
de 50um de espesor. Este epitelio descansa sobre la segunda capa tisular corneal,
la membrana basal, la cual forma una barrera entre el epitelio y la capa colagena
del estroma corneal por debajo. Las células epiteliales se van diferenciando
gradualmente desde la membrana basal y se hacen mas chatas al llegar a la
superficie corneal en contacto con el film lagrimal. La capa de Bowman es un
especializado complejo extracelular de macromoléculas que aparece
tempranamente en el desarrollo embrionario y juega un rol muy importante en la
diferenciacion, crecimiento y adherencia celular. Esta también cumple una
importante funcion como barrera a la invasion corneal por microorganismos. Las
macromoléculas citadas consisten en fibras de colageno tipo IV organizadas en
forma randomizada, laminina, como asi también de colageno tipo I, Ill, V, Xl y
proteoglicanos (condroitin sulfato, dermatan sulfato y heparan sulfato)! Estructuras
de adhesion celular, como los hemidesmosomas y filamentos de anclaje
compuestos por colageno tipo VII, unen la basal de las células epiteliales al
estroma.’?

El estroma corneal es una estructura avascular compuesta por queratocitos

y componentes de matriz extracelular que en conjunto conforman la estructura
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llamada matriz extracelular (MEC). Estd compuesta de proteinas que incluyen
también coldgeno, proteoglicanos y glicoproteinas. Los queratocitos son
fibroblastos diferenciados del mesenquima corneal que producen las
macromoléculas del la matriz extracelular, como asi también las enzimas
encargadas del remodelado y degradacion tisular. Estos queratocitos estan
interconectados por procesos planos y anchos, los filamentos finos, y también por
uniones tipo de hendidura que permiten la libre difusién de pequefias moléculas.?
Las fibras de coldgeno corneal que componen la MEC, se orientan en forma
laminar y paralelas a la superficie de la misma, con un espacio regular entre ellas y
un diametro uniforme. El tamafio y la estructura laminar es crucial para mantener la
transparencia corneal. Estas estructuras laminares estan conformadas por co-
polimeros de colageno tipo |y V.4 El colageno tipo VI, se encuentra a través del
tejido estromal corneal y también juega un rol importante en generar la estructura
laminar corneal.® El principal rol de los proteoglicanos es el de proveer una
estructura fuerte a la matriz corneal. Los proteoglicanos corneales mas importantes
son: queratan sulfato (KSPG), dermatan sulfato (decorin), y el condroitin sulfato.®
Estos proteoglicanos estan en intima relacién con las fibras de colageno, en
particular con el colageno tipo VI, como reguladores del espacio inter fibrilar del
colageno.’

Al separar la porcion posterior del estroma corneal del endotelio corneal
se encuentra la membrana de Descemet. Esta membrana de 8-12 micras de
espesor representa una modificacion de la membrana basal del endotelio corneal y
se encuentra compuesta por laminina, fibronectina y colageno tipo 1V, V y VIII.
Tiene la funcion de proteccion contra infecciones e injurias. El endotelio corneal

desempefia un rol critico en prevenir la acumulacion de agua en el estroma corneal
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y por lo tanto, en el mantenimiento de la transparencia corneal. Posee una bomba
endotelial de Na/K ATPase y HCO3 ATPase, que transporta agua fuera del
estroma corneal hacia la camara anterior del ojo. El numero de células que
conforman el endotelio corneal cambia significativamente con la edad del ser
humano. De un promedio de 3-4000 cel/mm? al nacimiento caen a 2500/mm? a
mediana edad y para luego caer a 2000/mm?en la edad senil. Las células
endoteliales corneales no se regeneran y cuando por diversos motivos caen por
debajo de 800/mm?, se presenta un edema corneal que produce una falta de
transparencia de la misma.? Si esto sucede, se desencadena una disminucién de la
agudeza visual del paciente en cuyo caso puede derivar en un transplante corneal

como Uunico tratamiento.

I.b. Matriz extracelular corneal.

Proteoglicanos

Los proteoglicanos estan formados por uniones altamente cargadas de
glicosaminoglicanos unidos a un centro proteico, formando grandes
macromoléculas hidrofilicas. Sus funciones biolégicas y quimicas son derivadas de
las caracteristicas fisicoquimicas de los glicosaminoglicanos con un centro proteico
que tiene interaccion con componentes de la matriz extracelular.® (Tabla I). El
estroma corneal posee el condroitin sulfato, heparan sulfato y queratan sulfato, el

mas abundante e importante en la transparencia corneal.

13



TABLA |

Proteoglicanos y cicatrizacién corneal

PROTEOGLICANO

Queratan Sulfato (KPSG)

Condroitin Sulfato

Heparan Sulfato

(Perlecan)

Dermatan Sulfato

(Decorin)

Laminina

FUNCION PRIMARIA

Transparencia corneal

Regulacion de la

hidratacion del tejido

Propiedades adhesivas
vitales
Regulador de la formacién

de colageno

Victor E. Reviglio

CARACTERISTICAS
ADICIONALES

El mas abundante en la
cornea

Responsable de la
apariencia vacuolada
durante la cicatrizacion
Capacidad de unirse a los
factores de crecimiento

Regulador natural de la

actividad del TGF-B

La laminina es una glicoproteina de muchos dominios, localizada en la

lamina lucida de la membrana basal. Cada molécula esta compuesta por tres

cadenas de polipéptidos, que forman una estructura cruzada con un brazo largo y

tres brazos cortos.'° Esta favorece la adhesion celular, la migracion, el crecimiento

y la diferenciacion, jugando un papel muy importante en la cicatrizacién corneal.!!

En este proceso, la laminina aparece por debajo de las células que migran para
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cerrar un defecto epitelial. La laminina y el coldgeno tipo IV son esenciales para el

mantenimiento de la estructura epitelial durante el proceso de cicatrizacién.!?

Fibronectina

La Fibronectina se encuentra en la region subepitelial corneal en relacion al
estroma corneal normal. 13 Su rol principal es el de dar un soporte estructural a las
células para que se unan a la matriz extracelular colagena y asi guiar su
migracién.'* Cada cadena esta compuesta por seis dominios especificos para
unirse con integrinas, proteoglicanos, colageno y otras moléculas de la matriz
extracelular como la heparina.®® La fibronectina y la tecnascina sirven de una
importante membrana basal temporaria que se forma sobre el estroma corneal
cuando el epitelio corneal se halla ausente. Esta membrana basal permite que las
células epiteliales migren sobre la superficie corneal dafiada. La fibronectina
también permite que las células se unan por medio de la interaccion con las
integrinas. A su vez, esta estimula a las células epiteliales a producir el activador de
plasminégeno, para convertir finalmente el plasminégeno en plasmina, que
modulara junto a otros factores y las enzimas proteoliticas la degradacién de la

matriz extracelular.®

Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son elementos que conforman un lenguaje de
sefiales biologicas complejas que provee las bases para la comunicacion
intercelular. Estos son péptidos con gran poder de regulacion que coordinan la
proliferacién, migracién y diferenciacion celular, como asi también la sintesis y el

remodelado de la matriz extracelular. En corneas normales, los factores de
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crecimiento controlan el balance entre la produccién y la pérdida celular.?’ En

corneas con defecto epitelial, estos factores regulan la cicatrizaciéon ocular.?®

Muchos factores de crecimiento se han detallado como: EGF, FGF, TGF,

KGF, HGF, PDGF y sus receptores, expresados en el tejido corneal. (Tabla Il).

TABLA I

Factores de crecimiento

FACTOR DE CRECIMINTO

Factor de crecimiento transformador o
(TGF-0)

Factor de crecimiento transformador 3
(TGF-B1-2)

Factor de crecimiento epitelial (EGF)

Factor de crecimiento fibroblasto (FGF)

Factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF)

Factor de crecimiento del hepatocito
(HGF)

Factor de crecimiento del Queratocito

(KGF)

EFECTO CELULA BLANCO

Re-epitelizacion

Quemotaxis fibroblastos , remodelado

MEC y inhibidor de proteasas

Re epitelizacion corneal, proliferacion

fibroblastos y sintesis MEC.

Proliferacion célula epitelial y deposito de

MEC

Proliferacién de fibroblastos y epitelio

Proliferacion del queratocito y epitelio

Proliferacion del queratocito y epitelio
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El proceso normal de recambio epitelial corneal esta bajo el control y
produccién autocrino y paracrino de los factores de crecimiento, como por ejemplo,
el factor de crecimiento trasformador (TGF), el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) y el factor de crecimiento epitelial.?>3° El EGF y FGF estimulan la
proliferacion tanto de las células del limbo corneal como también del epitelio
corneal. El factor de crecimiento del hepatocito (HGF) y EGF han demostrado
estimular la proliferacion y migracion de las células epiteliales corneales mientras
gue, al mismo tiempo, inhiben la diferenciacion de las células epiteliales a nivel
terminal. El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) también estimula la
proliferacion epitelial corneal pero no la migracién o diferenciacion terminal de
estas.3! Elfactor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) estimula la
proliferacion de las células epiteliales del limbo corneal, de las células fibroblasticas
y de las endoteliales corneales.?233 El HGF y el KGF son secretados por los
gueratocitos residentes en el estroma corneal y estan involucrados en la regulacion
de la proliferacion de las células corneales.3

Por su parte, el TGF b inhibe la proliferacion de las células del limbo como las
células epiteliales corneales, pero aumenta la diferenciacion de éstas. También
demostro tener la capacidad de inhibir la produccion de metaloproteinasas por
fibroblastos.# Estos factores de crecimiento se caracterizan por influir en la
migracion celular en base a diferentes patrones de respuesta segun su
concentracion tisular. Un ejemplo es el FGF, que alcanza el maximo estimulo de
migracion celular cuando llega a un plateau en contraste, el EGF disminuye el

estimulo celular al aumentar su concentracions3®
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Interaccion célula-matriz

La matriz extracelular juega un papel activo y complejo en la regulacién
celular, influyendo en su desarrollo, migracion, proliferacion, forma y funciones
metabdlicas; ademas, provee un sustento estructural para la estabilidad del tejido
corneal. Las moléculas de la matriz extracelular son constantemente remodeladas,
degradadas y re-sintetizadas durante el desarrollo.'1’ El balance y control del
proceso de degradacién y regeneracion de la matriz extracellular es crucial para en
correcto proceso de reparacion tisular y mantenimiento de la arquitectura normal
corneal y transparencia. Las células epiteliales, endoteliales, queratocitos y otras
células residentes en el tejido corneal son las células involucradas en los procesos
regenerativos. Por su parte, los mecanismos degenerativos son llevados a cabo
por colagenasas, gelatinasa y otras proteinasas que se encuentran presentes en el
tejido corneal en formas activas e inactivas. De este critico y correcto equilibrio de
citoquinas, factores de crecimiento y otros mediadores locales en la cornea, como
asi también en lagrimas, humor acuoso Yy circulacion sanguinea a nivel del limbo
corneal, depende el complejo proceso de cicatrizacién corneal.*®
Finalmente la funcion celular y las proteinas extracelulares estan en gran parte
mediadas por las integrinas, que estan presentes en casi todas las células.'’ Estas
integrinas son heterodimeros que tienen dos componentes de transmembrana, una
subunidad a y otra b. Ambas subunidades se unen a las proteinas de la matriz
extracelular, interactan con dominios intracelulares, como la actina del

citoesqueleto y modulan las funciones celulares. (Tabla Ill)
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TABLAII

Integrinas corneales

SUB UNIDADES LIGANDOS ASOCIADOS CELULAS BLANCO
a2p31 Colageno, laminina Células epiteliales

a3p1 Fibronectina, laminina Células epiteliales

a5pB1 Fibronectina Células epiteliales

o431 Fibronectina Queratocitos

o634 Hemidesmosomas Células epiteliales basales
av33 Colageno Queratocitos

I.c. Mecanismos de remodelado tisular corneal.

