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RESUMEN

PROPOSITO: Evaluar los efectos de la administracion intraestromal de Bevacizumab

(Avastin) en un modelo de neovascularizacion corneal en conejos.

METODOS: 10 conejos albinos (neozelandeses) con peso promedio 2.500 gr anestesiados
con inyeccion intramuscular de ketamina 10 mg/Kg peso y topica (Hidroclorato de
Proparacaina 0.5%). Se colocaron 3 suturas con seda 7/0 a nivel de estroma corneal en
cuadrante temporal superior en ambos ojos. Cuantificamos la formacién de neovasos
teniendo como referencia el tamafio de la sutura. Se evalu6 los modelos experimentales en
lampara de hendidura en diferentes tiempos: antes de la induccion de la neovascularizacion,
a los 3 dias, a los 7 dias, a los 14 dias y a los 19 dias cuando se colocé en Bevacizumab
intraestromal: 0.1 ml (25mg/ml) en el ojo derecho, quedando el ojo izquierdo como control;
y se evaluaron a los 7, 16 y 22 dias post inyeccion. En éste ultimo dia se realizo la

enucleacion de ambos ojos que fueron llevados a anatomia patologica para ser evaluadas.

RESULTADOS: Del total de 8 conejos: 8 ojos derechos (casos) y 8 ojos izquierdos
(controles) se obtuvo una media de 4.75 en nimero de neovasos corneales con una
desviacion estandar de 2.76, en comparacion con los casos controles cuya media fue 9.25
con una desviacion estandar de 3.99, datos estadisticamente significativos. En cuanto a la
profundidad, 100% de los casos mostraron vasos superficiales mientras que 100% de los
controles se hallaron en el estroma corneal profundo. En cuanto a la longitud del neovaso
mas largo se obtuvo una media de 1.18mm con una desviacion de 0.70 versus una media de
2mm con 1.16 de desviacion media, resultado que no resulto significativo. Otros datos tales
como la hiperemia y el edema corneal no mostraron diferencias estadisticamente

significativas por lo que no fueron relevantes para nuestro estudio
CONCLUSIONES: En nuestro modelo de neovascularizacion corneal el Bevacizumab
(Avastin) intraestromal redujo significativamente en numero y la profundidad de los

neovasos corneales

Palabras Claves: Neovascularizacion corneal, Bevacizumab, Inhibidores de angiogénesis



INTRODUCCION

La cornea mantiene su avascularidad como resultado de un balance entre factores
angiogénicos y antiangiogénicos. Se cree que bajo condiciones basales, bajos niveles de
factores angiogénicos y altos niveles de factores antiangiogénicos mantienen la cornea
desprovista de vasos sanguineos y linfaticos. El rompimiento de esta hemostasia puede
producir condiciones patologicas produciendo neovascularizacion corneal |y

consecuentemente pérdida de transparencia corneal y de la proteccion inmune.(1, 2)

o

Figura 1. Neovascularizacion Corneal

Aunque varios compuestos han sido identificados como inhibidores en modelos
experimentales y clinicos de neovascularizacion corneal que incluyen esteroides,
antinflamatorios no esteroideos, heparina, ciclosporina, metrotexate y talidomida; los
esteroides han permanecido como el principal tratamiento en la practica médica de la
neovascularizacion corneal y del rechazo de transplante corneal. Sin embargo los esteroides
no son siempre efectivos y traen consigo muchos efectos adversos tales como glaucoma,
infecciones y formacion de cataratas (3). Es asi como se esta buscando otras formas de

inhibicion de la neovascularizacion y basandose en la fisiopatologia de la inhibicion de



VEGF por agentes anti- VEGF ha demostrado ser efectivos enlenteciendo o inhibiendo el

crecimiento de los neovasos corneales (4, 5).

