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LISTA DE ABREVIATURAS

Azsgt: ionóforo del calcio Azzttz.

AA: ácido araquidónico.

Ac: anticuerpo.

AINES : antiinflamatorios no esteroideos.

ADN: ácido desoxirribonucleico.

Ag: antígeno.

AMPc : adenosin-S'- monofosfato cíclico.

ARNm: ácido ribonucleico mensaj ero.

Ca,'*: calcio intracelular.

CECB: células de endotelio corneal bovino.

COX: ciclooxigenasa.

DMEM: medio de Dulbeco modificado por Eagle.

DMSO: dimetilsulfoxido.

EDTA: ácido etilen-diamino- tetra-ácetico.

ICso: concentración a la que se obtiene eI50% de inhibición máxima.
IL: interleucinas.

LPS : lipopolisac¿irido de S almonell a tiphymur ium.

Lts: leucotrienos.

PAF: factor de activación plaquetaria.

PBS: tampón fosfato salino de Dulbeco.

P GH -sinJetasa: prostaglandina endoperóxido- sintetasa.

Pgs: prostaglandinas.

PIO: presión intraocular.

PLAz: fosfolipasaAz.

PLC: fosfolipasa C

PLD: fosfolipasa D.

PGIz: prostaciclina.

RIA: radioinmuno ensayo.

TNF-g: factor de necrosis tumoral a.

Txs: tromboxanos.
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lntroducción

1.. REACCION INFLAMATORIA OCULAR: GENERALIDADES

La inflamación es un proceso que se inicia a consecuencia de una lesión y termina o

con la destrucción permanente del tejido o con su curación. Los agentes desencadenantes de

la respuesta inflamatoria son de naturaleza mtJy variada, pudiendo ser estímulos fisicos.

químicos, agresiones por seres vivos o agresiones inmunológicas.

La respuesta inflamatoria da lugar a una sintomatología local, caractenzadapor dolor,

rubor, tumor y calor, acompañada de la incapacidad funcional del tejido afectado, y a 1¡na

reacción sistémica que conlleva al desarrollo de fiebre, leucocitosis y aumento en la

concentración plasmática de determinadas proteínas.

La reacción inflamatoriatiene como finalidad la defensa del organismo frente al agente

causal y la restauración del tejido lesionado. Dependiendo del órgano afectado y del balance

entre el agente inductor y la respuesta inflamatori4 el proceso inflamatorio puede dar lugar a

la restauración completa del tejido lesionado, a su sustitución por un tejido cicatricial o al

fracaso de la respuesta inflamatori a y la subsiguiente cronificación del proceso. Las

consecuencias de dicho fracaso dependerrán del órgano afectado.

A nivel ocular, encontramos los mismos agentes desencadenantes de la reacción

inflamatoria que en otras partes el organismo. Cuando la reacción inflamatoria llega a

controlar el agente causal se recupera la función visual normal. Sin embargo cuando los

mecanismos inflamatorios no logran controlar el agente agresor, cuando son demasiado

intensos o cuando se mantienen activos de forma crónic4 se pueden desencadenar múltiples

complicaciones intraoculares, que ocasionan en mayor o menor medida una disminución en

la función visual.

Aunqíre los mecanismos de la reacción inflamatoria a nivel ocular son semejantes a los

que tienen lugar en los restantes tejidos del organismo, debemos distinguir algunas

características propias de este órgano, como son la existencia de la barera hemato-acuosa y

la barrera hemato-retiniana.

La barrera hemato-acuosa situada a nivel de la úvea anterior está formada por

uniones firmes intercelulares existentes entre las céluias que forman el epitelio ciliar. Actúa

como filtro entre los componentes de la sangre y los que se encuentran en el humor acuoso.
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lntroducción

Gracias a esta barera' el humor acuoso carece por completo de células sangumeas y posee una
concentración proteica de 0,2 mg/rnl frente a la concentación plasmática que es de 70 mg/rnl.
Esta concentración proteica tan baja impide la coagulación del humor acuoso en condiciones
normales.

La barrera hemato-retiniana localizada en el compartimento posterior del globo
ocular esüí constituida por dos componentes. Por un lado, las uniones que se encuentran entre
las células del epitelio pigmentario de la retina que impiden el paso de macromoléculas desde
la coriocapilar hacia la retina neurosensorial y por otra, las uniones intercelulares presentes
entre las células del endotelio vascular de la retina que impiden la transudación de
macromoléculas desde el torrente vascular.

Mediante estas dos bareras se mantienen intactos los medios transparentes del globo
ocular para la tansmisión adecuada del estímulo visual y se asegura la función visual normal
de los fotorreceptores retinianos.

1.1.- Fases de la reacción inflamatoria

Para poder sistematizar los acontecimientos que tienen lugar durante la inflam ación,
aunque quizas no responda exactamente a la cronología de los hechos, se puede dividir la
respuesta inflamatoria en varias fases: fase inicial, fase vascular, fase celular y fase de
reconstrucción de los tejidos afectados.

En la fase inicial al interactuar el estímulo dañino con los tejidos se induce la
liberación de gran cantidad de mediadores, unos ya preformados en los tejidos como la
histamina, y otros que se sintetizan y se liberan como resultado de esta interacción como es
el caso de los derivados del ácido araquidónico (AA) (prostaglandinas (pGs), prostaciclina
(PGIz), trom6oxanos (TXs) y leucotrienos (LTs)), factor agregante plaquetario (pAF) v
radicales libres de oxígeno

Al actuar los mediadores citados sobre los vasos sanguíneos se inicia la fase vascular.
Esta fase consiste fundamentalmente en una vasodilatación, subsiguiente aumento de Ia
circulación seguido de enlentecimiento y éxtasis de la sangre, aumento de la permeabilidad
capilar y exudación del líquido vascular.

El líquido exudado contiene gran cantidad de mediadores de la inflamación que actuan
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Introducción

sobre las células vecinas y sobre los vasos. Se inician en este momento tres cascadas
enzimáticas: el sistema del complemento, el sistema de las cininas y el sistema de la
coagulación.

Cuando se produce la éxtasis vascular y consiguiente extravasaciór¡ pasan a los tejidos
vecinos células hemáticas que junto a los mastocitos ya existentes en los tejidos inician la fase
celular.

Toda reacción inflamatoria desemboca en una necrosis tisular mas o menos importante.
La reconstrucción de los tejidos depende de la cantidad de pérdida de tejido durante el
proceso inflamatorio, de la capacidad de proliferación del tejido afectado y de la persistencia
o repetición del agente lesivo. Puede ocurrir que la inflamación desaparezca sin dejar rastro
(curación) o si los tejidos han sido lesionados (citotoxicidad, supuración...), queda un tejido
cicatrizal que puede tener graves consecuencias patológicas para 1a función en determinados
órganos como el ojo.

1.2.- Células implicadas en el proceso inflamatorio

Las células que intervienen en el proceso inflamatorio son:
- Células de los tejidos : mastocitos.

- Células hemáticas:

-Células fagocíticas:

- Polimorfonucleares : neutrófilos, eosinófilos y basófi los.
- Mononucleares: monocitos-macrófagos.

- Células no fagocíticas:

-Mononucleares : linfocitos.
': - Plaquetas.

1.2.1.- Células de los teiidos

Mastocitos: son numerosas cerca de las superficies cutáneas y mucosas, y menos
abundantes en los órganos profundos donde se disponen alrededor de los vasos
sanguíneos.

Cuando los mastocitos son estimulados liberan sustancias almacenadas en sus
granulos de secreción tales como aminas vasoactivas (histamina serotonina), proteasas
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Introduccién

neutras, proteoglicanos, enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo y factores

quimiotácticos. Por otro lado, la estimulación celular también activa la síntesis de
sustancias nuevas: PGs, LTs y PAF.

La activación de los mastocitos representa el mecanismo inflamatorio principal

de las conjuntivitis alérgicas del tipo de la fiebre de heno, conjuntivitis primaveral,

conjuntivitis papilar gigante y queratoconjuntivitis atópica (Lee Stock y col., 1990).
Ademiás, también se ha sugerido la implicación de los mismos en algunos cuadros de

uveítis autoinmune, como la uveítis autoinmune experimental (Fujino y col., 1991).

1.2.2.- Células hemáticas

a) Células fagocitarias:

-Polimorfonucleares: son las primeras células hemáticas que llegan a las zonas de
inflamación. Emigran activamente hacia el lugar de la inflamación atraídos por
sustancias químicas liberadas por microorganismos, producidas localmente o bien por

el LTB¿.

Entre los polimorfonucleares, los neutréfilos son los que tienen mayor
capacidad para fagocitar y digerir los microorganismos que se fijan a su membrana.
Poseen enzimas digestivas que pueden digerir prácticamente todos los componentes
de la mayor parte de los microorganismos y que en determinadas circunstancias pasan
al exterior celular, rompen los componentes del complemento e inician la cascada de
las cininas. Así pues, proporcionan oto sistema de activación de los mediadores de la
inflamación- Los basófilos son muy similares a los mastocitos y responden de forma

semejante a los mismos estímulos, mientras que los eosinófilos son fagocitos débiles
que piesentan un papel particular en la destrucción de los parasitos, en conjunción con
los mediadores de los mastocitos, los anticuerpos y el complemento.
-Mononucleares: los monocitos entan en la zona inflamatoria ya en el ultimo estadío,
después de los polimorfonucleares. En los tejidos se transforman en macrófagos y

fagocitan no solamente a los microorganismos, sino también a los restos celulares, en
particular a los de los polimorfonucleares.