En comparacion con el proceso de cicatrizacion de la piel, la cicatrizacion de
la cornea es un complejo y organizado proceso de cicatrizacion avascular que
resulta en una estructura y organizacion tisular especializada Unica con respecto a
otros tejidos.

Luego de que el epitelio corneal es dafado, el estroma corneal expuesto se
hidrata como resultado de la pérdida de la barrera epitelial, lo que finalmente lleva a
la pérdida de la transparencia caracteristica del tejido corneal, si éste no cicatriza
normalmente. Dentro de las primeras 12-48 horas posteriores al defecto epitelial,
las células epiteliales adyacentes al defecto tisular comienzan a migrar sobre la

herida bajo la accién de diferentes sustancias estimuladoras.® (Tabla V).
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TABLA IV

Rol de células epiteliales corneales en la cicatrizacion.

ACTIVIDAD EFFECTOS

Migracion y proliferacion Re-epitelizacion

Produccion de MEC Formacion provisional de MEC
Liberacion de proteasas Remodelado de la MEC
Produccion de factores de crecimiento Estimulacion autocrina y paracrina
Formacion de uniones estrechas Funcion de barrera

La herida es asi recubierta por células epiteliales, la mitosis celular ayuda a
gue se formen multiples capas de células epiteliales corneales. La adhesion celular
es mediada por la fibronectina, la cual provee una matriz extracelular o membrana
celular temporaria. Inicialmente, las nuevas capas de células epiteliales estan
débilmente adheridas al nuevo estroma por debajo, hasta que los
hemidesmosomas, fibras de anclaje y la membrana basal retornen a su normal
funcionamiento.®’

El cito-esqueleto de las células basales que se localizan en el borde de
migracion celular es reorganizado y los hemidesmosomas se recambian. Se
forman adhesiones focales en las células basales de la cornea y se substituyen los
complejos de adherencia. La aparicion de la membrana basal, hemidesmosomas y
fibras de anclaje se hace en forma sincrénica.t® 38 El rol preciso de la capa de
Bowman en la cicatrizacion corneal no es del todo bien conocido. Esta capa, sin

embargo, juega un rol importante en la interaccion epitelio—estroma corneal.
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Dentro de la primera hora de producido el defecto epitelial corneal, la fibronectina
es depositada sobre el estroma corneal en forma lineal. Esta provee un soporte
provisorio para la adhesion y migracion celular. El factor de crecimiento derivado de
la epidermis y la interleuquina 6, también estimula la adhesion y migracion celular
por un mecanismo dependiente de fibronectina, posiblemente por un incremento de
la expresion de los receptores de fibronectina.3®

Los leucocitos neutréfilos (PMN) pueden modular las funciones biosintéticas
de las células corneales luego de una injuria. Los PMN son las primeras células en
migrar en tejidos dafiados. En injurias corneales, tales como el defecto epitelial
corneal 0, quemaduras por alcalis, los PMN se encuentran en el limbo corneal y el
area lesionada en los primeros 2 dias.*° Gan y colaboradores demostraron que el
indice de cicatrizacion corneal esta reducido y aparece adelgazado con la falta de
de leucocitos en cornea.*® Esto sugiere que los leucocitos que normalmente infiltran
el tejido corneal dafiado actian como mensajeros para la activacion de las células
nativas del tejido. Los PMN fagocitan los desechos celulares en el &rea del dafio,
proceso que provee una superficie mas lisa para la migracion de las células
corneales epiteliales. Los leucocitos estan también involucrados en la liberacion de
citoquinas y factores de crecimiento en el area comprometida. Los macrofagos
producen factor de crecimiento fibroblastico basico, factor de crecimiento
transformador alfa, factor de crecimiento derivado de plaquetas, y factor de
crecimiento tipo insulina. Los PMN producen factor de crecimiento transformador
beta y otros factores quimiotacticos. El TGF-f3 es un estimulante para la
proliferacién de queratocitos ademas de la existencia de otros factores
estimulantes.*® También se han notado efectos negativos por parte de los

leucocitos: el dafio causado por la liberacibn aumentada de citoquinas que

21



Victor E. Reviglio

producen apoptosis, y la liberacion de radicales libres y proteinasas que degradan
la matriz extracelular.*! El estroma corneal se vuelve edematoso y libera
mediadores inflamatorios.*? La respuesta principal del estroma corneal es la
activacion y migracion de los queratocitos al area de lesion. Cuando estos
gueratocitos se activan se transforman en fibroblastos, migran al area de dafio
tisular e inician la sintesis de colageno, glicoproteinas y otros componentes de la

matriz extracelular corneal.*3

Activacion del queratocito

Luego de una lesién estromal corneal, los queratocitos desaparecen y dejan
un &rea acelular de 200 a 300 um desde el borde de la lesion. Aproximadamente
seis horas después, los queratocitos adyacentes a la lesion aumentan de tamafio e
incrementan en nimero y tamafio de sus nucleolos, vesiculas y fagosomas. A
veinticuatro horas del dafio corneal, los queratocitos comienzan a migrar al borde
de la lesion con tipicas caracteristicas de fibroblastos, incluyendo la forma
fusiforme, multiples nucleolos y la falta de granulos citoplasmaticos. A estas células
se las llama fibroblastos de reparacion.® La principal funcién de sintesis del
fibroblasto es la de reparar la matriz extracelular dafiada. Esta matriz extracelular
esta alterada en su composicion de proteoglicanos como asi también en el tipo de
fibras de colageno. Los fibroblastos son los responsables de la sintesis de
metaloproteinasas y otras proteasas que van a contribuir a la degradacion y
remodelado tisular corneal. Este remodelado de la matriz extracelular continda
hasta que se han constituido, en forma y espacio apropiado, las fibras de coladgeno
corneal. Los fibroblastos de reparacion estan bajo el control de varias citoquinas,

las mas importantes a mencionar son la IL-1 y el TGF-B. La IL-1 es un estimulador
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de la produccién de colagenasas y esta asociada a la estimulacion de procesos
inflamatorios y de degradacion tisular, mientras que el TGF-@3, por el contrario,
estimula el depdsito de nueva matriz extracelular. Tanto la IL-1 como el TGF-B
estan bajo un delicado mecanismo regulador con influencia en el fenotipo de los

gueratocitos y finalmente, en los procesos de cicatrizacion corneal.

Apoptosis en la cicatrizacion corneal

Muchos estudios han demostrado la desaparicion de los queratocitos
corneales luego de una lesion epitelial corneal.> Este fenémeno es mediado por
apoptosis, también llamada muerte celular programada. La apoptosis de los
gueratocitos es acomparada por cambios morfolégicos que incluyen disminucion del
volumen celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion, con minimas
alteraciones o dafios a las células vecinas. La apoptosis es modulada por medio de
un complejo y balanceado proceso de interaccion de citoquinas y receptores
especificos (Fas/Fas ligando, IL-1, TNFa) y la activacion de enzimas llamadas
caspasas. Esta accion es liberada desde el epitelio corneal al estroma 'y
acompafada por factores como el NF Kappa B y el Bcl2.

El sistema Fas/Fas ligando esta también expresado por células del endotelio
corneal, del tracto uveal anterior, retina y células inflamatorias como los macréfagos,
neutréfilos y monocitos.> La apoptosis juega un rol muy importante en los procesos
de cicatrizacion corneal como asi también en otras patologias corneales como el

queratocono y la distrofia endotelial de Fuch’s.5": 58
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I.d. Cicatrizacion corneal luego de una gueratectomia con excimer laser.

La cicatrizacion corneal es un factor muy importante en la agudeza visual
final luego de un tratamiento con excimer laser. El excimer laser produce una
ablacion del tejido corneal de 0.20-0.50 um con cada pulso del laser. Luego de
realizada la queractectomia, el epitelio y el estroma corneal comienzan a realizar
una serie de cambios anatomicos Yy fisiolégicos que continda en las semanas o
meses posteriores a la cirugia. Este tipo de cirugia con laser permite estudiar el
proceso de cicatrizacion corneal normal ya que se pueden realizar y reproducir

infinitamente Ulceras corneales de dimensiones y profundidad exacta.

Epitelio corneal

La re-epitelizacion corneal, luego de una ablacion con excimer laser, en
general lleva aproximadamente de 2 a 4 dias, con un espesor epitelial celular de 2
a 3 células. Estudios realizados con microscopia confocal muestran una
variabilidad en el tamafio celular, irregularidad que aumenta en células epiteliales
superficiales. El epitelio, continla engrosandose durante los siguientes 6 a 18
meses posteriores a la ablacién corneal con excimer laser.2® Estudios estructurales
muestran un epitelio corneal con una variabilidad en su espesor. La hiperplasia
epitelial corneal es uno de los cambios mas vistos en los primeros 3 a 6 meses y
seria uno de los factores responsables de la regresion refractiva en el tratamiento
con excimer laser. También hay variabilidad en la membrana basal epitelial, donde
en ciertas zonas hay una discontinuidad de ésta.** En dichas areas, el epitelio
corneal se proyecta hacia el estroma con el fin de llenar estos defectos
estromales.* En los estudios histolégicos, la membrana basal aparece con una

estructura semejante a la normal.
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En modelos experimentales en animales, se acepta que las estructuras de
adhesion celular entre el epitelio y el estroma corneal estén restauradas entre la
sexta y octava semana posterior a la injuria o lesion corneal. Sin embargo, estas
estructuras de adhesion epitelial pueden presentar anormalidades en los 15 meses
post-laser, si bien hay otros factores que pueden influir en el normal proceso de

cicatrizacion.3®

Capa de Bowman

Luego de una ablacion con excimer laser, es tipico observar la ausencia de
la capa de Bowman en el centro de la lesion. La capa de Bowman no se regenera
luego de ser dafiada y esto sugiere que esta capa no es esencial para la

transparencia corneal, como se evidencia luego de tratamientos con excimer laser.

Estroma

La cicatrizacion estromal corneal esté directamente influenciada por la
interaccion del epitelio y el estroma corneal. Inmediatamente luego de la ablacion
con excimer laser, se produce un edema del estroma corneal. Dentro de las
primeras 24 horas, el proceso de cicatrizacion corneal comienza con la invasion de
células inflamatorias en el estroma corneal desde el film lagrimal y desde la
periferia de la cornea. Fibrina y fibronectina, desde el film lagrimal, actian como
soporte para la adhesion de neutréfilos, macrofagos y linfocitos.  Los niveles de
plasmina en lagrimas se elevan marcadamente y se activa el sistema del factor
activador del plasmindgeno el cual facilita la degradacion, limpieza y reparacion del
colageno y matriz extracelular.4647 El &cido hialurénico (HA) no se encuentra

normalmente en el estroma corneal , pero se ha informado de su presencia luego
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de la ablacion con excimer laser.! La aplicacion exégena de acido hialurénico
promueve la re-epitelizacion y cicatrizacion corneal. 53

Luego de realizar una ablacion con excimer laser, los queratocitos que se
encuentran en las 40 micras anteriores del estroma corneal desaparecen y no se
produce material extracelular.*® Esto se debe, principalmente, al proceso de
apoptosis definido anteriormente. El epitelio libera citoquinas con el fin de activar
los queratocitos estromales. Los queratocitos periféricos comienzan a activarse y
se transforman en una forma fibroblastica que ayuda a la sintesis y depdsito del
nuevo colageno y proteoglicanos.