El mejor entendimiento de la fisiopatologia de la angiogénesis ha permitido el desarrollo de
compuestos activos que puedan interrumpir la cascada angiogénica. Identificando como el
principal, pero no el unico responsable estd el VEGF, tal es asi que las investigaciones
fueron orientadas a disefiar drogas dirigidas a bloquear su accion con diferentes estrategias.
Actualmente se encuentran disponibles en el mercado mundial medicamentos como el
Pegabtanib, Ranibizumab y Bevacizumab. Los dos primeros aprobados para su uso
oftalmologico y respaldados por ensayos clinicos. Estos actuan uniéndose a todas la
isoformas de VEGF o a alguna de ellas para evitar su accion con el receptor. Otras drogas
en fase de investigacion son el VEGF- trap, los agentes pequefios de interferencia con ARN
del VEGF (siRNA) y agentes contra otros dos mediadores de la angiogénesis como la

ruboxistaurina que bloquea la PKC beta.(6, 7).
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Figura 2: Receptores de los principales Antiangiogénicos



El Bevacizumab, AVASTIN, es un anticuerpo monoclonal completo que inhibe todas las
isoformas de Factor de crecimiento vascular endotelial mediante su uniéon a dos puntos del
mismo, producido por tecnologia de ADN en células ovaricas de hamsters chinos. Se une al
factor de crecimiento vascular VEGF, inhibiendo asi la union de este a sus receptores
VEGFR 1 y VEGFR 2, situados en las superficies de las células endoteliales. Al neutralizar

la actividad biologica del VEGF se reduce la vascularizacion (4).
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Figura 2: Anti-VEGF uniéndose a receptores de

células endoteliales.

El Bevacizumab fue ideado inicialmente para uso oncoldgico. La FDA ha autorizado el uso
del Bevacizumab como anticancerigeno para tratar el cancer de colon rectal metastatico, sin
tratamiento previo, ya que aumenta considerablemente la supervivencia de dichos pacientes
pero aun no ha sido autorizada para su uso oftalmologico (8). Sin embargo los resultados de

un estudio piloto realizado por un equipo de la Bascon Palmer Eye Institute, de la



Universidad de Miami (USA), demostraron que la administracion por via intravenosa del
Avastin mejoraba la agudeza visual al reducir el escape de los vasos sanguineos anormales,
bloqueando el factor de crecimiento endotelial . Administrandose como inyeccion
intravitrea reduce las complicaciones sistémicas. En pacientes con retinopatia diabetica
proliferativa un inyeccion intravitrea induce a una rapida regresion de la neovascularizacion
de la retina y del iris . Si los pacientes necesitan intervencion quirirgica una inyeccion de
bevacizumab antes de la vitrectomia reduce las potenciales fugas. El farmaco es capaz de
penetrar la fovea recomendandose que se inyecte 3 a 10 dias antes de la cirugia ( 9, 10, 11,

12, 13).

El destacado rol del VEGF en la fisiopatologia de la neovascularizacién corneal ha sido
demostrado en modelos animales de neovascularizaciéon corneal tanto en queratitis por
herpes simple como en botones corneales humanos. Ademas anti VEGF al parecer mediante
su proteina de RNA ha demostrado reducir la neovascularizacion corneal y mejorar la

supervivencia de los transplantes corneales en modelos animales.( 14, 15, 16, 17).

Estudios experimentales publicados por la asociacion europea para la vision concluyen
que Bevacizumab topico como sistémico inhibian la inflamaciéon mediada por angiogénesis

y linfangiogénesis en la cornea.(14, 18).

El epitelio corneano proporciona una barrera inicial a la penetracion de farmacos y
electrolitos hidrosolubles por su naturaleza lipofilica y sus estrechas uniones a base de
desmosomas intercelulares, lo que limita la absorcion de sustancias ionizadas hidréfilas. El
estroma corneano con su naturaleza hidrofila actiia como barrera para farmacos en solventes
lipidicos, que son los que mejor penetran el epitelio (19). En esta forma vemos que existe
cierta dificultad para que un medicamento actlie en forma completa en el estroma profundo,
ya que si es hidrofilico no penetra el epitelio y si es liposoluble no se difunde en el estroma.
Si le agregamos a lo anterior la falta de vascularizacion de la coérnea que impide que
substancias usadas por via parenteral o subconjuntival circulen libremente dentro del

estroma.