Son capaces de segregar múltiples mediadores de la inflamación, entre los que

Síntesis de PGE2 en cultivo primario de endotelio corneal bovino:efectos de fármacos antiinflamatorios.María Cristina García Cabanes

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant.1997



Introducción

destacan agentes antiinfecciosos (interferón), componentes del complemento, citocinas
-interleucina I (IL-l)- y derivados del AA (pGEz, TXA2 y LTs).

b) Células no fagocitarias

-Linfocitos: estas células sólo participan en el terreno de las respuestas inflamatorias

inmunes, donde el organismo busca alcanzar un estado inmune. para ello, los

macrófagos son los encargados de procesar a los antígenos, de presentarlos a los

linfocitos T y de activar a estos últimos. Los linfocitos T activados expresan su

actividad cooperadora o citotóxica y sintetizan unas linfocinas que intervienen en la

activación y diferenciación de los linfocitos B, responsables de la síntesis de

anticuerpos.

- Plaquetas: aunque las plaquetas influyen principalmente en Ia coagulación, también

intervienen en los procesos inflamatorios. Poseen numerosas funciones inflamatorias,

pueden activar y regular el complemento, adherir microorganismos sobre su superficie,

alterar la permeabilidad vascular, producir factores quimiotácticos, liberar y

metabolizar sustancias vasoactivas, producir derivados del AA y liberar factores de

crecimiento celular que participan en las fases de reparación que siguen a la lesión de

los vasos sanguíneos.

La activación plaquetaria durante la inflamación ocular conlleva a la formación

de una malla de fibrina en la cámara anterior. Debido a su efecto quimiotáctico, las
plaquetas intervienen en la acumulación de células fagocitarias en el tejido uveal

inflamado, así como en la cámara anterior. Además, también estimulan la acción de

los neutrófilos atraídos hacia el tejido uveal (Alió y col., 1995).

1.3.- Mediadores de Ia inflamación

Los mediadores son sustancias presentes en el medio extracelular que permiten la

comunicación entre las diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias o
inmunológicas.

Académicamente podemos distinguir dos tipos de mediadores: humorales y celulares.

Por un lado la estimulación de la célula desencadena la síntesis de mediadores humorales a
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Introducción

partir de precursores inactivos presentes en los humores (plasma). Por otro lado, los

mediadores celulares son preformados en las células y la activación de las mismas produce

su liberación.

Los mediadores son múltiples según su naturaleza química (aminas, péptidos,

proteínas, lípidos) y su actividad biológica. Tienen como característica común una vida
biológica muy corta, ya que sólo son activos durante el período de inflamación porque son
rápidamente inactivados por el catabolismo o por la acción de antagonistas.

Los mediadores celulares y los factores que activan los mediadores humorales

proceden de las diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias e
inmunológicas. Citaremos las propiedades de los que participan fundamentalmente en la

reacción inflarnatoria.

1.3. 1 .- Mediadores humorales

Cuatros sistemas humorales principales contribuyen a iniciary mantener las res¡ruestas
inflamatorias: sistema del complemento, sistema de cininas, coagulación y fibrinolisis.

a) Sistema del complemento

El sistema de complemento está integrado por nueve componentes (Cl aC9),algunos
de ellos (C3a y C5a) pueden inducir la liberación de oüos factores de la inflamación por parte
de los mastocitos (histamina, heparina) manteniéndose así la respuesta inflamatoria.

b) Sistema de cininas

Este sistema produce uno de los mediadores más potentes de ta inflamación, la
bradicinina. Se trata de uno de los más potentes factores vasoactivos. Contrae las fibras
musculares lisas, aumenta la permeabilidad vascular y estimula las fibras nerviosas sensitivas
(dolor).

A nivel ocular, la bradicinina provoca la aparición de miosis pupilar, rotura de la
barrera hematoacuosa y elevación de la presión inkaocular (PIO) seguida de hipotonía (Alió

y col., 1995).
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c) Coagulación y fibrinolisis

La cascada de la coagulación participa tanto en los procesos inflamatorios con lesión

vascular como sin ella.

El sistema de la coagulación, a tavés de la tombin4 princip al etuimaen este sistem4
puede activar a su vez, el sistema del complemento y el sistema extrínseco de la coagulación

a través del factor XII o de Hageman que esta implicado en la activación tanto del sistema de
la cininas como en la fibrinolisis.

En los procesos de uveítis, la coagulación se activa en mayor medida en aquellos
cuadros que conllevan lesión ocular (por ejemplo, traumatismos oculares). La activación de

la coagulación determina la formación de mallas de fibrina en las estructuras oculares de las

ciímaras anterior y posterior que se estabilizan por la activación plaquetaria durante la
inflamación (Alió y col., 1995).

1 .3.2.- Mediadores celulares

a) La histamina

En el foco inflamatorio la principal fuente de histamina se encuentra en los mastocitos.
aunque también está presente en los basófilos y en las plaquetas.

La acción de la histamina se produce a través de su unión a receptores específicos de
membrana (Hr y FIz), de manera que, a nivel capilar, la unión a los receptores Hr contribuye
a la extravasación sanguínea y la unión a los receptores llz a la vasodilatación y al aumento
del aporte arterial al foco inflamatorio.

La histamina posee un efecto regulador sobre las reacciones inflamatorias inmunes. va
que estimula la formación de linfocinas por los linfocitos T.

)

b) Metabolitos del ácido araquidónico

Los metabolitos del AA implicados en los procesos de inflamación son el resultado de
la acción de dos oxigenasas sobre el AA liberado de los fosfolípidos de la membrana mediante
una serie de reacciones en cascada. Entre los metabolitos derivados de la acción del enzima
ciclooxigenasa destacan los prostanoides (PGs, PGb y TXs), mientras que mediante la ruta del

enzima lipoxigenasa los metabolitos resultantes son los LTs.
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Debido a que los prostanoides son los mediadores inflamatorios objeto de nuestro

estudio los describiremos detalladamente en los apartados siguientes.

Casi todas las células del organismo, incluyendo las células intermediarias de la

inflamación, son capaces de sintetizar LTs.

El LTB¿ ejerce efecto sobre los neutrófilos y eosinófilos, estimulando su agregación

celular, su quimiotactismo hacia el foco inflamatorio, la liberación del contenido de sus

gnínulos y su metabolismo oxidativo. El LTC¿, LTD+ y LT&, se sintetizan en mayor cantidad

en los macrófagos. Estos provocan un aumento de la permeabilidad vascular (Lewis y Austen,

1981) y una ma¡cada vasodilatación arteriolar. Además son capaces de activar la síntesis del

TXA2 y de las PGs a nivel de los macrófagos (Feurstein y cor., lggl).

A nivel ocular, la síntesis de LTs es máxima en el tejido uveal. El LTB+ posee una

actividad quimiotáctica muy marcada, y es el principal implicado en el acúmulo de células

fagocitarias durante la uveítis. Debido a esta acción tiene lugar la infiltración en el tejido uveal

por los neutrófilos activados, y el acúmulo de las células inflamatorias en el humor acuoso,

produciendo el efecto tlndall celular (Bhattacherjee y Paterson, 1990). El LTB¿ también

interviene estimulando la actividad oxidativa de los neutrófilos reclutados en la úvea y en el

humor acuoso.

c) Factores de activación plaquetaria

Estos factores, conocidos bajo las siglas PAF, encierran a un grupo de mediadores

lipídicos que se sintetizan cuando empieza el proceso inflamatorio. Estos mediadores se

sintetizan en neutrófilos, plaquetas, basófilos, mastocitos, eosinófilos, células endoteliales y

macrófagos. Todos estos tipos de células sintetizan PAF cuando son estimuladas por

complejos ininunes, factores del complemento, trombina, antígenos, bradicinina, histamina,

anticuerpos y linfocinas.

En cuanto a su acción, el PAF liberado provoca la agregación y degranulación de las

plaquetas y la liberación de sus mediadores. También provoca vasoconstricción venular con

incremento de la permeabilidad vascular. Por otro lado, el PAF determina la marginación

vascular de neutrófilos y monocitos , y aumenta su diapédesis a través de la pared vascular.

Sobre los neutrófilos y macrófagos de los tejidos actua estimulando la secreción de sus
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griánulos lisosomales al mismo tiempo que estimula su metabolismo oxidativo (Moilanen v
col., 1993).

Debido a su efecto sobre la permeabilidad vascular, el PAF participa en la formación
del acúmulo de proteínas y macromoléculas en la cámara anterior y en el tejido uveal
inflamado (Lin y col., 1991). Por otra parte, estimula la actividad oxidativa de las células
inflamatorias acumuladas en la úvea durante el proceso inflamatorio. Se sabe que la inyección
intracamerular del PAF da lugar a tlmdall de cámara anterior, miosis y edema corneal (Sheng
y Birkle, 1992).

d) Factores quimiotácticos

Los factores quimiotácticos son de naturaleza muy variada. Ciertos productos exógenos
(bacterianos) tienen actividad quimiotáctica propia, pero la mayor parte de los tipos de
antígeno depositados en los tejidos, atraen a los leucocitos indirectamente por la
intermediación de factores endógenos de naturaleza mtry variada tales como el sistema del
complemento o fibrina.

Entre los lípidos bioactivos, el principal quimioatrayente es el LTB+, actuando
firndamentalmente sobre los neutrófilos. El quimiotactismo es una firnción accesoria para el
PAF, linfocitos y mastocitos.