Tras la ablacion y en los siguientes meses, la hiperplasia epitelial, el
depdsito y remodelado de colageno, dentro de las 10-20 um del centro de ablacion,
sera colageno tipo lll, tipo que no se encuentra normalmente en corneas humanas
y de otros animales. La transparencia corneal depende principalmente del diametro
y espacio correcto de las fibras de colageno. La desorganizacién del colageno
corneal lleva a la formacion de una cicatriz corneal que se manifiesta en la
disminucion de la cantidad y calidad de vision del paciente en el post-operatorio.°
Inicialmente, las nuevas fibras de colageno depositadas son mas gruesas que las
normales debido a la alta concentracion de condroitin sulfato y dermatén sulfato, no
presentando una disposicion paralela. Bajo microscopia de fluorescencia
(dichlorotriazinyl aminofluorescein, DTAF) se puede observar el depésito del nuevo
colageno a medida que transcurre el proceso de cicatrizacion corneal. Otros
componentes de la matriz extracelular pueden contribuir a la formacion de una
cicatriz corneal, cuando éstos son depositados en forma anormal o alterada. Los
glicosaminoglicanos son extremadamente hidrofilos y juegan un rol muy importante

en la regulacion de la hidratacion del tejido corneal, diametro de las fibras de
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colageno y su espaciado. Todos estos factores son claves en la transparencia
corneal normal. Luego de la ablacién con excimer laser, la zona afectada presenta
proteoglicanos de mayor tamafio del normal corneal, como el condroitin sulfato y el
dermatan sulfato, con muy bajo nivel del normalmente presente queratan sulfato.”
Estos proteoglicanos altamente sulfatados, como el dermatan y el condroitin
sulfato, hacen al incremento del contenido de agua en el estroma corneal con una
apariencia vacuolada. Con el tiempo, el remodelado estromal ocurre y se evidencia
una disminucién gradual del colageno tipo Il con un aumento del queratan sulfato
La reabsorcion del coladgeno es un componente clave en la cicatrizacién corneal, y
es llevada a cabo por enzimas proteoliticas reguladas por citoquinas y factores de
crecimiento liberados por las células nativas de la cornea y por células
inflamatorias.5% 52

Con el continuo remodelado y reabsorcion tisular, los fibroblastos y las fibras de
colageno alteradas desaparecen y conforman una estructura similar a la cornea

normal. Con el correr de los meses los queratocitos retornan a su forma normal.>

Membrana de Descemet y endotelio
No se han reportado cambios relevantes en dichas estructuras corneales

luego de una ablacion con excimer laser.

Capitulo Il

Il. a. Proteasas vy remodelado de la matriz extracelular

El término remodelado describe cambios transitorios o permanentes en la
arquitectura tisular que involucra las barreras histolégicas como son las

membranas basales, lamina basal y el estroma intersticial. Este remodelado de la
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matriz extracelular es muy importante en muchos procesos fisiolégicos y
patolégicos. Un factor en comdn en el remodelado tisular, es la produccion y
presencia de altos niveles de actividad proteolitica por células presentes en la

matriz extracelular.

Metaloproteinasas (MMPs)

Partiendo de la base que en el cuerpo humano tenemos mas de 60.000 tipos
diferentes de proteinas, el remodelado y degradacion de éstas debe estar bajo
un estricto equilibrio y control. °° La degradacion de la matriz extracelular (MEC)
es un evento normal del proceso de remodelado fisiol6gico en la morfogénesis
y el crecimiento, como asi también en procesos de cicatrizacion, migracion
celular y angiogenesis. El proceso de cicatrizacion requiere de una degradacion
de la matriz extracelular en forma ordenada, con una migracion celular y la
sintesis de una matriz extracelular provisoria consistente en fibronectina, fibrina
y colageno con el fin de que el remodelado final lleve al tejido comprometido a
la normalidad estructural y funcional. 53 %° La habilidad de las células para
proliferar y migrar en respuesta a factores mitdgenos del tejido conectivo es, en
parte, regulada por los componentes de la matriz extracelular. 5° De esto Ultimo
podemos concluir que la degradacion y remodelado de la MEC es un requisito
esencial para las respuestas de proliferacion y migracion celular. Esta
degradacion esta regulada por células residentes e infiltrativas del tejido
conectivo. En este remodelado extracelular, las diferentes endopeptidasas
(metalo, serina, cisteina, aspartato-proteinasas) han sido implicadas
directamente en numerosos procesos fisioldgicos (cicatrizacion, angiogenesis,

embriogénesis) como asi también en situaciones patoldgicas inflamatorias,
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neoplasicas, etc.®® Las metaloproteinasas, sintetizadas por las células del tejido
conectivo y secretadas al espacio extracelular, poseen la capacidad de
degradar en forma sinérgica la mayoria de los componentes del tejido
extracelular.®! Una comprension completa de los mecanismos que regulan la
expresion de las MMPs y su actividad enzimatica es de gran valor para los
futuros desarrollos de nuevos tratamientos y terapias alternativas de ciertas

enfermedades.

Clasificaciéon de MMPs:

Al presente, las MMPs son reconocidas como miembros de una gran familia de
proteinasas llamadas “Matrixin”. 6% 61 | os méas de veinte miembros de la
subfamilia de las metaloproteinasas han sido clasificados en cinco grupos
tomando como criterio de clasificacion la especificidad a un substrato de la

MEC.

(Figura A)

I. - Colagenasas: MMP-1, MMP-8 y MMP-13;

Il. - Gelatinasas o tipo IV colagenasas: MMP-2 y MMP-9;

. - Estromelisinas: MMP-3, MMP-10, MMP-11, MMP-7;

IV.  — Metaloproteinasas tipo membrana (MT-MMPs): MMP-14, MMP-15, MMP-

16;

V. - Elastasa: MMP-12.

Especificamente, las metaloproteinasas son una familia de endopeptidasas que

se caracterizan por contener zinc (Zn?*) en su estructura molecular, por ser
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secretadas por numerosos tipos celulares y por la capacidad de degradar todos
los componentes (proteinas, proteoglicanos) de la matriz extracelular. * Una
enzima debe cumplir con los siguientes criterios para ser incluida dentro de la
familia de las MMPs. 1) Tener capacidad de hidrolizar una proteina o
proteoglicano del componente extracelular, 2) contener los &tomos de Zn?* o
Ca?* necesarios para su actividad catalitica, 3) ser secretadas o estar inserta
en la membrana en forma latente con posibilidad de ser activada, 4) ser
inhibida por inhibidores endégenos de MMPs, 5) presentar una secuencia y

estructura homologa a la colagenasa intersticial.

Las MMPs presentan diferentes dominios. EI dominio NH.- terminal pro-
peptidico (residuo de 80 aminoéacidos) tiene por funcion mantener el estado de
latencia de la enzima hasta que es activada por un proceso de clivage
proteolitico. La enzima activada contiene al dominio catalitico (residuo de 180
aminoacidos), que se une a los atomos de zinc y calcio, y al dominio terminal

COOH, involucrado en la especificidad al substrato de la MEC. 60 61

A nivel corneal las metaloproteinasas mas estudiadas son las colagenasas, que
incluyen MMP-1y MMP-8. Estas colagenasas estan involucradas en la
degradacion del colageno tipo I, Il, y Ill. El segundo grupo es el de las gelatinasas
el cual incluye la MMP-2 (gelatinasa-A) y MMP-9 (gelatinasa-B).* %2 La MMP-9 es
producida por células epiteliales corneales mientras que la MMP-2 es producida
también por los queratocitos estromales superficiales durante los procesos de
cicatrizacion corneal. Este grupo de gelatinasas es el encargado de degradar
colageno tipo IV, V, VII, X como asi también la fibronectina, la lamininay la

elastina. %525 Finalmente otros grupos de MMPs han sido estudiadas en la
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cicatrizacion corneal, tales como el grupo de las matrisilina y las de tipo

membrana.

Il. b. Factores inhibidores de proteasas.

Las metaloproteinasas son reguladas a diferentes niveles, a nivel de la
expresion de sus genes: Factores de trascripcion esenciales para el inicio de la
transcripcion: AP-1(activating protein 1), PEA-3 (polyoma enhancer A-binding
protein-3) y NF-kB) activacion del zymogeno (forma activa), y la inactivacion por
inhibidotes de proteinasas a nivel MEC. ¢! La mayoria de las células sintetizan muy
poca cantidad de MMPs. La sobre expresion de genes de MMPs resultan en una
destruccion marcada del tejido conectivo, siendo de vital importancia la estrecha
regulacién de dichos genes para el normal mantenimiento de la homeostasis
tisular. Normalmente estos genes no son expresados en forma constitutiva y sus
ARNmM pueden ser inducidos por muchos agentes, tales como hormonas, factores
de crecimiento, citoquinas, estimulos a una herida o lesion, etc. 18 2526 Brevemente,
podemos detallar que las colagenasas son activadas ante IL-1-3, TNF-a, EGF,
bFGF, PDGF vy las gelatinasa B por EGF, IL-1- y TNF-a. EIl TGF- 3 suprime la
liberacion de colagenasa, pero aumenta la de gelatinasa A y B. 25 26,61
Inmediatamente luego de la expresion del ARNm, la enzima es trasladada al
espacio extracelular en su forma de pro-enzima (a excepcion de la neutrofilo
colagenasa que se acumula en los granulos hasta su posterior liberacion). A nivel
extracelular, se produce el clivaje enzimatico del pro-péptido terminal NH2, el cual
desestabiliza la interaccion cisteina-Zn y asi, pasa de su forma latente a su forma
activa, la cual a su vez, se encuentra bajo un control estricto de sus inhibidores

tisulares de MMPs como por ejemplo los (TIMPs). Los TIMPs (TIMP-1, TIMP-2,
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TIMP-3, TIMP-4) se unen fuertemente (unidn no covalente) a cada MMP activada
con una relacion 1:1.

Otros inhibidores o moduladores enddgenos de la expresion de
metaloproteinasas que han sido poco estudiados en patologias oftalmolégicas son:

1- Alfa macroglobulina.

2- Defensinas.

3- Catelicidinas.

4- Inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI).

5- Elafina.

6- Aprotinina
Estos inhibidores o moduladores de proteasas se caracterizan por inhibir la
actividad de ciertas enzimas que degradan la matriz extracelular por medio de una
unién covalente, como lo hace la alfa macro-globulina, o por medio de una
modulacion de la respuesta inflamatoria de las células nativas de los tejidos y de
los leucocitos. A su vez, se caracterizan algunos de ellos por ser polipéptidos
altamente catiénicos capaces de modular las respuestas inflamatorias e

inmunoldgicas de los leucocitos, presentando asi una capacidad antimicrobiana.

Il. c. Degradacion tisular corneal.

El termino “melting” corneal describe la rapida gelatinizacion y licuefaccion del
tejido corneal que ocurre generalmente en casos de extrema ulceracion corneal.
Este proceso de degradacion del colageno por enzimas colageno liticas fue
sospechado en 1968 por Gross y colegas. Numerosos estudios descubrieron a las
células responsables de la secrecidn de estas enzimas, desde leucocitos a células

epiteliales, fibroblastos y otros, si bien esta expresion es determinada por el tejido y
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especie estudiada. Sobre la cicatrizacion corneal se han realizado numerosos
estudios donde se demuestra que muchas de estas metaloproteinasas estan bajo
un control estricto de citoquinas y factores de crecimiento, siendo més estudiados
la IL-1-a, TGF y el TNF-a. La expresion corneal de metaloproteinasas aumenta en
las primeras cuatro semanas luego de un defecto epitelial corneal y luego, en forma
gradual, desciende hasta la semana 10™#, cuando se encuentran los niveles
minimos.

La ulceracion corneal severa es un proceso devastador que responde débilmente a
los tratamientos actuales. Se realizaran estudios en modelos animales previamente
publicados:

1- procesos cicatrizales corneales normales como los que se realizan con excimer
laser en cornea,

2- procesos patoldgicos como los infecciosos / inflamatorios por microorganismos
(Estafilococos aureus, HSV-II). Estos modelos permiten estudiar la expresion y
mecanismo de accion de las proteasas y sus inhibidores naturales, dando lugar de

esta forma, al desarrollo de futuras opciones terapéuticas.