De la experiencia que se ha obtenido con la inyeccion de aire en el estroma corneano para
facilitar la diseccion en las queratoplastias lamelares, se aprendié que substancias inyectadas

intraestromalmente se difunden facilmente, y tienden a desaparecer (2). Asi mismo hay



experiencia con la aplicacion de corticoides inyectados directamente en el estroma de la
cornea a dosis minimas como cristales de deposito en el tratamiento del rechazo al

transplante corneano. (19).

Es asi como surge la idea de crear un modelo experimental de neovascularizacion corneal
que nos permitiera evaluar los efectos del Bevacizumab intraestromal, modelo que fuera
accesible y que nos permitiera cuantificar nuestros resultados. A pesar de los inconvenientes
que encontramos para la realizacion del estudio, puesto que la investigacion basada en
modelos animales es poco usada en nuestro pais por nuestros bajos recursos, pudimos
sobrepasar nuestras expectativas realizando por primera vez un trabajo de investigacion

propiamente dicho de cirugia experimental en nuestro Hospital.

MATERIAL Y METODOS



Se presenta un estudio experimental doble ciego consistente en la induccion de
neovascularizacion corneal en ojos de conejo mediante la colocacion de suturas
intraestromales, medicion de la neovascularizacion y posterior evaluacion de la inhibicion

de neovasos con Avastin

La muestra incluy6 10 conejos machos albinos( neozelandeses ) con peso promedio 2.500
gr, previa evaluacion oftalmologica con linterna habiéndose descartado alguna patologia
ocular, obtenidos de la Universidad Agraria de La Molina, donde fueron criados
exclusivamente para nuestro estudio; siendo llevados al ambiente de cirugia experimental
(ambiente de animales menores) del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins y
distribuyéndolos en tres jaulas de metal amplias contando con adecuada ventilacion,

iluminacion, y cuidado por personal entrenado de la institucion. Los experimentos fueron

llevados a cabo de acuerdo a las normas de la Asociacion para la investigacion en Vision y

Oftalmologia (ARVO) (20).
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Figura 4: Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Edgardo Rebagliati ESSALU



Figura 5: Especimenes de Investigacion en Ambiente para Animales Menores de

Cirugia Experimental del del Hospital Rebagliati

Por las similitudes que existen entre el ojo de conejo y el humano y la facilidad de

manipulacion se escogio a este animal como modelo

Para el estudio se tomaron los 20 ojos de dichos especimenes. En ambos ojos se realizo el
modelo de neovascularizacion corneal para luego tomar el ojo derecho para la
administracion de Avastin y el ojo izquierdo como control.

Durante el estudio fallecieron 2 especimenes, los que fueron excluidos del estudio, por lo

que a partir de ahora hablaremos de 8 conejos; dicho hecho no modificé nuestro estudio.

Variables del Estudio

Independiente
- Peso

Dependiente

- Longitud de neovaso de mayor longitud

- Numero de neovasos en cuadrante temporal superior
- Profundidad de los neovasos

- Edema corneal

- Hiperemia conjuntival



Las variables longitud de neovaso, edema ¢ hiperemia se evaluaron en lampara de hendidura
Las variables nimero de neovasos y profundidad de neovasos se evaluaron con patologia
El peso en gramos de los conejos no fue significativo ya que fueron muy similares.

Modelo neovascularizacion corneal:

Cada animal fue anestesiado con inyeccion intramuscular de ketamina 10 mg/Kg peso y
topica (Hidroclorato de Proparacaina 0.5%). Colocandose 3 suturas con seda 7/0 a nivel de
estroma corneal en cuadrante temporal superior desde el limbo de aproximadamente 3mm

y en ambos 0jos bajo microscopio.

/

Figura 6: Esquema de Colocacion de Suturas

Intraestromales Ojo Izquierdo

Figura 7: Ojo de conejo con blefarostato



Figura 8: Ojo con suturas
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Figura 9: Capas de la Cornea y lugar de aplicacion de la

inyeccion en el estroma corneal



Cuantificacion de la Neovascularizacion:

Cuantificamos la formacion de neovasos midiendo el neovaso mas largo con un compas y
teniendo como referencia el tamafio de la sutura, el nimero de neovasos y la profundidad
de neovasos.