Durante los procesos de uveítis, los factores quimiotacticos intervienen en el acúmulo

de células fagocitarias a nivel de la úvea inflamada. El aumento de permeabilidad vascular que

tiene lugar durante los episodios de uveítis, también provocan el acúmulo de estas células a
nivel de la c¿ímara anterior (Alió y cols, 1995).

e) Linfocinas

Las linfocinas juegan un papel esencial en las manifestaciones inflamatorias,
provocando el reclutamiento y la activación de los linfocitos, monocitos-macrófagos y

Polimorfonucleares, e incluso la liberación de ciertos mediadores.

De todos los tipos de interleucinas conocidos, la IL-l y el factor de necrosis tumoral
(TNFa) son las principales interleucinas detectadas en el foco inflamatorio. Ambos estimulan
la síntesis de PGEz en diversas céluias inflamatorias (células endoteliales, macrófagos y
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fibrobiastos) y la síntesis de PAF en las células endoteliales dwante el proceso inflamatorio

(Bussolino y col., 1986; Elias y col., 1987).

Las principales citocinas implicadas en el desarrollo de la respuesta inflamatoria ocular

son la n--l,LL-2,IL-6,IL-8 y TNFa. Est¿ín implicadas en desarollo de diferentes reacciones

inflamatorias intraoculares, tanto agudas como crónicas (Samples y col., 1993).

f) Oxido nítrico

El óxido nítrico es un radical gaseoso implicado recienteniente en numerosos procesos

patológicos. Se sabe que en determinados procesos inflamatorios, los polimorfonucleares, los

macrófagosy las células del endotelio vaseular sintetizan óxido nítrico. Estamoléculapresenta

efecto citotóxico (Stuehr y Nathan, 1989) y un marcado efecto vasodilatador (Kubes y

Granger, 1992).

Recientes investigaciones han sugerido que el óxido nítrico puede actuar como

mediador de algunas inflamaciones oculares, como la uveítis (Parks y col., lgg4).

g) Radicales libres

Las células inflamatorias producen radicales libres como el Oz.- (anión superóxido)

y OH (radical hidroxilo). Los neutrófilos activados son una fuente importante de producción

de estos radicales, aunque éstos también pueden formarse durante la cascada del AA, tanto por

Iavía de la ciclooxigenasa como por la de la lipooxigenasa.

Los radicales libres liberados causan lesiones macromoleculares del espacio

extracelular, membrana celular y entorno microvascular produciendo un aumento de la

permeabilidad y adhesión de leucocitos al endotelio vascular (Del Maestro, 1980).

A niíel ocular, se sabe que los radicales libres participan en los procesos inflamatorios

corneales contribuyendo a la ulceración corneal (Carubelli y col., 1990) y en la uveítis (De

Kozak y col., 1989).

T2
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2.. PROSTAGLANDINAS: CARACTERÍSTICAS GENERALES

Von Euler en 1936 acuñó por primera vez elnombre de prostaglandina a una sustancia
presente en el líquido seminal humano responsable de sus actividades hipotensoras y

espasmogénicas. Von Euler creyó que esa sustancia se originaba en la glíndula prostiitica y
por eso la llamó "prostaglandina".

2.1.- Biosíntesis

Las PGs se sintetizan en todos los tejidos a excepción de los glóbulos rojos (Higgs y
col.,1981) a partir del AA, un ácido graso insaturado de 20 átomos de carbono que contiene
cuatro dobles enlaces. EI AA es un ácido graso esencial que se obtiene directamente de la dieta
o indirectamente a partir del metabolismo del ácido linoleico. La concentración de AA libre
es muy baja debido a su nipida esterificación, almacenándose formando parte de los
fosfolípidos de la membrana celular.

El paso inicial y limitante de la velocidad de la síntesis de las PGs es la liberación del
AA. Este proviene mayoritariamente de los fosfolípidos de las membranas celulares aunque
en algunos casos otros lípidos o lipoproteínas pueden también ser fuente del mismo. por

ejemplo, Habenicht y col. (1990) descubrieron que las células 3T3 de ratón utilizaban el AA
obtenido de la hidrólisis de los ésteres de colesterol o fosfolípidos de baja densidad como
precursor de las PGs. Otra fuente de AA menos frecuente puede ser los depósitos de
triglicéridos de algunas células como es el caso de las células de la médula adrenal (ONeil.

ree4).

2.1.1.- Movilización del ácido araquidónico

La liberación del AA se desencadena como respuesta a estímulos de muy diverso
origen tales como impulsos nerviosos, antígenos, reacciones inmunitarias, daño celular,
isquernia, hormonas, neuropéptidos... que son capaces de activar las fosfolipasas tisula¡es. Si
partimos de la base de que el AA está esterificado en los diversos tipos de fosfolípidos de la
membrana celular, normalmente en la posición dos, entonces podemos encontrar tes posibles
vías que pueden proporcionar AA (figura l):
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a) La hidrólisis secuencial de los fosfolípidos por la acción de la fosfolipasa C (pLC)

seguida de la diacilglicerol lipasa y la monoacilglicerol lipasa originando AA y glicerol

(Balsinde y col., 1991).

b) La conversión de los fosfolípidos en ácido fosfatídico catalizadapor la fosfolipasa

D (PLD) seguida de la acción de una fosfatasa, la diacilglicerol lipasa y de la

monoacilglicerol lipasa originando AA y glicerol (Balsinde y col., 1991).

c) La acción directa de la fosfolipasa Az (PLA2) sobre los fosfolípidos.

De los diversos tipos de fosfolipasas mencionados, el enzimaprincipal implicado en
la liberación del AA es la PLA2. Podemos destacar dos tipos de pLAz (tabla I):

-Las exftacelulares o de bajo peso molecular también denominadas PLAzs debido a su

origen secretor.

-Las intracelulares o de alto peso molecular a su vez conocidas como PLAzc debido

a su origen citosólico.

De todos los tipos de PLAz descritos hasta el momento, únicamente la PLA2s tipo II
y las PLAzc (45kDa y 85kDa) p¿recen estar implicadas en la liberación del AA. La
contribución de un tipo u otro de PLA2 viene condicionado por el tipo celular, el estímulo y
el entomo fisiológico (Goetzl y col., 1995). Como se refleja en la tabla I, en la mayoría de las
células la actiüdad de la PLA: está controlada por la concentración del calcio libre innacelular
(Waite y VanDeenan, t967). Se sabe que un gran número de moléculas tales como la
angiotensina, la bradicinina, la noradrenaiina y las hormonas tiroideas estimulan la pLAz al
unirse a receptores de membrana. Estos receptores se encuentran acoplados a proteínas G que
activan a la PLC provocando la liberación del segundo mensajero inositol trifosfato. Este se
une a receptores del retículo endoplasmico provocando así la liberación del calcio desde los
depósitos infracelulares. Este aumento de calcio activa a la PLAz y conlleva como con-
secuencia la liberación del AA (Berridge e Irvine, 1989). El AA liberado puede difundir fuera
del entorno celular sin causar efecto conocido alguno, ser incorporado a los fosfolípidos de la

membran4 mecanismo responsable de su baja concenüación en circunstancias basales, o bien
ser metabolizado por tres vías diferentes: la ciclooxigenasa de cuya actuación proceden los
prostanoides ( PGs, PGIz y üt); las diversas lipooxigenasas que median la producción de
los LTs; el citocromo P-450 que origina los productos de la vía de la epoxigenasa.
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Tipos de PLA, P.M.

(kDa)

Requerimiento de

Ca*z

Sustrato Regulación

PLArs

Tipo I: pancreática t4 > l  mM Todos los

fosfolípidos

Ca*2 actúa como

cofactor enzimático

Tipo II: no pancreá-

tica (fluido sinovial,

plaquetas, hígado y

bazo)

l 4 > l  m M Todos los

fosfolípidos

Ca*2 actúa como

cofactor enzimático

PLArc

Intestinal 97 Fosfolípidos

con AA

Macrófagos, hígado 85,5 >1pM Fosfolípidos

con AA

El Ca€ es necesario:

-translocación de la

PLAz del citosol a la

membrana.

-unión de la PLAz a

los fosfolípidos de

membrana.

- fosforilación

Miocardio 45 Fosfolípidos

con AA

Asociada a la

membrana (hígado

células P388Dl,)

(También puede

considerarse como un

PLA, Tipo II)

t 4 -18 > lmM Todos los

fosfolípidos

Ca*2 actúa como

cofactor enzimático

Tabla I: CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE FOSFOLIPASA A,.

Ref.: Smith, 1992; Glaser y cols, 1993 (a); Gelb y cols,l994.
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2. 1 .2.- Síntesis de endoperóxidos intermedios

La síntesis de todas las PGs se inicia en una primera etapa catalízada por la
prostaglandina endoperóxido-sintetasa (PGH-sintetasa), una glicoproteína de membrana que

se encuentra mayoritariamente en el retículo endoplásmico de las células que sintetizan PGs
(Smith, 1986). Se tata de un dímero compuesto por dos subunidades idénticas que posee dos
actividades catalíticas:

- La primera es una ciclooxigenasa (COX), encargada de insertar dos moléculas de oxígeno
en el AA, ciclandolo y produciendo un endoperóxido intermedio denominado pGG2.

- La segunda es una actividad peroxidas4 que cataliza la reducción del grupo 15-hidroperoxilo

de la PGGz para convertirla en PGHz (Smith, 1939).

PGCn y PGFIzse denominan endoperóxidos intermedios; aunque son biológicamente
activos (poseen potente acción vasoconstrictora) son químicamente muy inestables con una
semivida biológica de unos 30 segundos (Hamberg y Samuelson,1974).

Se han descrito dos isoenzimas para la PGH-sintetasa: PGH- sintetasa I o COX-I y
la PGH-sintetasa2 o COX-2(Smirh,1992). Ambas son capaces de oxidar el AA a pGCn y de
reducir la PGGz a PGlIu.