Il. d. Inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI)

El término anglosajon “Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI), se utiliz6 para
definir a esta proteina de 12 kDa de peso molecular cuya Unica funcion conocida
hasta hace unos afos era la de ser secretada por leucocitos para inhibir proteasas
de la matriz extracelular®?. Futuros estudios permitieron demostrar que este
péptido era producido no sélo por células inflamatorias como neutrofilos y
macrofagos, sino también por otros tipos celulares epiteliales y glandulares. Se

demostr6 también su presencia en secreciones bronquiales, nasales, salivales,
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seminales y cervicales como mecanismo de regulacion de proteasas®3%4. Trabajos
de biologia molecular realizados con el péptido SLPI indicaron que su funcion
antiproteasa, como componente protector y modulador de procesos inflamatorios y
degenerativos, residia en el dominio terminal COOH®. Sorprendentemente, los
resultados in vivo e in vitro demostraron que este péptido presentaba una carga
molecular altamente catidnica, descubriendo asi su funcién de péptido
antimicrobiano de amplio espectro (bacterias-hongos-virus) %7, Estos hallazgos
de nuevas funciones del SLPI ante procesos fisioldgicos y patoldgicos de inhibicion
y modulacién de la degradacion tisular, asociadas a la capacidad antimicrobiana
como parte de la inmunidad innata, lo transforman en un importante objeto de

estudio con miras a que se convierta en un futuro agente farmacolégico.

Il.e. Anatomiay fisiologia de la retina y vitreo

La retina recubre el interior de la pared ocular, desde la ora serrata hasta la papila.
En el centro de la retina se encuentra un area de forma circular u oval que mide
aproximadamente 2 x 1.5 mm. Esta zona se denomina Papila y corresponde al
Nervio Optico. Desde la porcién central de la papila emergen los vasos sanguineos
gue llegan a la retina (arteria central de la retina). A unos 17 grados (4.5-5 mm) del
lado temporal de la papila se encuentra una zona también ovoidea, con una
coloracion rojiza, que carece de vasos sanguineos y se denomina févea (area de
mayor vision). Se denomina region central (macula) de la retina a la porcion que se
encuentra alrededor de la févea (unos 6 mm alrededor de la misma). El resto es
retina periférica y llega hasta la zona de la ora serrata (que esta a unos 21 mm
desde el centro de la papila). El didmetro total de la retina es aproximadamente de

42 mm.
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La retina es una estructura fina, transparente que consta de una capa externa

(epitelio pigmentario) y una capa interna ( neurosensorial).

Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

Consiste en una monocapa de células hexagonales que se extiende anteriormente

desde el disco Optico hasta la ora serrata, donde se une con el epitelio pigmentario

del cuerpo ciliar.

Posee multiples funciones:

Interviene en el metabolismo de la vitamina A

Interviene en el mantenimiento de la barrera hemato-retinal externa
Realiza fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores
Absorbe la luz

Produce intercambio de calor

Interviene en la formacion de la lamina basal

Produce la matriz de mucopolisacaridos que rodea los segmentos
externos de los fotorreceptores

Realiza transporte activo dentro y fuera de las células

Estas células estan firmemente adheridas entre si por complejos laterales

intercelulares. Las zonulas occludentes y adherentes proveen estabilidad

estructural y juegan un rol importante en el mantenimiento de la barrera hemato-

retinal externa.

Existen diferencias regionales importantes en el EPR. Las células varian de

tamafio de 10 a 60 um de didmetro. Son mas altas y finas y contienen mayor
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cantidad de melanosomas en el area foveolar, mientras que en la periferia son

bajas, anchas y menos pigmentadas.

Retina neurosensorial

Consta de varias capas de externo a interno:
e Membrana limitante externa
e Capa nuclear externa
e Capa plexiforme externa
e Capa nuclear interna
e Membrana limitante media
e Capa plexiforme interna
e Capa de células ganglionares
e Capa de fibras nerviosas

e Membrana limitante interna

Estad compuesta por elementos neuronales, gliales y vasculares.

Elementos neuronales: la capa de foto-receptores esta formada por células

neuroepiteliales especializadas llamadas conos y bastones. Cada foto-receptor
posee un segmento externo y uno interno. Los segmentos externos, rodeados de
una matriz de muco polisacaridos, tienen contacto con los procesos apicales del
EPR. No existen uniones o conexiones intercelulares entre los fotorreceptores y el
EPR. Se puede evidenciar una mayor concentracion de conos a nivel de la fovea
mientras que de bastones a nivel de la periferia de la retina.

Las células horizontales hacen sinapsis con los conos y bastones y extienden

horizontalmente procesos celulares a traves de la capa plexiforme externa.
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Las células bipolares se orientan verticalmente. Sus dendritas hacen sinapsis tanto
cOon conos como con bastones y sus axones con las células ganglionares y
amacrinas en la capa plexiforme interna.

Los axones de las células ganglionares tienden a estar paralelos a la superficie
interna de la retina para formar la capa de fibras nerviosas y luego sus axones en
el nervio optico.

Los elementos neuronales de mas de 120 millones de bastones y 6 millones de
conos estan interconectados y procesados dentro de la retina neurosensorial antes
de ingresar a las mas de 1 millon de fibras del nervio optico.

Los fotorreceptores son las células que detectan el estimulo luminico, las deméas
células realizan el proceso de la sefial. Los fotorreceptores contienen en su
segmento externo proteinas llamadas pigmentos visuales, los mismos son los
encargados de absorber la luz para que de esta manera comience la excitacion
visual. Una vez iniciado este proceso el resto de las neuronas retinales genera 'y
conduce sefiales bioeléctricas a través de sus membranas para de esta forma
transmitirlo al cerebro por medio del nervio optico.

Elementos gliales: las células de Muller, se extienden verticalmente desde la

membrana limitante externa hasta la membrana limitante interna. Su ndcleo esta
localizado en la capa nuclear interna. Estas células proveen soporte estructural y
nutricional junto con los otros elementos gliales: astrocitos, microglia y
oligodendrocitos.

Elementos vasculares: la porcion interna de la retina esta irrigada por ramas de la

arteria central de la retina. En el 30% de los ojos también es irrigada en parte por la

arteria cilioretinal.
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Los vasos sanguineos retinales son anélogos a los del cerebro ya que son
responsables del mantenimiento de la barrera hemato-retinal interna. Esta barrera
fisiolégica es una capa simple de células endoteliales no fenestradas con uniones
firmes.

Los vasos sanguineos retinales no se extienden mas alla de la membrana limitante

media.

H. Vitreo
La cavidad vitrea ocupa las cuartas quintas partes del volumen ocular. El humor
vitreo es un gel transparente que juega un rol importante en el metabolismo de los
tejidos intraoculares ya que provee el pasaje de metabolitos usados por el
cristalino, el cuerpo ciliar y la retina. El mismo pesa 4 grs y su volumen es cercano
a los 4 ml. Consiste en 99% agua. Su viscosidad es dos veces la del agua ya que
posee mucopolisacaridos, principalmente acido hialurénico.
A nivel ultra estructural se han identificado: células (hialocitos) y finas fibras de
colageno. El vitreo se adhiere a la retina periféricamente a nivel de la base del
vitreo. La base anterior del vitreo se extiende 2 mm anterior a la ora serrata
mientras que la base posterior lo hace a 4 mm posterior a la ora serrata. Existen
adherencias adicionales a nivel del margen del disco 6ptico, en la region perifoveal
y sobre la capsula posterior del cristalino.
Tiene dos funciones basicas:

¢ Sirve de medio transparente ocupando el mayor volumen del globo

ocular
e Absorbe y redistribuye las fuerzas aplicadas a los tejidos que rodean

el globo ocular
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Capitulo 1l

[ll. a. Hipotesis de Trabajo
Los Inhibidores naturales endégenos de proteasas son mecanismos
reguladores esenciales de la degradacion tisular de la cornea y de otros
tejidos oculares. El presente trabajo de tesis doctoral determinara la
presencia y rol del “inhibidor de proteasas secretado por leucocitos” en tejido
corneal y otras estructuras oculares normales, como asi también su

asociacion a procesos infamatorios e infecciosos del ojo.

Objetivos

Los objetivos de este proyecto de tesis son los siguientes:

e Investigar si el inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI) esta
presente en el tejido corneal normal y en las estructuras oculares.

e Tratar de establecer la localizacion tisular ocular y tiempo de expresion del
inhibidor de proteasas secretado por leucocitos en diferentes modelos
experimentales con animales.

e Estudiar la presencia del SLPI en relacion con el remodelado cicatrizal de
la matriz extracelular de la cornea y otras estructuras intra oculares, como
asi también su expresion en relacion a procesos inflamatorios e

infecciosos del ojo.
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[ll. b. Materiales y métodos
Disefio metodoldgico

Poblacién en estudio

En el trabajo de tesis se realizaron cuatro modelos experimentales con animales a
través de los cuales se analizaron los procesos de cicatrizacion normal y los
procesos inflamatorios e infecciosos oculares mas frecuentes en la clinica

oftalmoldgica, los cuales fueron distribuidos de acuerdo al desarrollo de la tesis.

a- Modelo de cicatrizacion corneal normal post Excimer laser
b- Modelo de queratitis infecciosa por Herpes Simples Virus
c- Modelo de queratitis infecciosa por Estafilococos Aureus.

d- Modelo de Endoftalmitis por Estafilococos Aureus

Criterios de inclusioén

Manejo de los animales:

Los estudios realizados se rigieron por la “declaracion para el uso de animales en la
investigacion oftalmolégica de la asociacion para la investigacion en vision y
oftalmologia de los EEUU (ARVO) y por las guias de uso y cuidados de animales de
laboratorio de la Universidad Johns Hopkins y del Consejo Nacional de

Investigacion de los EEUU. 6870

Los animales utilizados en esta tesis doctoral son ratas cepas Lewis obtenidas de la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina, con un peso por animal de 200 ~ 250
gramos, hembras y machos. Los animales fueron ubicados en el bioterio de la
Fundacion VER, Coérdoba, Argentina, especialmente acondicionado para el

desarrollo de los modelos experimentales con animales de investigacion.
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Los animales se subdividieron en cajas individuales, expuestas al aire ambiental y
alimentadas con alimento balanceado y agua, bajo iluminacion a concentracion de
121.:12° de 200 lux, respetando el ritmo circadiano del animal. Durante el desarrollo
de la tesis, los animales fueron monitoreados diariamente por personal
especializado proporcionandoles agua y alimento bajo los protocolos de regulacion

de aporte de agua, dieta y requerimientos nutricionales del animal. 7% 72

Se formaron cuatro (4) subgrupos de reproduccién en una proporcion de cuatro
hembras por macho. Brevemente, cada rata hembra reproductora tiene un periodo
de gestacion de entre 20 y 24 dias, con un promedio de 10 crias viables al término

de cada gestacion y una capacidad de ocho reproducciones anuales.

Estos animales reproductores y sus posteriores crias (aisladas del animal
reproductor macho) fueron monitoreados diariamente por personal especializado
con el fin de aportarles los requerimientos nutricios necesarios para el normal
desarrollo, controlando una vez a la semana el normal aumento de peso de los
animales hasta que llegaron al peso ideal para ser incluidos en los grupos

experimentales definitivos en forma randomizada. 3

La anestesia, analgesia y cuidados del animal se realizaron en base a publicaciones

previas y protocolos estandarizados internacionalmente. 7478

Brevemente, cada procedimiento quirirgico se realizo con material quirdrgico estéril
(caja de cirugia experimental) acompafiado de materiales descartables y bolsas de

residuos patolégicos especificamente dispuestos para investigacion.