Se evalud los modelos experimentales en lampara de hendidura por dos observadores en
diferentes tiempos antes de la induccion de la neovascularizacion, a los 3 dias, |a los 7 dias,
a los 14 dias y a los 19 dias cuando se coloc6 en Bevacizumab intraestromal: 0.1 ml
(25mg/ml) en el ojo derecho, quedando el ojo izquierdo como control; y a los 7y 16 dias
post Avastin y a los 22 dias cuando se realiz6 la enucleacion de ambos ojos que fueron
llevados al Laboratorio de Anatomia Patologica del Instituto Nacional de Oftalmologia

(INO), para ser evaluados.

Técnica de infiltracion intralesional de Bevacizumab:

La inyeccion se realizd bajo microscopio

Bevacizumab 0.1ml (25mg/ml) preparado en una jeringa de insulina con aguja 27G.

Se coloca previamente anestesia topica con Proparacaina al 0.5% e inyeccion intramuscular
de ketamina 10 mg/Kg peso

Bevacizumab inyectado en el estroma corneal cerca de los neovasos. Se dio una inclinacion

de 45° a la aguja para comodidad del operador tal como se muestra en las ilustraciones.

Después de la inyeccion se aplica antibiotico topico

w_.
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Figura 10: Bevacizumab Intraestromal 0.1ml (25 mg/ml)

Penetrando el epitelio y por debajo de la capa de Bowman dentro del estroma



Técnica de Enucleacion de los ojos en estudio:

Al dia 22 post inyeccion se realizo la eutanasia de los animales en estudio utilizando una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico bajo anestesia produciéndose un paro
cardiorrespiratorio.

Se enuclean los dos ojos en estudio con la técnica habitual: Peritomia en 360°, se
individualizan rectos y se seccionan desde su insercion anterior pasando a seccionar por
ultimo el nervio optico.

Los ojos fueron fijados con formaldehido al 10% por 24 horas y luego procesados para su
tincion con hematoxilina-cosina y PAS

Las secciones fueron examinadas dividiendo la cornea en dos mitades y evaluadas segun el

numero de neovasos y profundidad de neovasos bajo microscopio

Analisis Estadistico:

El andlisis se realizo con el programa SPSS version 16.00. Todas las variables cuantitativas
fueron examinadas con la prueba de Kolmogorov-Smirnow para evaluar su distribucion con
respuesta a la media, usada en estudios con muestras pequefias. Las variables cuantitativas
se expresan como media y desviacion estandar si tuvieran distribucion normal., o mediante
mediana y rango intercuartilico si no tuvieran esta distribucion. En funcion a ello, para la
comparacion de los grupos se emplearon las pruebas T de Student y U de Mann Whitney.
Las variables cualitativas se expresan en porcentajes, pudiendo haberse originado en
variables cuantitativas. Las diferencias entre grupos se efectuaron mediante la prueba de
Chi cuadrado.

Para todos los casos se escogio un nivel de significancia estadistica menor del 5% como

significativo.

RESULTADOS



Del total de 8 conejos : 8 ojos derechos (casos) y 8 ojos izquierdos (controles) se obtuvo
que el Bevacizumab (Avastin) redujo significativamente el nimero de neovasos corneales,
encontrandose mas superficiales comparados con los casos control, dichas variables

tomadas de los resultados anatomopatoldgicos.

Asi obtuvimos una media de 4.75 en nimero de neovasos corneales con una desviacion
estandar de 2.76, en comparacion con los casos controles cuya media fue 9.25 con una
desviacion estandar de 3.99, datos que fueron valorados con T de Student obteniéndose una

diferencia estadisticamente significativa ( p< 0.05)

En cuanto a la profundidad 100% de los casos mostraron vasos superficiales mientras que
100% de los controles se hallaron en el estroma corneal profundo; para lo que se dividio
previamente el estroma corneal en 50% estroma superficial y 50% estroma profundo. Esta
variable se valord con test de Chi cuadrado siendo estadisticamente significativo

(p >0.005)