La COX-I está presente en la mayoría de los tejidos que sintetizan PGs en ausencia
de cualquier tipo de estímulo. De ahí que se la conozca como COX constitutiva. Su función
es regular la síntesis fisiológica de PGs. La concentración de este enzima permanece
generalmente estable y sólo se detectan pequeños aumentos de su expresión (2-4 veces) como
respuesta a la estimulaciónprovocadaporhonnonas o factores de crecimiento (De Witt, 1991;
Wu y col., 1991). La COX'2, tarnbién denominada COX inducible, se expresa como
respuesta a un estímulo aumentando notablemente su exprcsión en células tales como
fibroblastos,l monocitos o células endoteliales que hayan sido expuestas a endotoxinas
bacterianas, citocinas o ésteres de forbol (Vane y Botting, 1995).

Estudios recientes han demostrado que la COX-I se localiza en el retículo
endoplásmico mientras que la COX-2 reside en el retículo endoplásmico y en la envoltura
nuclear (Morita y col., 1995). De este modo se podría decir que IaCOX-2produce pGs que
actuan a nivel del núcleo en procesos de crecimiento, replicación y diferenciación celular, y

en respuesta a hormonas y citocinas que actuan a nivel nuclear, mientras que la COX-I genera
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PGs que actuan como mediadores intercelulares de la homeostasis en el riñón, estómago,

plaquetas y células del endotelio vascular. Es decir, la COX-I está implicada en las

necesidades fisiológicas de PGs mientras que ia COX-2 es responsable de la producción

rápida y transitoria de PGs frente a los mediadores de Ia inflamación, inmrurológicos y de

reparación de los tejidos(Goetzl y col.,1995) (Figura 2).

Estímulo Estímulo
fisiológico inflamatorio

Proteasas PGs

M acrófagos/otras células

cox-2
Induciblecox-1

Constitutiva

+,l'
TXA2 PGIz PGE2

plaquetas endotelio riñón
mucosa
estomacal

INFLA]VTACION

Figura 2: VIAS DE LAS

ISOENZIMAS DE LA COX

IMPLICADAS EN LA

S I N T E S I S  D E

PROSTANOIDES (Vane y

Botting, 1995).

^ 1 a
z . I . ) . -

Tras la biosíntesis de la PGFI2, este endoperóxido se transforma en uno de los

derivados de una serie de posibles prostanoides. En general este proceso es específico para

cada tipo celular, de forma que cualquier célula capaz de sintetizax prostanoides tiende a

formar sólo uno de esos compuestos como producto mayoritario. La presencia de uno o de
varios de sus derivados, así como su abundancia relativa está determinada por la dotación
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enzimática presente en las células. Por ejemplo, las células del músculo liso o del endotelio
vascular de las arterias grandes sintetizan principalmente PGIz (Smith, 1986), las plaquetas

TXAz, la PGFz"es el producto mayoritario de las células del endometrio y la pGEz del tubulo

distal (Kirschembaum y col.1982).

A partir de la PGFIz las endoperóxido isomerasas sintetizan PGDz y PGEz. No existe

mucha información sobre las enzimas implicadas en la biosíntesis de estas PGs. Se sabe que
existen PGD-sintetasas dependientes e independientes de glutation. También se han
identificado proteínas que presentan actividad PGE-sintetasa dependiente de glutation, pero
todavía no se ha podido determinar in vivo si alguna de esas proteínas son capaces de catalizar
la síntesis de PGEz. La PGFzc-reductasa, utilizando NADPH como cofactor, cataliza la
reacción de reducción que transforma la PGFL en PGFzo (Smith, lgg2). La pGFb también es
el origen de dos compuestos inestables y muy potentes: el TXAz que se crea por la actuación
de la TXA¿-sintetasa y la PGIz tas la acción de la PGb-sintetasa. Ambas enzimas pertenecen

a la familia del citocromo P-450 (Graf y col., 1983; Haurand y Ullrich, 19S5) (Figura 3).

2.2.-Mecanismo de acción y receptores

Las PGs no se almacenan sino que se generan en respuesta a estimulos de naturaleza
variada. Una vez sintetizadas salen al espacio extracelula¡ por difusión facilitada (Smith,

1986), y podnán actuar de manera local sobre el mismo tipo de células que han originado las
PGs (acción autocrina) o sobre otros tipos celulares o tejidos (acción paracrina) a havés de
diversos receptores específicos localizados en las membranas celulares asociados a proteínas

G, que estimulan o inhiben cambios en los niveles de los segundos mensajeros celulares
(Smith, 1989). Segun estudios de clonaje molecular los receptores de las PGs poseen siete
dominios transmembran4 lo que les hace pertenecer a la familia de receptores tipo rodopsina
(Narumiya y col., 1993). Estos receptores no son específicos de un solo tipo de pGs sino que
presentan una gradación de afinidades por las diferentes PGs y se denominan en fi.urción de
la PG natural por la que muestran mayor afinidad. Por ejemplo, el receptor de la PGEz muestra
el siguiente orden de afinidades: PGEz: PGEr >pGIz>pGFzo.

La clasificación de los receptores y sus principales acciones se resumen en la tabla II.
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Receptor Distribución tisular Efectos Sistema de Transducción

DP Plaquetas, músculo

liso, SN (incluyendo

el SNC)

Inhibición: agregación plaquetaria y

liberación de neurotransmisores. Relaja-

ción del músculo liso e hiperalgesia.

IAMPc víaG,

IP Plaquetas, músculo

liso arterial y nervios

sensoriales aferentes

Inhibición: agregación plaquetaria e

hiperalgesia. Relajación del músculo

liso.

IAMPc vía G"

FP Cuerpo lúteo, riñón,

músculo liso (útero y

esfinter del iris)

Luteolisis (débil efecto en humanos) y

contracción del mrlsculo liso

lCa*zi medíante el aumento del

recambio de los polifosfoinositoles

fosfato vía Q

TP Plaquetas, músculo

liso (arterias venas,

vías aéreas) riñón y

células epiteliales.

Estimulación; agregación plaquetari4

filtración glomerular y secreción

gastrointestinal. Contracción del mús-

culo liso.

lCa*zi mediante el aumento del

recambio de los polifosfoinositoles

fosfato vía Q

EP

EPt

Músculo liso (tracto

gastrointestinal, útero

vías pulmonares y

vejiga).

Contracción del músculo liso I Ca'z, por 2 mecanismos:

-Movilización del Ca*2¡ por una vía

independiente de la de los

polifosfoinositoles

-Activación de canales de Ca*2 que

permite Ia entrada de Ca*2 extra

celular

EPt

Músculo liso, células

epiteliales, pulmón,

mastocitos, nervios

sensoriales aferentes

riñón y leucocitos.

Relajación del músculo liso.

Estimulación: secreción intestinal no

acida y nervios sensoriales.

Inhibición de la secreción de los

mastocitos.

IAMPc vía G,

F D! ^  3

Músculo liso (vas-

cular, tracto gastro-

intestinal, útero), adi-

pticitos, SNA, SNC,

células epiteliales,

riñón y plaquetas.

Contracción del músculo liso.

Inhibición: lipolisis, liberación de neuro-

transmisores, secreción ácída gastro-

intestinal y reabsorción renal de agua.

Potencia la acción de los asentes

agregantes

IAMPc vía G,

t Ca'2 intracelular mediante el

aumento del recambio de los

polifosfoinositoles fosfato vía G"

EPo

Músculo liso (venas,

útero y vías

pulmonares)

Relajación del músculo liso iAMPc vía G"

TAbIa II: CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES DE PROSTANOIDES.

Ref.: Coleman y col., 1994; Goetzl y col., 1995; Negishi y col., 1995.
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2.3.- Catabolismo

El catabolismo de las PGs es rapido y activo. IJnavezhan actuado sobre los receptores
de las membranas celulares se produce una captación altamente específica al interior de las
células mediada por un transportador, seguida de dos pasos de inactivación principales:

- Una fase inicial rapida catalizada por las enzimas intracelulares específicas de pGs

15- hidroxiprostaglandina deshidrogenasa y Al3reductasa, obteniéndose el metabolito
13'14-dihidro-1S-ceto-PG (Hansen, 1976). Este metabolito se acumula en la orina y su
medida es una forma de cuantificar la producción de pGs.

Las enzimas citadas se encuentran en la mayoría de los tejidos, pero su actividad es
máxima en pulmón, corteza renal, hígado y placenta. La localizacíón estratégica de
estas enzimas en el pulmón evita el paso de las PGs desde la circulación venosa a la
arterial. PGEz y PGFzo se eliminan casi totalmente durante su paso por la circulación
pulmonar (Cambell, 1993). Sin embargo la PGIz y el TXAz no son catabolizados en el
pulmón, sino que se hidrolizan rapidamente en la sangre a 6-ceto PGFra (Moncada y
Vane, 1979) y TXBz (Hamberg y col., lgj4)respectivamente.
- Una segunda fase lenta, a nivel hepático, catalizada por enzimas oxidantes de los
ácidos grasos, determinando una a¡-oxidación y una B-oxidación de las cadenas
laterales.
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3.- PROSTAGLANDINAS E INFLAMACION

En 1969 Willis descubrió que los exudados inflamatorios inducidos por carragenina

contenían PGs y Piper y Vane demostraron la liberación de PGs en la anafilaxia (Piper y

Vane, 1969). Todos estos experimentos condujeron a la detección de las PGs estables,

principalmente de la serie E y predominando la PGEz, en numerosos tipos de respuestas

inflamatorias tanto en animales de experimentación, como en el hombre (Ferreira y Vane,

1979).