La anestesia y analgesia del animal se realizo con una inyeccion intramuscular de
0.5 ml/kg del peso corporal a una mezcla de 1:1 de 100 mg/ml ketamina y 20 mg/ml

xylazina. Previo al procedimiento quirurgico, se le aplico a cada ojo del animal una
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gota de anestesia tdpica (proparacaina 0.5%, Anestalcon, Alcon Labs.) y al finalizar

se aplico una gota de un anti inflamatorioy analgésico tépico (ketorolac T.)

Todos los animales fueron monitoreados en los periodos post quirdrgicos a fin de
evaluar estrés o sufrimiento del animal en forma anormal a los protocolos

internacionales. 7

Los animales fueron sacrificados por medio de una sobredosis de barbitiricos evitando
cualquier signo de sufrimiento o estrés animal. Esta intervencion se realizo en el tiempo

convenido en material y métodos detallados en cada modelo experimental.

Criterios de exclusion

Los animales que durante el desarrollo de los modelos experimentales presentaron
signos de estrés y sufrimiento significativos (Tabla criterios de exclusion) asociados
a la presencia de signos de enfermedad sistémica o local, previa o a posterior del
inicio del modelo experimental y no relacionado a la investigacion en curso, fueron
excluidos de la poblacion en estudio para su tratamiento especifico por personal

idéneo.

Tabla: Criterios de exclusion animal por sufrimiento y estrés

Disminucion del consumo de agua y alimento

Perdida de peso (mayor o igual al 20 %, comparacion con poblacion en estudio)
Auto mutilacion

Auto aislamiento

Aumento de la frecuencia respiratoria
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Respiracion con boca abierta

Rechinar los dientes

Agresion y mordeduras

Disminucion o aumento de los movimientos
Posicion anormal

Rigidez o flacidez muscular

Signos de deshidratacion, diarrea

Temblor

Supuracién o signos infecciosos locales / sistémicos

Modelos animales experimentales

a. Modelo de cicatrizacion corneal normal.

Luego de realizada la anestesia general mas la aplicacion adicional de anestesia
topica (proparacaina 0.5%, Anestalcon, Alcon, USA) en el ojo derecho, se realiz

un defecto epitelial corneal de 2 milimetros de didmetro y 150 micras de

profundidad con un excimer laser (LaserSight 200). Finalizado el procedimiento, se

aplicé una gota de antibi6tico tépico por Unica vez a fin de evitar sobre infeccion
local (eritromicina, Oftalmolets, Alcon, USA) y se situd el animal en el grupo
correspondiente al estudio experimental. Los animales fueron evaluados
diariamente y en su totalidad a fin de documentar la evolucion del estudio
experimental. Una vez llegado al tiempo de sacrificio, los animales fueron
sacrificados segun el protocolo y los ojos en estudio se fijaron en medio de
conservacion para la realizacion de estudios patoldgicos, inmunopatologicos e

histoquimicos.

43



Victor E. Reviglio

b. Modelo experimental de queratitis por Herpes Simple Virus Tipo |I.

Luego de realizada la anestesia general y aplicada la anestesia tdpica, se realizé
en el ojo derecho de cada animal el defecto epitelial con una aguja 25G. Cinco
microlitros de 2.5 x 104 PFU de HSV tipo | fueron aplicados en el fondo de saco de
cada animal del grupo experimental. El grupo control sélo recibié solucion salina
estéril. La severidad de la queratitis se evalu6 durante los 14 dias de la inoculacion,
momento en que se presentd una reaccion inflamatoria significativa,
neovascularizacion de la cornea y del segmento anterior del ojo con posibilidad de

perforacién ocular.

c. Modelo experimental de queratitis por S. Aureus.

Inicialmente, cepas bacterianas de S. Aureus fueron procesadas por técnicas de
microbiologia (Universidad Nacional de Cérdoba, Departamento de bioquimica
clinica, Facultad de Ciencias Quimicas) donde este microorganismo, previamente
tipificado, se cultivé en placas de agar sangre. Posteriormente, se sub-cultivo en
“tryptic soy broth” para la obtencién de la cepa especifica en estudio. El cultivo fue
centrifugado y resuspendido en solucién salina estéril para ser subdividido en tubos
de Eppendorf (Fremont, CA) para su conservacion a —80°C y posterior aplicacion al
momento del estudio.

En sintesis, en las corneas derechas de cada rata en estudio, fueron creadas
Ulceras epiteliales corneales con una aguja 27G y luego se les aplicé 50 microlitros
de una suspension de 85 CFU de Staphylococcus A. en el fondo de saco del ojo.
Luego del procedimiento, los animales fueron ubicados y rotulados en subgrupos

hasta la recuperacién de la anestesia.
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d. Modelo experimental de Endoftalmitis por S. Aureus.

El procedimiento de cultivo, tipificacion y suspension bacteriana fue similar al
utilizado para el modelo animal de queratitis por Staphylococcus A.

Brevemente, luego de realizada la anestesia general, se aplicé una gota de
anestesia topica en el ojo derecho de cada animal a estudiar, y se procedio a
realizar una paracentesis (jeringa y aguja de tuberculina) previa a la inyeccion
intravitrea a fin de evitar el aumento elevado de la presion intraocular posterior a la
inoculacién. El procedimiento de inoculacion intravitrea se realizé por pars-plana
del ojo utilizando una jeringa Hamilton de 50 microlitros. La solucién inyectada tiene
una concentracion final de 65 CFU/50ul. En forma adicional, se realiz6 un cultivo

en agar sangre de 50ul de la misma suspension bacteriana utilizada.

Se utilizé solucion salina estéril (BSS), sobre el segundo grupo en estudio, con el
fin de evaluar la expresion intraocular del SLPI luego de una inyeccion intraocular
de 50 pl. Los ojos control (ojos izquierdos) no recibieron inoculacién alguna. Luego
del procedimiento, los animales fueron ubicados y rotulados en subgrupos hasta la

recuperacion de la anestesia.

e. Estudio histopatoldgico de tejidos oculares.

Luego de la extraccion, los ojos se colocaron en una solucién de paraformaldeido al
4% durante toda la noche en 4° C y luego se los procesé para el parafinado. Se
realizaron cortes de unos 4 a 5 um y se tifieron con hematoxilina eosina.

Con algunos anticuerpos, fue necesario el uso de tejidos procesados por
congelacion, por lo que en el momento de enucleacion de los ojos de los animales

fue necesario embeberlos en una solucion de OCT y se los congel6 a -80° C. Mas
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tarde, sobre ellos se realizaron cortes 10 um con criostato para poder realizar las

tinciones.
Metodologia general para el procesado de las muestras

Laboratorios utilizados para el desarrollo de la tesis doctoral:

a- Estudio histopatoldgico de los ojos e inmunohistoguimica.

Los estudios histopatolégicos fueron realizados y procesados en el laboratorio de
patologia, Facultad de Medicina, Universidad Catdlica de Cérdoba y en el
laboratorio de investigaciones oculares, departamento de patologia de la Facultad

de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

b- Andlisis de Western Blot

Los estudios de Western blots fueron realizados en el laboratorio del Dr. Hugo D.
Lujan, Instituto Mercedes y Martin Ferreira, UNCOR, INIMEC -CONICET, en el
laboratorio de investigaciones oculares, departamento de patologia de la Facultad
de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina y en el laboratorio de
enfermedades externas e infecciosas oculares, The Wilmer Eye Institute, Johns

Hopkins University, Baltimore, EEUU.

c- Microbiologia

Los estudios de microbiologia y aportes de los microorganismos utilizados durante
la tesis doctoral fueron aportados por el Laboratorio 119, Departamento de
Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de

Cordoba.
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d- Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron luego de obtener los valores finales de todas las
muestras estudiadas en cada grupo experimental. Las formulas estadisticas aplicadas
fueron seleccionadas de acuerdo al nUmero de muestras en estudio (n= numero de ratas
analizadas, ojos derechos e izquierdos), a la comparacion entre los diferentes grupos y

sub. grupos en estudio y los tiempos de expresion de los valores en anlisis.

e- Estudio Histopatoldgico

Los métodos utilizados en los procesos de ablacion, extraccion, fijacion, montaje y
procesado de los tejidos como asi también estudios histopatoldgicos,
inmunohistoquimicos y de biologia molecular se basaron en los protocolos de
publicaciones internacionales previas del autor Victor E. Reviglio y de los laboratorios de
biologia molecular del Wilmer Eye Institute de la Universidad y Hospital “The Johns
Hopkins”, Baltimore, MD, USA, lugar donde el autor Victor E. Reviglio desarrollé durante
el periodo 1999-2001 un post grado en investigacion en oftalmologia.&-83

Brevemente, los ojos enucleados se procesaron para la ablacién del anillo esclero
corneal y se conservaron inicialmente en formalina neutra al 10%. El tejido ablacionado
se proceso en diferentes concentraciones crecientes de alcohol para ser embebido en
parafina para su posterior estudio histolégico. Los cortes en parafina se realizaron a un
promedio de 4 a 6 um (micrémetros). Los cortes efectuados, adecuadamente
individualizados (nombre del protocolo y nUmero de muestra), se tifieron posteriormente
con hematoxilina eosina y se efectuaron inmunotinciones con los anticuerpos

correspondientes.

47



Victor E. Reviglio

Los tejidos analizados por Western blot fueron homogenizados segun técnicas
previamente publicadas. Muestras de cornea, vitreo y retina fueron recolectadas bajo
microscopio de diseccion y homogenizadas por separado en una solucion buffer fosfato
(PBS Dulbecco’s; Invitrogen-Gibco/BRL, Paisley, UK) y luego centrifugadas a 12.000 g
por 30 minutos. Tras lo cual se rotularon y depositaron a -80 © C para su posterior

utilizacion.

f- Técnicas de Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunotincion fueron realizadas utilizando el método del complejo
avidina-biotina-peroxidasa. Los cortes de parafina montados en portaobjetos
especiales para inmunotincion fueron incubados con peréxido de hidrogeno — metanol
al 0.6% y luego del bloqueo de la actividad peroxidasa endégena con suero de cabra
al 10%. El anticuerpo primario consistié en un anticuerpo policlonal anti cabra “goat
anti-SLPI “de las empresas (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USAy de R&D
system, USA) a una dilucion de 1/100. Este anticuerpo fue aplicado en los cortes
histolégicos e incubados a temperatura ambiente por una hora. A posteriori, fue
lavado con TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaClL), y se utiliz6 un anticuerpo
secundario biotinizado conejo anti-cabra “biotin-labeled rabbit anti-goat IgG” del
laboratorio Vector (Burlingame, CA, USA). Finalmente, luego de la incubacion con el
complejo avidina-biotina-peroxidasa del laboratorio Vector (Burlingame, CA), los
portaobjetos fueron procesados con 3,3' diaminobenzidina. Los cortes histologicos
seleccionados como controles fueron incubados sin el anticuerpo primario y se aplicd

suero anti-cabra (normal goat serum). Todas las muestras fueron procesadas en

paralelo para evitar variaciones de las que fueron objeto de estudio, fueron analizadas

para la intensidad de tincion por un especialista patélogo.
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g- Western Blot

Los niveles de expresion del SLPI de las muestras procesadas fueron analizados por
la técnica de Western Blot. Los blots fueron realizados utilizando los mismos
anticuerpos primarios que se usaron en las inmunotinciones. Se utilizé un marcador
de peso molecular para localizar las bandas de SLPI de 12 kDa y como marcador
positivo se utilizd suero de un modelo de sepsis por staphylococcus aureus en las
ratas. Brevemente, se utilizaron 15 microlitros de cada homogenato y se los corrié
electroforeticamente, bajo condiciones reductoras y no reductoras, a temperatura
ambiente, usando el método Laemmli. Las muestras fueron corridas en geles
(polyacrylamide SDS gel) a diferentes concentraciones (10-15%) a 100 voltios por 2
horas, y luego transferidas a membranas (de Bio-Rad Richmond, CA). Las
membranas luego fueron expuestas a un buffer bloqueador a temperatura ambiente
(PBS, 0.05% Tween 20, 0.5% non-fat dry milk) por una hora aproximadamente. Las
aplicaciones de los anticuerpos, el primario y el secundario, fueron de una hora en
cada caso respectivamente. Luego de tres lavados TBS-T (TBS, 0.05% Tween-20),
las membranas fueron incubadas en una solucién luminiscente (Amersham Life

Science, Arlington Heights, IL) proceso seguido de la exposicion al film radiografico.

h- Analisis estadistico

Los resultados de los estudios de Western blots fueron analizados individualmente
por densitometria posterior al escaneado del film (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
CA). Cada uno de los experimentos fue realizado en duplicado a fin de corroborar los
resultados. El método estadistico utilizado sobre los estudios, muestras y resultados

fue el de Mann Whitney. Los valores menores de p= 0.05 fueron considerados
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estadisticamente significativos al compararse los resultados de cada uno de los

grupos en estudio.