Profundidad” Casos Controles
100% 0
Superficial
0 100%
Profundo

Chi cuadrado: 16.50 p<0.005
Tabla 1: Analisis de Profundidad de Neovasos

Casos Controles
Numero de vasos : media (DS) 4.75 (2.76) 9.25 (3.99)*

*T de Student: -2.622, p<0.05
Tabla 2: Analisis de Numero de Neovasos

ANATOMIA PATOLOGICA




Figura 11: Corte Histologico de Cornea Normal de Conejo con Hematoxilina Eosina de
estudio piloto (sin suturas)

CONEJO 1:



Figura 12: Con Avastin

Figura 13: Sin Avastin

CONEJO 2:



Figura 14: Con Avastin

Figura 15: Sin Avastin

CONEJO 3:



Figura 16: Con Avastin

Figura 17: Sin Avastin

CONEJO 4:



Figura 18: Con Avastin

Figura 19: Sin Avastin

CONEJO 5:



Figura 20: Con Avastin

Figura 21: Sin Avastin

CONEJO 6:



Figura 22: Con Avastin

Figura 23: Sin Avastin

CONEJO 7:



Figura 24: Con Avastin

Figura 25: Sin Avastin



CONEJO 8:

Figura 26: Con Avastin

Figura 27: Con Avastin
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En cuanto a la longitud del neovaso mas largo se obtuvo una media de 1.18mm con una
desviacion de 0.70 versus una media de 2mm con 1.16 de desviacion media, resultado que
no resulto significativo.

Casos Controles
Longitud de vasos : media (DS) 1.18 (0.70) 2 (1.16)"

*T de Student: -1.688, p NS
Tabla 4: Analisis de la Longitud del neovaso mas largo

Otros datos tales como la hiperemia y el edema corneal no mostraron diferencias
estadisticamente significativas por lo que no fueron relevantes para nuestro estudio

Edema™* Casos Controles
Leve 100% 87.5%
Moderado 0 0

Severo 0 12.5%

* Chi cuadrado: 0.00 p NS
Tabla 5: Analisis del Edema Corneal

Hiperemia ™ Casos Controles
Leve 100% 87.5%
Moderada 0 12.5%
Severa 0 0%

* Chi cuadrado: 1.067 p NS
Tabla 6: Analisis del la Hiperemia Conjuntival



DISCUSION

Ciclosporina A y esteroides topicos han sido las principales drogas disponibles para la
inhibicion de angiogénesis. Corticosteroides reducen la inflamacion y la infiltracion de
leucocitos produciendo inhibicion. Ciclosporina A inhibe cicloxigenasa (COX-2) y la

activacion y proliferacion de células T.(3)

Sin embargo los mecanismos indirectos de estos dos inmunomoduladores tienen efecto
limitado, los esteroides no son siempre efectivos y traen consigo muchos efectos adversos
tales como glaucoma, infecciones y formacion de cataratas. Es asi como se estd buscando
otras formas de inhibicion de la neovascularizacion corneal y se ha demostrado que dos de
los principales factores que intervienen en el mecanismo de antiangiogénesis corneal son el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el Factor activador de Plaquetas
(PAF). Basandose en la fisiopatologia de la inhibiciéon de VEGF por agentes anti- VEGF
se realizan hoy en dia numerosos estudios que tratan de demostrar la eficacia de estos

antiangiogénicos en neovascularizacion en oftalmologia.(4, 6, 7)

La terapia  antiangiogénica puede ser dividida en tres  categorias:
Angiostatico/Antiangiogénico que detienen el crecimiento de nuevos vasos (los
angiogénicos clasicos), Angioregresiva con regresion de vasos patologicos y angioclusivo

como oclusor temporal de vasos usualmente como prequirtrgico.(18)

Bevacizumab, es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado completo que inhibe
todas las isoformas de Factor de crecimiento vascular endotelial mediante su union a dos
puntos del mismo. Se une al factor de crecimiento vascular VEGF, inhibiendo asi la union
de este a sus receptores VEGFR 1y VEGFR 2, situados en las superficies de las células
endoteliales. Al neutralizar la actividad bioldgica del VEGF se reduce la vascularizacion de
los tumores, y por lo tanto se inhibe el crecimiento del tumor. Bevacizumab fue aprobado
por la FDA en el 2004 como tratamiento de primera linea en pacientes con cancer colorectal
metastatico y en la actualidad es usado en el tratamiento de formas de neovascularizacion

relacionadas a la edad.(8, 11, 13)