Posteriormente se demostró que los TXs y la PGIz también se generaban durante los

procesos inflamatorios. Se detectó TXA2 (en forma de TXB'), PGIz (en forma de 6-oxo-

PGFro) y PGEz en los exudados inflamatorios inducidos por carragenina así como PGIz en

fluido sinovial humano (Higgs y col., 1931).

lnicialmente, la liberación de PGs está provocada por la agresión directa sobre los

tejidos pero ésta se puede ver aumentada por la presencia de leucocitos. A nivel del foco

inflamatorio, son los macrófagos los que sintetizan la mayor cantidad de PGs, aunque los

neutrófilos y eosinófilos también las pueden sintetizar.

A pesar de que en las lesiones inflamatorias se han detectado todos los metabolitos de

la COX, es la PGEz la que predomina en los procesos inflamatorios encontrándose desde

en edemas de origen inflamatorio hasta en procesos de artritis crónica CVane y Botting,

1995).

3.1.- Efectos a nivel vascular

Las PGs (las de la serie E y la PGIz principalmente) contribuyen a la aparición de los

primeros síntomas de la inflamación gracias a su potente acción dilatadora sobre el

músculo liso vascular. A parte de esta acción directa, las dos características que diferencian

a las PGs del resto de los mediadores de la inflamación son su acción prolongada y su

capacidad de contramestar los efectos vasoconstrictores de sustancias como la

noradrenalina o la angiotensina. Estas propiedades hacen a las PGs responsables de la

vasodilatación característica y el eritema observados en la inflamación aguda (Solomon y

col.,1968).
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Estudios in vivo mostraron que la administración de PGIz y PGEz incrementaban el
flujo sanguíneo sin causar un aumento significativo de ia exudación del plasma. Sin
embargo, cuando se administraban conjuntamente con agemes que aumentaban la
permeabilidad vascular tales como bradicinina o histamina, se producía un aumento
notable de la exudación plasmática (Ferreira, 1972). Posteriormente se demostró que el
aumento de la exudación del plasma era consecuencia del efecto vasodilatador ejercido por

las PGs. Es decir, la vasodilatación eleva el flujo sanguíneo a través de los tejidos

inflamados provocando un incremento de la extravasación del fluido (edema) causada por
los agentes que potencian la permeabilidad vascular (Williams y peck, lg77).

3.2.- Iliperalgesia y fiebre

Ferreira descubrió que la administración subcut¿ánea de PGs, bradicinina o histamina a
dosis bajas no producía dolor, pero si la PGEr se administraba previamente a la histamina o
la bradicinina sí producía una sensación dolorosa fuerte. Por otra parte, la mezcla de
histamina y bradicinina resultó inactiva y la administración de una u otra antes de la
administración de PGEr tampoco potenciaba la sensación dolorosa @eneir4 1972).
Posteriormente se observó que todas las PGs de la serie E intensifican los efectos dolorosos
producidos por la bradicinina (Moncada y col., 1974). Gracias a todas estas
investigaciones se llegó a la conclusión de que las PGs no son mediadores d.el do\or per se
sino que se caracterizan por sensibilizar las terminaciones nociceptivas sin producir dolor
de forma directa; es decir, incrementan la intensidad y la duración de la sensación de dolor
(hiperalgesia) inducida por diferentes estímulos (calor, presión. o distensión) o por
potenciación en la acción de otros mediadores como bradicinina, histamina, etc.

La duración y la intensidad del efecto hiperalgésico no es el mismo para todas las pGs.

Así, mientras que el efecto hiperalgésico de la PGEz es acumulativo y d.e larga d.uración, la
PGIz induce dolor de manera inmediata pero de duración corta (Ferreira y col., 1978).
También se ha observado que cada tipo de PGs potencia la sensación dolorosa de un
determinado mediador inflamatorio. De este modo la sensación dolorosa que produce la
bradicinina está inducida por la PGEz, mientras que la producida por norepinefrina está
mediada por la PGIz (Taiwo y col., 19S8). Por otro lado en experiencias realizadas con
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ratas a la que se les había administrado intradérmicamente a nivel plantar PGEz, PGIz,

PGFzo, PGDz y TXBz, demostraron que la PGEz y la PGIz son las PGs con mayor efecto

hiperalgésico ante estímulos de tipo mecánico (Taiwo y col., 1990).

Las PGs parecen desempeñar un papel importante en la génesis de la fiebre. La

hipertermia aparece en un elevado número de procesos patológicos acompañando a la
producción de pirógenos bacterianos o endógenos.

Estudios realizados en animales de experimentación han puesto de manifiesto que tras
la inyección sistémica de lipopolisacáridos bacterianos (pirógenos exógenos) o IL-l
(pirógeno endógeno), la concentración de PGEz cerebral aumenta de forma paralela al

incremento de temperatura (Sirko y col., 1989). Hasta el momento se supone que los

lipopolisacáridos estimulan la secreción de IL-l por parte de los macrófagos que activ a ala

PLA2 (Stitt, 1986) e induce la COX-2 ( Kenedy y col., 1993) a nivel cerebral, y de este

modo se eleva la concentración de PGEz que a su vez actua sobre el hipotálamo para

desencadenar la fiebre.

3.3.- Función leucocitaria

A pesar de que en los exudados inflamatorios la concentración de PGs aumenta de
forma paralela a la acumulación de leucocitos durante las primeras etapas de la
inflamación, la síntesis de PGs no influye en la migración leucocitaria, ya que la
administración de ácido acetil salicílico o indometacina a dosis capaces de inhibir la
síntesis de PGs no reducen la migración leucocitaria en estos exudad.os (Salmon y col.,
1983; Gómez y col., 1988).

En cambio, las PGs son capaces de inhibir la proliferación y la función de linfocitos,

moderando aFí la respuesta inflamatoria inmune (Goodwin y col., 1977). Concretamente la
PGE2 impide la activación de los linfocitos T, reduciendo así su capacidad de producir

linfocinas (Betz y Fox, 1991; Goetzl y col., 1995).
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4.- LACORNEA

La córnea es una estructura lenticular convexo-cóncava sifuada en la porción anterior

del globo ocular, que posee la propiedad fundamental de ser transparente; esto perrnite, al

tiempo que protege al globo ocular, que la luz penetre en su interior para estimular la capa

sensible del ojo: la retina.

4.1.- Anatomía de Ia córnea

La córnea está formada por cinco capas que de fuera a dentro son: epitelio, capa de

Bowman, sustancia propia o estroma, membrana de Descemet y endotelio (Figura 4). En

situación normal carece de vasos sanguíneos y linflíticos.

F i g U T a 4 z E S T R U C T U R A

HISTOLOGICA DE LA CORNEA.

1:Epitelio

2:Membrana de Bowman.

3:Estroma.

4:Membrana de Descemet.

5:Endotelio.

4.1.1.- Eoitelio

El epitelio corneal es un epitelio escamoso estratificado, que no está queratinizado, con

una profundidad de 5 o 6 capas celulares que representan el l0o/o del espesor corneal. El

epitelio esta dividido morfológicamente en 3 capas:

-capa superficial o de células escrlmosas: constifuyen dos capas celulares, observ¿lndose

células epiteliales planas y fundamentalmente hexagonales unidas entre sí a través de
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límites celulares rectos ( Klyce y Beuerman, 1989). Además, existen uniones estrechas

alrededor de todos los bordes laterales de cada célula, que ejercen una función de
barrera anatómica al paso de sustancias al espacio intercelular.
-capa mediana o de células alares poligonales: tiene una profundidad de tres células y
cuanto más superficial es la célula, más plano es su aspecto. Existe una intensa
interdigitación de las células alares y álfombrillas de tonofilamentos que mantienen la
forma celular.

-capa profi.urda o de células basales columnares: situadas en la capa más intema; se
trata de células mitóticamente activas, y las células hijas producidas se desplazan
anteriormente para transformarse en células alares y superficiales. Al igual que en la
capa anterior, existen conjuntos de tonofilamentos para mantener la forma celular.

Las células epiteliales est¿ín interdigitadas y fuertemente unidas entre sí por ngmerosos
desmosomas que proporcionan estabilidad mecánica ala capa epitelial. También existen
uniones gap entre todas las células adyacentes en el epitelio, a través de las cuales pueden
pasar pequeñas moléculas de una célula a otra (Adfa, 1992).

Bajo la capa basal de células epiteliales y producida por ellas, se encuentra una lámina
o membrana basal. Esta lámina participa en la adherencia de las células epiteliales al
esüoma.

4.1.2.- Capa de Bowman

Es una zona acelular situada debajo del epitelio compuesta por fibrillas cortas de
colágeno dispuestas al azaÍ, que en las porciones más profundas se transforman
gradualmente en el estroma regular. Juega un papel importante en el mantenimiento de la
integridad y:en la defensa frente a agentes traumáticos e infecciosos. Por otro lado carece
de capacidad regeneradora cuando se lesiona (Arffa, lgg2).

4.1.3.- Estroma

El estroma constituye el 90% del espesor corneal. Es la capa intermedia de la córnea.
Consta fundamentalmente de fibras de colágeno, células del estroma y sustancia
fundamental que participa en el mantenimiento de la disposición regular de las fibras de
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colágeno. El queratocito es la célula predominante. Se trata de una célula $ande y plana
que contiene el colágeno y la matnz extracelular del estrom a. La disposición de forma
regular de las fibras de colágeno garuntizala transparencia de la córnea

En el estroma se observ4 además de los queratocitos, una pequeña cantidad de
leucocitos polimorfonucleares, células plasmáticas y macrófagos que se localizan entre las
l¿íminas de las fibras de colágeno (Klyce y Beuerman, 1999).