Resultados

Grupo control:

Los ojos normales de animales sin patologia presente fueron procesados por
técnicas de histologia (n=10 ratas) e Inmunohistoquimica (n=10 ratas). Estas
muestras revelaron una ausencia de expresion del SLPI en las estructuras oculares
estudiadas.

A nivel de segmento anterior del 0jo, los cortes histologicos de la cornea
expusieron una falta de expresion del SLPI en todo el tejido como el del epitelio, el
estroma y el endotelio corneal. Asimismo, tanto el estudio del cristalino como el de
las estructuras zonulares y del &ngulo esclero corneal demostraron no expresar el
SLPI en condiciones normales (Figura 1). Coincidentemente con los resultados
histolégicos de cornea y segmento anterior, el tejido neuro-retinal no expreso
tincion positiva para el SLPI (Figura 2 a-c).Llamativamente, se detect6 una
expresion positiva del SLPI en los vasos sanguineos, como los presentes en la
retina y coroides confirmados por inmunotincion del endotelio vascular (Figura 2 d).
Los estudios de andlisis cuantitativos de Western Bot., demostraron una ausencia
de expresion del SLPI en vitreo normales, pero fueron ligeramente positivos en las
muestras de tejido corneal y retinal. Esto resulta de una insuficiente capacidad de
inmuno-marcacion significativa con los anticuerpos utilizados (comercialmente
disponibles) en los cortes histologicos en parafina para detectar una expresion
basal del SLPIy a su vez se explica por la asociacién de vasos sanguineos

incluidos en el proceso de los homogenatos retinales. La figura 3 a, muestra la
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expresion basal del SLPI corneal en las lineas de bandas 1 a 3 del Western blot,
comparadas a la fuerte expresion positiva del SLPI en la banda numero 4 de una
muestra del grupo de queratitis bacteriana. Notese, que la expresion del SLPI de
homogenatos de vitreos normales es negativa en todas la lineas de bandas del
Western blot (Figura 3b). Finalmente, la expresion del SLPI en homogenatos
retinales normales fue débilmente positiva como lo muestran las bandas de la

figura 3 c.

Cicatrizacion corneal post excimer laser:

Los animales estudiados en las primeras 24 horas posteriores a la ablaciéon corneal
con excimer laser (n=10) mostraron en los cortes histolégicos un defecto epitelial
corneal claramente evidente (Figura 4). Se observo con la hematoxilina eosina,
células inflamatorias adyacentes al area de ablacién y el lecho estromal corneal
ulcerado (Figura 4). La inmunotincién con SLPI demostré una expresion positiva en
el &rea involucrada de la cornea, principalmente en el epitelio corneal dafiado y el
estroma adyacente. Se evidencio que la expresion del SLPI fue sélo a nivel del
estroma superficial y no en la profundidad del estroma junto al endotelio corneal
(Figura 5).

Los cortes histolégicos de 48 horas (n=10) de evolucién revelaron un epitelio
cicatrizal con una mayor respuesta inflamatoria. Esto se asocio a una expresion
mas uniforme del SLPI en el epitelio corneal y estroma involucrado, presentando
una diferencia estadistica significativa entre los ojos tratados a las 24 y 48 horas
comparados a los controles. (Tabla E).

La cuantificacion de los Western blots demostro en forma semejante a la

inmunotincién una expresion aumentada de SLPI en tejido corneal a las 24 horas
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(n=10) y a las 48 horas (n=10) posteriores a la ablacion corneal, existiendo
significancia estadistica al andlisis comparativo entre el tejido cicatrizal y el corneal
normal (Figura 6).

Esta significancia se mantuvo estable a las 24 y 48 horas posteriores a la ablacion,
y demostré una activa expresion del SLPI en procesos cicatrizales corneales

(Gréficos 0, P).

Queratitis bacteriana por S. aureus:

Luego de la inoculacion de las cepas de S. aureus en el estroma corneal, se obtuvo
una reaccion inflamatoria e infecciosa a las 24 horas en todas las muestras
analizadas. Se observo, en su histologia, un infiltrado inflamatorio provocado
principalmente por neutrofilos y asociado a una alteracion de la arquitectura normal
de epitelio corneal y estroma (Figura 7). La inmunotincion (n=20) expuso una
marcacion positiva para el SLPI, fundamentalmente en epitelio corneal y estroma
superficial comprometido. Esta tincion fue destacadamente intensa al progresar la
infeccién en el tejido corneal, indicando una regulacion positiva del SLPI al avance
del proceso inflamatorio — infeccioso (Figura 8 a, b). En los estudios de Western
blot (n=20), las bandas de expresion del SLPI fueron fuertemente positivas en las
lineas 1,2 (queratitis bacteriana de 24 horas de evolucion) y en las lineas 4,5
respectivamente (48 horas de evolucion), comparadas con la linea numero 3 de un
homogenato corneal normal (Figura 9). Los resultados de los analisis cuantitativos
de inmunohistoquimica y Western blot demostraron una expresion positiva
significativa del SLPI ante el proceso inflamatorio — infeccioso corneal, comparado

al tejido corneal normal. (Tabla C, Graficos M, N).
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Queratitis viral por Herpes simple tipo |

El examen histoldgico de las muestras (14 dias post inoculacién) de las corneas
infectadas con HSV tipo | (h=20), demostraron una intensa reaccion inflamatoria de
todo el tejido corneal con un infiltrado leucocitario, principalmente linfocitos-
neutrofilos (Figura 10). Debido a la gran reaccion inflamatoria y degradacion del
tejido corneal, se demostro por inmunotincion, una expresion intensa del SLPI con
desorganizacion del coladgeno corneal involucrado (Figura 11 a). El tejido corneal
estromal se evidencio invadido por neovasos sanguineos llegando en algunos
casos a la perforacién corneal y degradacion tisular avanzada, mostrando una

intensa y uniforme expresion del SLPI en el tejido comprometido.

Endoftalmitis bacteriana por S. aureus:

El andlisis de los cortes histolégicos (n=16) y homogenatos (n=16) de los animales
inoculados con cepas de S. aureus demostr6 una expresion significativa del SLPI
ante el avance del proceso inflamatorio — infeccioso. Si observamos las
inmunotinciones de las primeras horas post inyeccion intravitrea, se evidencia un
infiltrado inflamatorio inicialmente en el polo posterior del ojo, vitreo y retina
adyacentes sin que se comprometan estructuras titulares del segmento anterior del
ojo (Figura 12 a, b). Asi, el tejido corneal y del iris se presentan libres de infiltrado
inflamatorio con una tincién negativa para el SLPI (Figura 13 a, b).

Por el contrario, el avance de la infeccion bacteriana muestra un incremento de la
reaccion inflamatoria tisular con desorganizacion de las estructuras intraoculares,
principalmente del tejido retinal. Cabe mencionar que, en los casos en que el

proceso inflamatorio se extendid a otras estructuras oculares, la expresion tisular
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del SLPI fue positiva, como por ejemplo a nivel del nervio optico (Figura 14 ¢) y
estructuras retinales adyacentes (Figura 14 a, b).

La fuerte expresion del SLPI a la inmunotincion y a la cuantificacion por Western
blot fue directamente relacionada a la reaccion inflamatoria e infecciosa intraocular.
Las bandas de expresion del SLPI en vitreo del grupo inoculado con S. aureus
fueron estadisticamente significativas a las 24 y 48 horas de evolucion en
comparacion con el grupo control y el grupo BSS (Figura 15 a-d).

A diferencia de lo que ocurri6 a las 24 horas iniciales de la inoculacion, el
compromiso inflamatorio del segmento anterior del 0jo, a las 48 horas, demostré
una expresion positiva del SLPI en camara anterior del ojo y del tejido corneal
involucrado, como resultado del proceso de endoftalmitis avanzado (Figura 16 a-c).
Los resultados de inmunotincion (n=16) y Western blots (n=16) del grupo inyectado
con solucién fisiologica estéril (BSS), demostraron una tincion histolégica negativa
del SLPI en todos los cortes realizados con una falta de reaccion inflamatoria
intraocular. Confirmando estos resultados, los homogenatos indicaron una falta de
expresion del SLPI, similar a los del grupo control de ojos normales. Se realizaron
comparaciones estadisticas entre todos los grupos en estudio, que pusieron en
evidencia una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo S. aureus vs.
los grupos BSS y control (Tablas a, b y los Graficos a-l).

Detalles andlisis estadistico:

Se realiz6 el estudio estadistico de las inmunotinciones y homogenatos de las
muestras analizadas de los diferentes grupos en estudio.

Los resultados sefialados con * indican diferencia estadistica significativa entre los
grupos en estudio y el control normal. Tablas A — E: Inmunotincion para SLPI

Graficos A — Q: Western blots para SLPI
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Discusion
La localizacion anatémica de la cornea, conjuntiva y el segmento anterior del ojo
determinan un rol protagoénico en el sistema de barrera y defensa ocular. La
inmunidad innata del ojo se conforma como un complejo sistema bioldgico que
protege al individuo de numerosos agentes patdgenos y de procesos de
destruccion celular. Avances en la inmunologia, particularmente en la ocular, han
contribuido a comprender y tratar numerosas patologias de la cornea y superficie
ocular. La respuesta inmune y la inflamacion no sélo destruye el patégeno invasor,
sino también puede producir un dafio en los tejidos que lo rodean. Por lo tanto,
muchos mecanismos reguladores como son las citoquinas, factores de crecimiento,
proteasas y sus inhibidores enddgenos estan involucrados en la regulacion y
modificacion de la respuesta inflamatoria a fin de causar el minimo dafio al
huésped.8
Anatémicamente la cornea es una estructura avascular, carente de sistema linfatico
y de macréfagos en la region central. Desarrollos en técnicas de biologia molecular
han permitido revelar la capacidad de las células corneales residentes (epitelio y
gueratocito) para defenderse, por si mismas, de factores agresores externos de
numerosas formas.®® La capacidad de las células nativas, residentes en la cornea,
de secretar péptidos antimicrobianos y antiproteasas ante el estimulo de citoquinas
producidas por células del sistema inmune, han sido extensamente estudiadas.®
El preciso control de estos mecanismos es crucial para el mantenimiento de la
integridad tisular corneal, y su disfuncién resulta en una destruccion y remodelado
anormal del tejido ocular con una pérdida de la funcion y agudeza visual. En la
ultima década, numerosos trabajos cientificos se esforzaron en comprender los