El destacado rol del VEGF en la fisiopatologia de la neovascularizacion corneal esta siendo
demostrado en modelos animales de neovascularizacion corneal con quemadura corneal
por alcali. (29, 30, 31). Ademas anti AVEGF al parecer mediante su proteina de RNA ha
demostrado reducir la neovascularizacion corneal y mejorar la supervivencia de los
transplantes corneales en modelos animales.(8). Este estudio se basa en un modelo de
neovascularizaacion con suturas, el cual permite una neovascularizacion mas regular y

medible.

Asi, nuestros resultados sugieren que Avastin (Bevacizumab) inhibe parcialmente la
neovascularizacion corneal en nuestro modelo en conejos, basandonos en las reducciones
estadisticamente significativas en cuanto al nimero y profundidad de neovasos corneales
evaluados en las muestras de patologia. Resultados que podemos comparar con otros
estudios; la mayoria de ellos muestra una disminucion del area de neovascularizacion y el
calibre de los neovasos evidenciando una parcial reduccion en la neovascularizacion corneal
(26, 30, 32, 34). No evidenciamos disminucion significativa en la longitud del neovaso de
mayor a diferencia de un estudio con modelo de neovascularizaciéon inducido por
quemadura alcalina (32), pero si disminucion de los vasos menores resultados comparables

con otro estudio (27).

Estudios realizados en pacientes sefialan que cuanto mas pronto se aplique el
antiangiogénico se obtendrian mejores resultados que serian visibles a partir del mes de la
aplicacion y sin mostrar efectos adversos locales ni sistémicos (26, 30)). En este estudio se
aplico el Avastin a los 19 dias de la induccion de neovasos con suturas y a partir de ahi

hicimos un seguimiento hasta el dia 17 donde fueron enucleados.

En cuanto a la via de administracion, Bevacizumab en gotas ha probado eficacia y seguridad
en la limitacion de neovascularizacion corneal en modelos experimentales en animales (33).
La via subconjuntival tambien esta siendo probada con buenos resultados (17, 26, 27). En
el presente estudio, la inyeccion del Bevacizumab intraestromal se considera como una
buena alternativa en el tratamiento de la angiogénesis corneal; una técnica segura y practica
y sin efectos sistémicos. En Sao Paulo, la Dra. Ana Carolina Cabreira Vieira reporté una
serie de casos de pacientes con inyecciones intraestromales de Bevacizumab con resultados
en que colocan a esta droga como una terapia antiangiogénica opcional para la

neovascularizacion corneal (21)



Esta técnica surge de la experiencia que se ha obtenido con la inyeccion de aire en el estroma
corneano para facilitar la diseccion en las queratoplastias lamelares, se aprendié que
substancias inyectadas intraestromalmente se difunden facilmente, y tienden a desaparecer
(11). Asi mismo hay experiencia con la aplicacion de corticoides inyectados directamente
en el estroma de la cornea a dosis minimas como cristales de deposito en el tratamiento del

rechazo al transplante corneano.(19) .

Encontramos también reportes en los cuales se estd usando Bevacizumab en casos de
queratitis estromal herpética, pterigion recurrente y sindrome de Stevens Johnson con

buenos resultados (26, 30, 34).

En conclusion, aunque los resultados del estudio sugieren una parcial regresion de la
neovascularizacion corneal. El Avastin intraestromal ofrece una buena alternativa, que si
bien es cierto requiera un mayor seguimiento acerca del intervalo, dosis y efectos a largo
plazo ; éste seria el inicio para posteriores estudios multicéntricos rabdomizados que nos
ayudarian a tener mayor informacion acerca del tratamiento y control de la
neovascularizacion corneal sobre todo en pacientes de riesgo, como los transplantados

corneales.
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