4.I.4.- Membrana de Descemet

Se trata de una l¿ímina basal gruesa que separa el estroma profundo del endotelio. Está
considerada como el producto de la secreción de las células endoteliales. posee cierta
elasticidad y es la más resistente de las capas de la córne a, rcgenerándose con rupidez ¡,as
una lesión (Urdiain y Diaz-Flores,1977).

4.1.5.- Endotelio

El endotelio es un capa única de células planas hexagonales que tapiza la membrana de
Descemet. Su superficie interna esta barlada por el humor acuoso. En el hombre esta capa
celular tiene una capacidad de reproducción limitada. Por 1o general, no existe actividad
mitótica en el endotelio tras el nacimiento. Algunas células endoteliales mueren a lo largo
de la vida, dando como resultado una disminución progresiva de la población de estas
células con la edad. Cuando se produce una pérdida celular bien por la edad o bien por otra
causa como traumatismo, inflamación o cirugía, las células vecinas cubren la zonaque ha
quedado vacía. Ello da como resultado un aumento del área celular y una disminución de la
densidad celular. Las células endoteliales pueden conservar su función a pesar del enorme
incremento de tamaño (Waltman y Hart, l9S8).

Estas células presentan una actividad metabólica elevada, como indican la presencia de
numerosas mitocondrias, retículos endoplásmicos lisos y rugosos, un aparato de Golgi bien
desarrollado y ribosomas libres. Eventualmente se pueden observar microvellosidades, que
suelen apuntar algun estado patológico. Las células endoteliales se unen lateralmente
mediante zónulas occludens, adherens y desmosomas. Hay algTa resistencia al paso de
intercelular de sustancias debido a la complicada interdigitación de los bordes celula¡es,
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que incrementa la distancia que deben reconer las sustancias, y a las uniones celulares

oclusivas localizadas, pero esto no impide la penetración de moléculas grandes (Klycer y

Beurman, 1989).

La función principal de las células del endotelio es el transporte de suskncias

osmóticamente activas, así como la síntesis de algunos componentes de la membrana de
Descemet.

4.2.-lnewación

La córnea presenta una abundante inervación sensitiva, que se efectua a través de los
nervios ciliares procedentes de la rama oft¡ilmica del trigémino. Estas fibras discurren entre

la esclera y la coroides, ramific¿furdose en la parte externa de la misma; se dirigen hacia el

cuerpo ciliar y algunas se distribuyen por la esclera, aunque la mayor parte abordan la
córnea en el tercio medio periferico como ramas mielínicas, la mayoría de ellas pierden la
mielina después de penetrar 2 o 3 mm. Ya en la cómea, ias fibras amielínicas se ramifican

a través del estroma. En la membrana de Bowman, se distribuyen formando un plexo del
que parten ramas que se situan en el epitelio, concretamente por debajo de la membrana
basal. Las fibras simpáticas también inervan la córnea, aunque su función no está clara. Sus
axones los transporta el nervio trigémino pasando junto con las fibras sensoriales al epitelio
comeal (Arffa, 1992).

La córnea es uno de los tejidos más sensibles del cuerpo y esta sensibilidad sirve para
protegerla. La sensibilidad corneal es mucho mayor en el centro que en la periferia, y

mucho más en el iirea exterior que en la conjuntiva. El dolor parece ser la única sensación
que perciben los nervios corneales.

't

4.3.- Fisiología de la córnea

4.3.1.- Metabolismo comeal

Las células epiteliales, queratocitos y células endoteliales son metabólicamente activas

y requieren nutrientes para desarrollar su función. Debido a que la córnea es una estructura

avascular, el aporte nutritivo corneal se efectúa desde el humor acuoso y desde la fina

película lagrimal que mantiene húmeda la córnea. Además, la zona periférica de la córnea
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también recibe nutrientes, en pequeñas cantidades, a partir de las ramas terminales de los
vasos que irrigan el limbo esclero-corneal.

De los componentes nutritivos, los más importantes para el metabolismo de la córnea
son la glucosa y el oxígeno. Tras numerosos estudios se ha podido comprobar que la
córnea obtiene glucosa principalmente del humor acuoso y sólo un 10% o menos de la
misma procede de los vasos límbicos o de las lágrimas. La glucosa puede ser almacenada
en el epitelio como glucógeno, que puede movilizarse en caso de que el aporte de glucosa

libre sea insuficiente (por ejemplo en caso de hipoxia o traumatismo). Casi todo el oxígeno
que obtiene la córnea se consume en el epitelio y en el endotelio. El epitelio obtiene el
oxígeno de los capilares en el limbo y por difusión desde la película lagrimal, mientras que
la necesidad endotelial de oxígeno la satisface el humor acuoso (Stanifer y col., 1983; Fatt
y Weissman,1992).

4.3.2.- Control de la hidratación del estroma

El control de la hidratación del estroma es fundamental para la transparencia. El agua
constituye aproximadamente el 75-80Yo del peso de la córnea, cantidad superior a la
encontrada en el tejido conectivo de cualquier otra parte del organismo. Si la hidratación
aumenta demasiado el espesor del estroma puede duplicarse, manifestandose una marcada
pérdida de transparencia. Los mecanismos que desempeñan algún papel en la regulación de
la hidratación corneal son: la función de barrera del epitelio y el endotelio, la presión de
hinchado del estroma, el transporte iónico por el epitelio y el endotelio, la presión
intraocular y la evaporación de agua desde la superfrcie comeal.

a) Función de barrera del epitelio y del endotelio

El epitelio y el endotelio actuan como barreras frente al movimiento de agua e
iones en el estroma. La mayor resistencia a la difusión de los electrolitos se observa en
el epitelio, fundamentalmente en las capas superficiales (Mishima y Hedbys, 1967).

Las membranas externas de las células epiteliales son relativamente impermeables al
paso de iones. Además las células epiteliales están conectadas a las células circundantes
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mediante uniones estrechas que también impiden el flujo de iones (Marshall y Klyce,
1e83).

Sin embargo, el endotelio es 200 veces más permeable a los electrolitos que el

epitelio, pero aún es 10 veces más resistente que el estroma. La resistencia al paso

intercelular de iones está producida por la interdigitación de los bordes celula¡es y por

las uniones celulares oclusivas localizadas (Fatt y weissman, 1992).

b) Presión de hinchado del estroma

Si se elimina el epitelio y el endotelio, el estroma se hinchará alrededor del
doble de su espesor normal como consecuencia de la absorción de agua por la sustancia

fundamental del estroma. La presión de hinchado del estroma es de 50-60 mm Hg con

su espesor normal y disminuye exponencialmente a medida que se hincha. Por tanto,

con un espesor normal, la presión de hinchado debe estar contrarrestada por una fuerza
que haga salir el agua del estroma (Arfla, 1992).

c) Transporte iónico por el epitelio y el endotelio

Se sabe que el endotelio es el responsable de la deshidratación activa de la
córnea. Para ello el endotelio ha desarollado un mecanismo de transporte activo de

iones desde el estroma al humor acuoso, con un movimiento secundario pasivo de

agua. De este modo el endotelio transporta activamente bicarbonato y sodio creando un
gradiente osmótico que equilibra la presión de hinchado del estroma comeal (Fischbars

y col., 1985).

También existe transporte iónico en el epitelio corneal, aunque el papel que

desempeña es mucho menor. El epitelio secreta cloruro a las lágrimas por transporte

activo; esta secreción se regula mediante un receptor B-adrenérgico y está mediado

intracelularmente por la adenilato ciclasa (Stanifer y col., 1983; Arffa, 1992).
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d) Presión intraocula¡

En el ojo, la PIO tiene un ligero efecto sobre el espesor del estroma. Sin

embargo, cuando la PIO supera la presión de hinchado del estroma, aparece un edema

epitelial. Así, en una córnea normal aparece un edema epitelial cuando la PIO supera

los 55 mm de Hg. El mecanismo de este proceso todavía no se ha establecido pero

parece ser que está relacionado con las láminas anteriores del estroma que soportan el

estrés de la PIO (McPhee y col., 1985; Arffa, t992).

e) Evaporación de agua desde la superhcie corneal

En 1956 Von Bahr fue el primero en darse cuenta de la evaporación de agua

desde la película lagrimal precorneal y superficie corneal anterior. La evaporación de

agua desde la película lagrimal precorneal produce una hipertonicidad de las lágrimas,

y extrae agua de las células epiteliales y mas tarde del estroma. Esta hipertonicidad de

la película corneal contribuye al mantenimiento del estado relativo de deshidratación de

la córnea (Mishima y Maurice,1961).

4.4.- Inflamación corneal

La córnea es un tejido avascular que tiene tres funciones principales: protección,

refracción y transmisión de imágenes. Cuando el epitelio corneal está intacto, la córnea no

es accesible ni a patógenos microbianos ni a moléculas extrañas, pero cuando éste es

dañado se hace muy penneable. Un proceso inflamatorio puede ser crucial, ya que el edema

corneal es consecuencia de un daño en el epitelio o endotelio corneal, los cuales regulan la

hidratación corneal mediante un mecanismo de transporte iónico que se opone a la

absorción pdsiva a partir de los fluidos procedentes de la película lagrimal y humor acuoso.

Una hidratación excesiva de la cornea y subsecuente hinchamiento conduce a la opacidad

de la misma (Arffa, 1992).