mecanismos de accidn de péptidos enddgenos, capaces de presentar propiedades
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antimicrobianas como efectores de la inmunidad innata del huésped y a la vez, de
ser inhibidores de proteasas como parte del mecanismo de remodelado tisular.8’
Dentro de los péptidos mencionados, se encuentran las defensinas, catelidicinas y
el inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI). Este ultimo mencionado,
denominado por las siglas “SLPI”, es una proteina no glicosilada de bajo peso
molecular (12 kDa) y altamente catidnica que originalmente se aislo del epitelio de
la mucosa respiratoria.?2 Molecularmente el SLPI estd compuesto por dos dominios
que le otorgan diferentes mecanismos de accion, el terminal antiproteasa “COOH”
y el terminal antimicrobiano “NH".8° El SLPI tiene por lo tanto funciones
antimicrobianas de amplio espectro recibiendo la denominacion “péptido tipo
defensina” y funciones reguladoras de la inflamacion por su actividad
antiproteasa.®® En la actualidad, no se han descrito reportes del SLPI en procesos
inflamatorios o infecciosos oculares. De nuestro conocimiento, éste es el primer
estudio en localizar el SLPI en estructuras oculares relacionado a procesos
inflamatorios e infecciosos asociados. En base a previos reportes de otros trabajos
de investigacion y basados en los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis
doctoral, el SLPI estaria respondiendo como mecanismo regulador de la inmunidad
innata del ojo, promoviendo la erradicacion del microorganismo invasor y
protegiendo de la destruccion tisular asociada al proceso inflamatorio.®* La
deteccion de la expresion del SLPI en los estudios de inmunohistoquimica y
Western blots de muestras oculares analizadas de procesos inflamatorios e
infecciosos, corroboran previos reportes en otros tejidos extra oculares, en los
cuales el SLPI actia como factor modulador de la cicatrizacion e inmunidad innata

del huésped.®?
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En el estudio de la cicatrizacion corneal normal, una clara regulacion positiva se
observo en el proceso inflamatorio cicatrizal asociado al defecto epitelial corneal
post excimer laser. El SLPI se localiz6 a la inmunotincion preferentemente en el
epitelio corneal y estroma superficial, y no se hall6é en las zonas no comprometidas
de la cornea. Esto confirma que al iniciarse el proceso cicatrizal se produce una
regulacién positiva del SLPI como factor modulador del remodelado tisular corneal,
y que su expresion positiva persiste aun hasta las 48 horas de iniciado el proceso
cicatrizal. Por el contrario, en el andlisis de las muestras oculares normales del
grupo control, se observd una inmunotincion negativa para el SLPI con los
anticuerpos utilizados, tanto en muestras del segmento anterior del ojo como el
tejido corneal y humor acuoso, como asi también en polo posterior, conformado
por el humor vitreo y el tejido neuro-retinal. Los estudios cuantitativos de Western
blot confirmaron los resultados histoldgicos, presentando una expresion negativa
del SLPI en los homogenatos de muestras vitreas de ojos normales y una débil
expresion basal en cornea y retina normal; a diferencia de una alta expresion en los
grupos experimentales asociados a procesos inflamatorios. La actividad del SLPI
en situaciones inflamatorias como en la cicatrizacion corneal post excimer laser, se
localizé en el area comprometida y aumentd en forma paralela al proceso cicatrizal
como lo demuestran las inmunotinciones y Western blots. Cuando se analizaron
los grupos experimentales infecciosos, queratitis por herpes simple tipo | y por S.
aureus, la respuesta inflamatoria fue mayor y llegé a comprometer estructuras
anexas al inicio del proceso infeccioso. La expresion del SLPI fue claramente
positiva en todas las estructuras oculares comprometidas. Cuando el proceso

infeccioso viral o bacteriano se desarrollé en cornea, al inicio se localizé el SLPI en

of



Victor E. Reviglio

la superficie corneal epitelial y estromal. Con el avance del proceso inflamatorio e
infeccioso, el SLPI se expreso en forma uniforme en todo el tejido corneal.

Asi mismo, al realizar el andlisis del grupo infeccioso de endoftalmitis por S. aureus,
patologia inflamatoria e infecciosa intra ocular, demostro que, inicialmente en las
primeras 24 horas de evolucion, el proceso inflamatorio e infeccioso se localiz6 en
el polo posterior del ojo (retina y vitreo), sin comprometer el humor acuoso u otras
estructuras oculares del segmento anterior. Con la inmunotincién se evidencié una
tincion positiva so6lo en retina y vitreo comprometidos, y una tincién negativa en las
estructuras anatémicas del segmento anterior del ojo. Con la evolucion de la
endoftalmitis, los controles con lampara de hendidura en los animales de 48 horas
de evolucion, revelaron un compromiso significativo inflamatorio del globo ocular
infectado. Esto se confirmé en los cortes histoldgicos, donde el proceso inflamatorio
e infeccioso comprometié las estructuras oculares del segmento anterior del ojo,
como cornea y humor acuoso, que se mostraron positivas a la tincion para el SLPI.
El proceso infeccioso a las 48 horas de evolucion, resultd en una desorganizacion
y necrosis marcada de la estructura retinal, con un infiltrado inflamatorio vitreo y
retinal evidente. Asi mismo, el andlisis histoldgico de los globos oculares
infectados demostro que el SLPI se expresé positivamente en estructuras oculares
anexas como el tejido conectivo y el nervio éptico, comprometidas por el proceso
inflamatorio avanzado.

Contrariamente, los resultados histolégicos y de Western blots de los ojos
inoculados con solucion salina estéril (BSS) intra vitrea, demostraron no presentar
reaccion inflamatoria de los tejidos intra oculares, mostrando una falta de expresion
del SLPI en los tejidos analizados, y asi confirmando la regulacién positiva de la

expresion del SLPI ante procesos inflamatorios o infecciosos.
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Por lo tanto, basados en el conocido rol del SLPI como péptido antimicrobiano y
antiproteasa, los resultados obtenidos en el presente trabajo, demuestran una
capacidad de regulacién y expresion activa asociada a procesos inflamatorios e
infecciosos oculares. Futuros estudios de investigacion, fundados en complejas
técnicas de biologia molecular y genética, demostraran las mdltiples vias de
regulacion del SLPI en el mecanismo modulador de la cicatrizacion y defensa
innata del ojo. Estudios actuales demuestran su futura aplicacion terapéutica como
agente protector modulador de la inflamacion y remodelado tisular, desarrollando
sinergia como antimicrobiano de amplio espectro.

Podemos concluir que el hallazgo del SLPI en las estructuras oculares abre
numerosas vias de investigacion clinica y basica en la oftalmologia. Futuros
trabajos con péptidos naturales enddgenos formaran parte de nuevas estrategias
terapéuticas en modulacion de la cicatrizacion, inflamacion y terapia

antimicrobiana, como llave de la defensa innata del huésped.

Conclusion

Los nuevos avances cientificos en biologia molecular crean la necesidad de una
actualizacion permanente en la oftalmologia con el fin de comprender y resolver los
problemas biomédicos de forma multidisciplinaria.

Los Inhibidores naturales endégenos de proteasas son mecanismos reguladores
esenciales de la degradacion de la matriz extracelular de la cornea y de otros
tejidos oculares. El termino “inhibidor de proteasas secretado por leucocitos”
(SLPI), se utilizé para definir a una proteina de bajo peso molecular cuya funcion
conocida es la de ser secretada principalmente por leucocitos y otras células no

inflamatorias para inhibir proteasas de la matriz extracelular. Ademas, los
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resultados in vivo e in vitro demostraron que este péptido presentaba una carga
molecular altamente catidnica, descubriendo asi su funcién de péptido
antimicrobiano de amplio espectro (bacterias-hongos-virus).

En el presente estudio, los andlisis inmunohistoquimicos de la muestras oculares
normales, mostraron una falta de expresion significativa del SLPI en condiciones
normales, presentando solo en los Western blots de los homogenatos de cornea 'y
retina una débil expresion basal del SLPI.

Por el contrario, los estudios de inmunohistoquimica de los grupos experimentales
demostraron la presencia y expresion fuertemente positiva del SLPI en procesos
cicatrizales, inflamatorios e infecciosos oculares. Los andlisis estadisticos de los
resultados confirmé la expresién positiva del SLPI en los procesos patolégicos
oculares, mostrando una diferencia estadisticamente significativa en los estudios
comparativos realizados entre el grupo control y los grupos experimentales. La
expresion del SLPI fue claramente positiva en todas las estructuras oculares
comprometidas del segmento anterior y posterior del ojo con procesos inflamatorios
o infecciosos. A partir del conocido rol del SLPI como péptido antimicrobiano y
antiproteasa tisular y de los resultados aqui presentes, se expone la existencia de
una regulacion positiva de su expresion en los tejidos oculares, principalmente
asociados a procesos inflamatorios e infecciosos como parte de los mecanismos

reguladores enddgenos.
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TABLAS

Tabla A

Victor E. Reviglio

Expresion del SLPI en Tejidos Oculares

Resultados de Técnica de Inmunotincion Histoldgica

24 Horas 48 Horas
Grupo Experimental
Endoftalmitis
*%
Cormea OD 2/8 6/8 p< 0.05
Ol 0/8 0/8 ns
Vitreo OD 8/8 8/8 p< 0.05
Ol 0/8 0/8 ns
*% *%
Retina oD 8/8 8/8 p< 0.05
Ol 0/8 0/8 ns

Resultados obtenidos por valoracion de observador enmascarado, se determino el total de
inmunotinciones positivas de cada grupo experimental.

Inmunotincion positiva / total de ojos estudiados.

** Diferencia estadisticamente significativa comparando ojos tratados OD vs. ojos control

Ol. (p< 0.05 analisis Test de Fisher’s).

ns: no diferencia estadistica
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Tabla B

Expresion del SLPI en Tejidos Oculares

Resultados de Técnica de Inmunotincién Histologica

24 Horas 48 Horas
Grupo Experimental
BSS
oD 0/8 0/8 ns
Cornea
Ol 0/8 0/8 ns
Vitreo oD 0/8 0/8 ns
Ol 0/8 0/8 ns
Retina oD 0/8 0/8 ns
Ol 0/8 0/8 ns

Resultados obtenidos por valoracion de observador enmascarado, se determino el total de
inmunotinciones positivas de cada grupo experimental.
Inmunotincion positiva / total de ojos estudiados.

** Diferencia estadisticamente significativa comparando ojos tratados OD (BSS) vs. 0jos
control Ol. (p< 0.05 andlisis Test de Fisher’s)
ns: no diferencia estadistica.
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Tabla C

Expresion del SLPI en Tejidos Oculares

Resultados de Técnica de Inmunotincion Histoldgica

24 Horas 48 Horas
Grupo Experimental
Queratitis S. aureus
oD 10/10** 10/10** p< 0.05
Cornea
Ol 1/10 0/10 ns

Resultados obtenidos por valoracién de observador enmascarado, se determino el total de
inmunotinciones positivas de cada grupo experimental.
Inmunotincion positiva / total de ojos estudiados.

** Diferencia estadisticamente significativa comparando ojos tratados OD vs. 0jos control

Ol. (p< 0.05 andlisis Test de Fisher’s).
ns: no diferencia estadistica
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Tabla D

Expresion del SLPI en Tejidos Oculares

Resultados de Técnica de Inmunotincion Histologica

14 Dias
Grupo Experimental
Queratitis HSV
Comea oD 10/10 p< 0.05
Ol 0/10 ns

Resultados obtenidos por valoracién de observador enmascarado, se determino el total de

inmunotinciones positivas de cada grupo experimental.
Inmunotincion positiva / total de ojos estudiados.

** Diferencia estadisticamente significativa comparando ojos tratados OD vs. 0jos control
Ol. (p< 0.05 andlisis Test de Fisher’s).
ns: no diferencia estadistica
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Tabla E

Expresion del SLPI en Tejidos Oculares

Resultados de Técnica de Inmunotincion Histologica

24 Horas 48 Horas
Grupo Experimental
PRK
OD 10/10** 10/10** p< 0.05
Cornea
Ol 0/10 1/10 ns

Resultados obtenidos por valoracién de observador enmascarado, se determino el total de
inmunotinciones positivas de cada grupo experimental.
Inmunotincién positiva / total de ojos estudiados.

** Diferencia estadisticamente significativa comparando ojos tratados OD vs. 0jos control

Ol. (p< 0.05 andlisis Test de Fisher’s).
ns: no diferencia estadistica
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ANEXO lI
GRAFICOS

Resultados Densitometria Western Blots

Gréfico A:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Analisis muestra: Cornea endoftalmitis vs. Control 24 horas

Comparacién cornea endoftalmitis versus Control

89,01

6675 - Valor relativo Grupo  x £DS
Comea Densitometria Endoftalmitis ~ 31.81 +
n==8 51.99
450 - p: 0.0001 Control 1.40 £1.47
n=8
225
0,00 )
B Endoftaimits
B cool

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en cornea en endoftalmitis es significativamente mayor que en control
(p = 0.0001).
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Grafico B:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Analisis muestra: Vitreo vs. Control 24 horas

Comparacion vitreo endoftalmitis versus control

188,09 - Grupo X + DS
Valor relativo Endoftalmitis 179.37 +
o Densitometria n==8 7.92
) ’ Control .10 +0.
Vitreo p: 0.0001 o 0.10+0.28
0404
47,02
0,00 — .
B Endoftaimits
. Control

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en vitreo en endoftalmitis es significativamente mayor que en control
(p = 0.0001).
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Gréfico C:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Andlisis muestra: Retina vs. Control 24 Horas

Comparacion retina endoftalmitis versus control

19936 -
Valor relativo Grupo X+ DS

14952 1 Densitometria Endoftalmitis  195.77+
Retin n=8 3.26

99,68 - p: 0.0001 Control  11.22+2.94

n=38
4984
000 .

B Endoftaimitis

. Control

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en retina en endoftalmitis es significativamente mayor que en control
(p = 0.0001).
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Gréfico D:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Andlisis muestra: Endoftalmitis versus BBS 24 horas

Cornea Endoftalmitis OD vs. BSS OD

Comparacién cornea endoftalmitis versus BBS

89,01 -

—_— Valor relativo —
Densitometria Grupo _ X + DS
66,75 - Endoftalmitis  31.81 +
Comn p: 0.0001 n=_8 51.99
o BBS 0.83+0.46
4450 i
2225 |
0,00

B Endoftaimitis

B sss

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en cornea en endoftalmitis es significativamente mayor que en BBS
(p = 0.0001).
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Gréfico E:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Andlisis muestra: Endoftalmitis versus BBS 24 horas

Vitreo Endoftalmitis OD vs. BSS OD

Comparacion vitreo endoftalmitis versus BBS

188,09 Valor_relativg
Densitometria
: Grupo X + DS
b p-0.0001 Endoftalmitis  179.37 +
Vitreo n=8 292
94,041 BBS 0.10 +0.26
n=38
47,02+
0,00 .

B Endoftaimitis

B Bss

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en vitreo en endoftalmitis es significativamente mayor que en BBS
(p = 0.0001).
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Grafico F:

Grupo Experimental
Endoftalmitis

Analisis muestra: Endoftalmitis versus BBS 24 horas

Retina Endoftalmitis OD vs. BSS OD

Comparacion retina endoftalmitis versus BBS

199,36 -

Valor relativo Grupo X+ DS
Densitometria Endoffalmms 195.77 +
149,52 n=28 3.26
; p: 0.0001 BBS 9.90+3.04
Retina n=8
99,68 -
4984 -
0,00 .

B Endoftalmitis

B sss

Se efectud un test no parametrico de Mann Whitney dando como resultado que el
promedio en retina en endoftalmitis es significativamente mayor que en BBS
(p = 0.0001).
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Grafico G:

Analisis muestra: BSS versus Control 24 horas

Cornea OD BSS vs. Control OD

Comparacion cornea BBS y control

187 - .
Valor relativo Grupo X = DS
Densitometria BBS 0.82 +0.46
140 - n=8
Cornea p-0.46 Control  0.85+0.92
093 - n=8
047 -
0,00 1

. BSS
. Control

No existen diferencias significativas entre los promedios de cornea de BBS y
control (p = 0.46).
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Grafico H:
Andlisis muestra: BSS versus Control 24 horas

Vitreo OD BSS vs. Control OD

Comparacidn de vitreo entre BBS y control

1,00 -

Valor relativo —
Densitometria Grupo X + DS

075 BBS 0.24 +£0.42
p=0.40 n=8

Vitreo Control 0.00 £ 0.00

050 n=8

025

0,00 , ,

B sBss
. Control

No existen diferencias significativas entre los promedios de vitreo de BBS y control
(p = 0.40).
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Gréfico I:

Analisis muestra: BSS versus Control 24 horas

Retina OD BSS vs. Control OD

Comparacion retina BBS y control

1325 -
Valor relativo
Densitometria
994 -
Retin p=0.46
6,62
331
0,00 .

B Bss
. Control

Victor E. Reviglio

Grupo X + DS
BBS 0.14 +0.30
n=8

Control 0.11+£1.00
n=38

No existen diferencias significativas entre los promedios de retina de BBS y control

(p =0.46).
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Analisis muestra: Diferencia en densitometria Endoftalmitis entre las 24y 48

horas

Cornea Endoftalmitis OD

Comea

151,82+

113,86

75,91

37,95

Comparacion cornea de 24 a 48 horas

Valor relativo
Densitometria

p: 0.005

0,00

[ 24horas [ 48horas |

Grupo X + DS

24 horas 3181+
n=8 51.99

48 horas 78.00 +
n=38 67.11

El promedio de densitometria en cornea a las 48 horas es significativamente
superior al promedio a las 24 horas (p = 0.005).
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Grafico K:
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Analisis muestra: Diferencia en densitometria Endoftalmitis entre las 24 y 48

horas

Vitreo Endoftalmitis OD

198,40
148,80 -
Control

99,20

49,60

Comparacién vitreo de 24 a 48 horas

Valor relativo
Densitometria

p =0.007

0,00

[ 24horas [l 48horas |

Grupo X + DS
24 horas 179.37 +
n=8 7.92
48 horas 191.66 +
n=8 6.12

El promedio de densitometria en vitreo a las 48 horas es significativamente
superior al promedio a las 24 horas (p = 0.007).
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Grafico L:
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Analisis muestra: Diferencia en densitometria Endoftalmitis entre las 24 y 48

horas

Retina Endoftalmitis OD

Comparacién retina de 24 a 48 horas

199,801 Valor relativo
Densitometria
148,80 - p = 0.007
Control
99,20
49,60+
0,00 1

[ 24horas [l 48horas |

Grupo X + DS
24 horas 195.77 +
n=8 3.26
48 horas 199.29 +
n=8 0.95

El promedio de densitometria en retina a las 48 horas no es significativamente

superior al promedio a las 24 horas (p = 0.007).
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Grafico M:

Modelo de Queratitis S. Aureus 24 horas
Analisis muestra: Diferencia en densitometria de Tejido Corneal

Ojo derecho (inoculacion Bacteria) versus ojo izquierdo (Epitelio intacto, control)

Comparacion queratitis ojo derecho versus ojo izquierdo

154,53 - Valor relativo Grupo X + DS
Densitometria Ojo 13433 +
11590 derecho 18.36
:0.0001 _
Comnea P n—llO
7726 - _ O_JO 1.16 +0.41
izquierdo
n=10
3863
0,00 .

‘. Ojo derecho

El promedio de densitometria en cornea en ojo derecho es significativamente
superior al promedio del ojo izquierdo (p = 0.0001).
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Grafico N:
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Modelo de Queratitis S. Aureus 48 horas

Analisis muestra: Diferencia en densitometria de Tejido Corneal

Ojo derecho (inoculacion Bacteria) versus ojo izquierdo (Epitelio intacto, control)

Comparacion queratitis ojo derecho versus ojo izquierdo

19922 - Valor relativo
Densitometria Grupo % + DS
11590 | 0: 0.0001 Ojo 191.52 +
Comea ) derecho 5.22

77,26 n=.10

Ojo 0.99+0.64

izquierdo
3863 - n=10
0,00 = )

B Ojo derecho
[ Oioizquierdo

El promedio de densitometria en cornea en ojo derecho es significativamente
superior al promedio del ojo izquierdo (p = 0.0001).
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Gréafico O:

Modelo de Ablacion epitelial con Excimer LASER (PRK) alas 24 horas
Analisis muestra: Diferencia en densitometria de Tejido Corneal

Ojo derecho (Defecto epitelial) versus ojo izquierdo (Epitelio intacto)

Comparacién PRK cornea ojo derecho e izquierdo

197,13 -
Valor relativo
Densitometri X
. t_erE)SI 8818 ila Grt_Jpo X = DS
p-U. Ojo 176.50 +
Cornea Derecho 18.75
98,56 n=10
Ojo 1.14 £0.47
izquierdo
4928 n=10
0,00 .

B Ojo derecho
B Ojoizquierdo

El promedio de densitometria en cornea en ojo derecho es significativamente
superior al promedio del ojo izquierdo (p = 0.0001).
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Gréfico P:
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Modelo de Ablacion epitelial con Excimer LASER (PRK) alas 48 horas
Analisis muestra: Diferencia en densitometria de Tejido Corneal

Ojo derecho (Defecto epitelial) versus ojo izquierdo (Epitelio intacto)

Comparacién PRK cornea ojo derecho e izquierdo

19045 -
Valor relativo
Densitometria
147,84~ Grupo X + DS
Comea p:0.0001 Ojo 183.93 +
9856 Derecho 0.33
n=10
Ojo 1.14 £0.15
49,28 - izquierdo
n=10
0,00 e .

B Ojo derecho
B Ojoizquierdo

El promedio de densitometria en cornea en ojo derecho es significativamente
superior al promedio del ojo izquierdo (p = 0.0001).
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Grafico Q:

Modelo de Queratitis Hepética (HSV I) a los 14 dias
Analisis muestra: Diferencia en densitometria de Tejido Corneal

Ojo derecho (Inoculacion epitelial HSV 1) versus ojo izquierdo (Control intacto)

Comparacién cornea ojo derecho e izquierdo

o Gru_po X =+ DS
Ojo 191.86 +
Valor relativo derecho 0.12
14784 Densitometria n=15
Ojo 1.23 +£0.63
C . o
omezs . p: 0.0001 izquierdo
=T n=15
49,28 -
0,00 o )

B Ojo derecho
B Ojoizquierdo

El promedio de densitometria en cornea en ojo derecho es significativamente
superior al promedio del ojo izquierdo (p = 0.0001).
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ANEXO I
FIGURAS
Figura A

Estructura proteica de las MMPs
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ORIGINALIDAD DEL TRABAJO.

El trabajo de tesis doctoral aqui expuesto se basa en el estudio de los inhibidores
enddgenos de proteasas, en especial de proteasas de la matriz extra celular
asociados a procesos fisioldgicos cicatrizales y patologicos de la cornea y el ojo. Se
estudié en modelos experimentales en animales de laboratorio. Se realizd un
estudio de la presencia del inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI)
en tejidos oculares normales y patologicos por medio de técnicas de
inmunohistoquimica y biologia molecular. El inhibidores de proteasas secretado por
leucocitos (SLPI), estudiado y los respectivos modelos animales y estudios de
laboratorio que se realizaron en esta tesis doctoral son de carécter original.
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