Los fenómenos inflamatorios en la córnea son similares a los de los otros tejidos, con la

particularidad de que en el ojo no hay vasos en la córnea y los fenómenos vasculares de la

inflamación corneal ocrlrTen en los vasos situados en el limbo esclero corneal v en el iris.
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Los signos de inflamación corneal se producen en el segmento anterior y en la propia

córnea.

La respuesta inflamatoria en el segmento anterior se produce por la estimulación de las

terminaciones nerviosas sensitivas y Ia liberación de mediadores químicos de la

inflamación, que provocan en mayor o menor medida contracción del músculo liso,

vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular y rupfura de la barrera hemato-

acuosa. El conjunto de todos estos signos se traduce en la aparición de hiperemia de los

vasos del limbo, miosis y presencia de células en la cámara anterior.

Los signos de la inflamación en la córnea dependen de la presencia de edema e

infiltrado inflamatorio y de la lesión tisular. Consisten en grados variables de pérdida de

transparencia, originada por la aparición de edem4 infiltración, necrosis, fibrosis y

neoformación de vasos en la córne4 mayor hidratación y pérdida de epitelio (erosión), de

estroma (adelgazamiento) y pérdida combinada de epitelio y estroma (úlcera) (Carreras y

col.,  1995).

Es probable que una abrasión de la córnea o cualquier condición que lleve a la pérdida

del epitelio produzca iáreas de tumefacción y turbidez corneales. Afortunadamente, el

epitelio corneal se regenera rápidamente y normalmente la hidratación excesiva de la

córnea es leve y transitoria (Waltman y Hart, l9S8). En repuestaalalesión del estroma los
queratocitos emigran alazona de la herida y se transforman en fibroblastos. Estas células

contribuyen a los procesos cicatriciales reparadores mediante la proliferación y formación

de colágeno (Arffa, 1992). Cuando el proceso ulcerativo alcanza las capas profundas de la

córnea, se detiene en la membrana de Descemet, membrana muy resistente a los enzimas

proteolíticos liberadas en las reacciones inflamatorias aunque tiene poca resistencia

meciinica. El empuje de la presión del humor acuoso provoca que la membrana haga

prominencia hacia fuera y se origina lo que se denomina un descemetocele. Los

descemetoceles pueden romperse por pequeños traumatismos y dar lugar a una perforación

corneal (Carreras y col., 1995). Cuando tras una lesión se produce una pérdida de células

endoteliales, las células vecinas cubren la zona que ha quedado vacía, dando como

resultado un aumento del área celular y una disminución de la densidad celular. Las células

endoteliales pueden conservar su función a pesar de su enorme aumento de tamaño, pero si
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la destrucción de esta capa es muy extensa se produce una hidratación corneal excesiva que

conlleva a una tumefacción y pérdida de transparencia muy marcadas y algunas veces

permanente (Waltman y Hart, 1988)

Los procesos cicatriciales reparadores no producen colágeno estromal ordenado por lo
que se producen pérdidas de transparencia 

, 
permanentes, a veces acompañadas de

neovascularízación. Esta vasculanzación de la cómea se considera un mecanismo de

defens4 por medio de la cual la córnea trata de eliminar influencias tóxicas.

Las inflamaciones corneales son enfermedades graves porque constituyen una amenaza

parala visión, ya que producen alteraciones en la transparencia y en la curvatura corneal y

por las posibles complicaciones derivadas de la perforación del globo ocular como

hipotonía, glaucoma o cataratas.

Durante los últimos años una parte de la investigación oftalmológica se ha centrado en

estudiar en qué medida los metabolitos derivados de la COX participan en la respuesta

inflamatoria comeal. Entre los numerosos cambios bioquímicos que acontecen en un
proceso inflamatorio de este tipo, uno de ellos es la formación de diversos mediadores
inflamatorios. Entre ellos, los metabolitos de la COX estan considerados unos de los
mediadores mas importantes.

Se ha documentado la síntesis a nivel ocular de todos los derivados del AA por la vía
de la COX. Las cantidades sintetizadas no están en fi.mción únicamente del tipo de tejido,

sino que también dependen de la especie animal. La itvea y la conjuntiva son los tejidos

oculares en los que tienen lugar la síntesis de la mayor cantidad de PGs (tabla III).

La retina, el cristalino y la cómea también son capaces de sintetizar derivados de la
COX. Sin embargo estos tejidos poseen una actividad enzimática mucho más baja que la
conjuntiva y la úvea anterior (Kulkarni, 1990). Hay que destacar que los metabolitos de la

COX en la cómea difieren de unas capas a otras: los metabolitos mayoritarios del epitelio

son la PGFz" y la PGEz. El estroma, que es la capa con mayor metabolismo, forma PGIz y

TXA2. Y el endotelio produce PGFzu, PGEzy PGDz(Bazan, 1985a).
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% Metabolitos de la COX

Especies Conjuntiva Uvea anterior

Conejo albino 47* l 35,T i 0,7

Perro 5,3 + 0,3 13,2 * 1,2

Gato 73,7 *0,2 48,5 + 3

Vaca N.I. 3,6 i 0,2

Hombre N.I. 26,9 + 0,5

Hurón 10,8 ! 0,2 N.I.

Mono 24,3 *.4,2 2,1 + 0,7

Tabla III: METABOLITOS DE LA cox EN CONJLTNTIVA y uvEA
ANTERIOR DE DIFERENTES ESPECIES ANIMALES (Kulkarni, 1990).

La mayor evidencia de que las PGs son agentes proinflamatorios oculares procede de

experimentos realizados en conejos. Las PGs aparecen en el humor acuoso de conejos

después de una parecentesis, una lesión térmica o mecánica y al mismo tiempo se observa

un aumento de la PIO y un aumento de la concentración de proteínas en el humor acuoso

(Bhattarcherjee, 1989). Sin embargo en primates la respuesta a la paracentesis es de menor

magnitud (Kass y col., l97S).

Por otra parte, durante la uveítis inducida por endotoxina, el aumento de los niveles de

PGs en el humor acuoso coincide con el momento del pico de la reacción inflam atona
(Bhattacherjee, 1975). Eakins y col. (1972 a,b) también observaron lo mismo en conejos

con una inflamación de tipo'inmunogénica y en humanos con una uveítis anterior azuda.

Las PGs'est¿án fundamentalmente implicados en la vasodilatación y en aI aumento de

permeabilidad vascular, lo cual explica la inyección ciliar y el incremento de las

proteínas y macromoléculas en el humor acuoso. Las principales PGs que intervienen en

estas acciones son la PGIz, PGEz y PGFz" (Bhattarcherjee, 1989). Por otro lado, la pGEr y

la PGEz poseen un efecto inhibidor sobre el quimiotactismo y la fagocitosis de los

neutrófilos y macrófagos. Ninguna de las PGs esfudiadas hasta el momento han sido

capaces de producir miosis en humanos (Alió y col., 1995) y en conejos (Bhattarcherjee,

J )
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1989). Sin embargo en otras especies animales, como el gato, la aplicación tópica de pGEz

y PGFzo produce miosis (Bito y col., 1989).

Las PGs ejercen un papel destacado en la rotura de la barrera hemato-acuosa. Se
sabe que el aumento de la liberación de la PGEz en el humor acuoso está relacionado con la
ruptura de la ba:rera hemato-acuosa (Bhattacherjee, 1989). La principal fuente de pGs en el
humor acuoso es el cuerpo ciliar, el cual es capaz de sintetizar una gran variedad de
metabolitos del ácido AA, aunque en algunas situaciones la córnea o el cristalino pueden

contribuir a la cantidad total de estos metabolitos encontrados en el humor acuoso (Bazan,

1e89).

También hay que destacar que en especies superiores como el mono o el hombre, la

aplicación tópica a dosis bajas de PGEz y PGFzo produce una disminución de la pIO sin

causar inflamación ocular. Pero el tratamiento prolongado con PGFzo provoca hiperemia en
la conjuntiva y aumenta la sensibitidad de los tejidos corneales en el hombre ( Bito, 1987).
Por tanto se puede decir que las PGs poseen acción hipotensora ocular dependiendo de la
dosis y de la especie.

La producción de PGs por parte de la córnea ante una inflamación depende tanto del
tipo de estímulo que produce la lesión como de la capa de la cómeaafectada.

En estudios realizados en conejos se ha enconhado que las diferentes capas de la
córnea sintetizan PGs de forma progresiva. Así tras una lesión criogénica, el epitelio y el
estroma son las primeras capas que aumentan la síntesis de PGs. La respuesta del epitelio
es rápida pero de corta duración ya que a los 5 días de la lesión, los niveles de pGs

epiteliales vuelven a alcatuar los valores fisiológicos normales. El estroma responde con la
misma rapidez que el epitelio pero su respuesta es más duradera, ya que a los 15 días
después de Ía lesión los niveles de PGs estromales todavía se mantienen elevados. por

último, el endotelio responde más lentamente que las capas anteriores. En esta capa el
incremento de la síntesis empieza a ser manifiesto 5 días después de la lesión, pero at igual
que el estroma la respuesta es sostenida (Bazan y col., 1985a).

Por otra parte, como hemos citado anteriormente, el tipo de PGs producido también
depende de la naturaleza dei estímulo lesivo. Por ejemplo, mientras que en una lesión
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criogénica las PGs mayoritarias originadas son la PGFzcy la PGEz (Bazan, 1989); después

de una infección por herpes virus se generan fundamentalmente PGIz, PGFzo y TXA:.

Actualmente se sabe que las PGs participan en la formación del edema y la

neovascularización comeal. Mediante estudios farmacológicos realizados tanto en conejos

como en ratas, se demostró que la administración tópica de fármacos inhibidores

específicos del enzima COX dwante el proceso inflamatorio disminuían los síntomas del

edema y reducían el período de neovascularización de la córnea (Verbey y col., 1988;

Haynes y col., 1989).

4.5.- Efectos de la PGEz sobre el endotelio corneal

En los últimos años se ha demostrado que la PGEz afecta a la función del endotelio

corneal tanto en condiciones normales como patológicas.

Cuando las células endoteliales se aíslan y se mantienen en cultivo se ha demostrado

que la PGEz es el metabolito del AA que se sintetiza en mayor cantidad (Neufeld y col.,

1986; Gerristen y col., 1989; Jumblau, 1994) aunque in vivo los niveles de pGEz

sintetizados por estas células son mucho más bajos (Bazan y col., 1985b; Bazan,lgST).

Los estudios farmacológicos realizados por Jumblatt y Paterson han permitido

identificar en células endoteliales de conejo un receptor específico de PGEz del subtipo Epz

acoplado a la producción de AMPc (Jumblatt y Paterson, l99l; Jumblatt, 1994). Otros

estudios realizados en tejidos oculares porcinos también han evidenciado la existencia de

un receptor EPz en estas células (Zhao y Sichi, 1995).

Las acciones fisiológicas de la PGEz no están totalmente definidas. Estudios realizados

con células en cultivo revelaron que la PGEz ayuda a mantener la forma hexagonal

característica de este tipo celular (Neufeld y col., 1986; Jumblatt, lg94). También ha sido

observado que la PGE, es un factor autocrino que modula el crecimiento y la

diferenciación celular, comportándose como un inhibidor de la mitosis (Jumblatt, lgg4).

Por otra Part€, se supone que la PGEz debe afectar a los procesos de cicatrización

corneal in vivo, ya que se ha descrito un aumento de la concentración de PGEz en las

células endoteliales después de una lesión criogénica (Bazan y col., 1985a) y en el humor

acuoso tras diversos tipos de lesión corneal (Bazan, 1987; Skorpik y col., 19g7).

37

Síntesis de PGE2 en cultivo primario de endotelio corneal bovino:efectos de fármacos antiinflamatorios.María Cristina García Cabanes

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant.1997



Introducción

De la misma forma que en el ojo la PGEz media la ruptura de la barrera hemato-acuosa,

en el endotelio media la ruptura de las uniones existentes entre las células que forman la

capa del endotelio, produciendo de este modo un aumento de la capacidad de migración

celular a la zona endotelial dañada y una concomitante disminución de la capacidad de

expansión que poseen estas células (Joyce y col., 1995).

En los últimos estudios in vitro realizados con el objeto de poder establecer el papel

que desempeña la PGEz durante la lesión corneal y los posteriores procesos de

cicatrización, muestran que tras una lesión las células del endotelio corneal responden

aumentando la producción de PGEz (Jumblatt y Willer, 1996). Este incremento se debe a la

estimulación de la PLA2,la PLC (Jumblatt y col., 1996) y de la COX-2 (Jumblatt y Willer,

1996) presentes en las células endoteliales.
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5.- FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

En el intento de controlar y tratar la inflamación podemos utilizar dos tipos de f¿írmacos

antiinflamatorios, los antiinflamatorios esteroideos (glucocorticoides) y los antiinflama-

torios no esteroideos (AINES). A pesar de que presentan mecanismos de acción diferentes,

el efecto de todos estos fármacos se produce mediante la inhibición de la síntesis de PGs.

Los esteroideos son los antiinflamatorios más potentes y con mayor aplicación clínica, pero

no están libres de complicaciones. Los AINES muestran menos efectos secundarios, pero

su actividad antiinflamatoria es menor con respecto a los anteriores.

5. L.-Glucocorticoides

La acción de los glucocorticoides depende de su unión con receptores situados en el

citoplasma celular. Estos receptores son miembros de una gran familia de receptores

citosólicos que incluye también a los receptores de otras hormonas esteroideas, como la

progesterona y los estrógenos, de la hormona tiroidea" del ácido retinoico y de la vitamina

D (Evans, 19SS). La mayoría de las células expresan receptores de glucocorticoides aunque

la densidad de los receptores puede diferir de una célula a otra (Barnes y Adcock, 1993).

Como consecuencia de la unión se producen cambios conformacionales en la proteína

receptora que incrementan su afinidad por los sitios aceptores de la cromatina nuclear; ello

provoca un proceso de trasnlocación hacia el núcleo. La unión del complejo

glucocorticoide-receptor aI ADN en el núcleo celular provoca un incremento o un descenso

de la transcripción del material genético (Bames y Adcock, 1993).

Gran parte de las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides se basan en la

interferenciade la actividad enzimática de la PLAz. Cuando el complejo glucocorticoide-

receptor se une a un lugar específico en el ADN, induce la síntesis de unas proteínas

denominadas lipocortinas. Estas proteínas actuan como antifosfolipasas, ya que poseen la

capacidad de unirse los fosfolípidos de membrana aniónicos en presencia de calcio

bloqueando de este modo el acceso de la PLA: a su sustrato. De este modo se impide la

liberación del AA y por consiguiente la formación de sus derivados tales como pGs, LTs y

PAF (Davidson y Dennis, 1989). De todas formas existen algunos tipos de células que no
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forman lipocortinas como respuesta a los glucocorticoides (Barnes y Adcock, 1993; Flower

y Rothwell, 1994).

Por otro lado, otros efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides se deben a su

efecto inhibidor sobre la transcripción de enzimas implicadas en el proceso de formación

de mediadores lipídicos. Los glucocorticoides inhiben la transcripción del gen que codifica

la PLAzc inducida por citocinas (Schalkwijk y col., 1991). Estudios realizados en

monocitos también han desvelado el papel inhibidor de los glucocorticoides sobre la

expresión de la COX-2 inducida por lipopolisac¿íridos bacterianos o citocinas (Fu y col.,

1990; O'Banion y col., 1992) que conlleva a una disminución de la síntesis de PGs.

También son capaces de inhibir la transcripción de los genes que codifican mediadores

relevantes en los procesos inflamatorios crónicos tales como: IL-l, lL-3,IL-4,IL-5,IL-6,

IL-8 y TNFa (Barnes y Adcockck, 1993).

Los glucocorticoides mejoran notablemente los signos y síntomas de las inflamaciones

y en este momento constituyen la terapéutica más eftcaz frente a la mayoría de las

inflamaciones ocula¡es. Los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides son
inespecíficos y no afectan a la causa de cualquier proceso ocular, proporcionando gna

protección temporal a los tejidos implicados, pero usados adecuadamente pueden controlar

los efectos dañinos de la inflamación ocular y constituir la diferencia entre la preservación

de la visión y su pérdida (Carreras y Jordano, 1995).

A parte del potente efecto antiinflamatorio, los glucocorticoides producen efectos no
deseados en el organismo. Por eso a nivel ocular, cuando la formulación del fármaco y la
patología lo permitan, se usará la vía tópica (Tabla IV) de forma que se reduzca su
capacidad de difusión con el fin de circunscribir su acción al nivel local y restringir la
acción sistémica. En cualquier caso la aplicación tópica a nivel ocular causa numerosos

efectos sectmdarios:

- Alteraciones musculares: ptosis, midriasis moderada, alteraciones en la acomodación.
- Retraso de la epitelizacíóny cicatización de las heridas.
- Disminución de la resistencia a la infección.

- Elevación de la PIO y glaucoma de ángulo abierto en individuos predispuestos.
- Cataratas.
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Débiles Medroxiprogesterona 1 oá

lntermedios Hidrocortisona IYo

Fluormetolona0,l%o

Fluorcinolona0.025Yo

Fluormetolona0.25 Yo

Clobetasona0,IoA

Potentes Clobetasona0,5Yo

Fluormetolona acetato 0.25%

Dexametasona},lYo

Betametasona0,lYo

Prednisona 0,1olo

PrednisolonalYo

Tabla IV: GLUCOCORTICOIDES DISPONIBLES pOR VIA TOPICA

(Caneras y Jordano, 1995)

5.2. AINES

Otra posible altemativa al tratamiento de la inflamación son los AINES. Su mecanismo

de acción se fundamenta en la inhibición de la actividad de la COX, por consiguiente

impiden la producción de PGs, PGIz y TXs (Vane y Botting, 1937). Son menos potenres

como antiinflamatorios que los glucocorticoides pero presentan menos complicaciones

locales que estos. Adem¿ís de su acción antiinflamatoria son analgésicos y antitérmicos.

Es preciso destaca¡ que tras la identificación de la COX-2, COX inducible (Simmons y

col., 1989) cuya actividad está ligada fundamentalmente a estímulos de tipo inflamatorio

como se describió en el apartado 1.2. de esta misma sección, no han cesado los intentos por

conseguir inhibidores selectivos de la misma (Gans y col., 1990; Hirschelmann y col.,

r99l; Bendele y col., 1992; Futaki y col., 1993; Mansferrer y col., 1994 (a); oullet y

Percival, 1995).

Pero por el momento todos los AINES utilizados en terapéutica inhiben tanto la

actividad COX-I como IaCOX-2. Esto significa que los AINES actuales bloquean tanto la
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Introducción

producción de PGs proinflamatorias (vía COX-2) como la producción fisiológica de las

mismas en órganos tales como el estómago o el riñón (vía COX-l). El desarrollo y uso de
AINES selectivos frente ala COX-2 podría eliminar las reacciones adversas asociadas a la

inhibición de la COX-I a la vez que proporcionaría la acción antiinflamatoria (acción

terapéutica) deseada derivada de la inhibición de la COX-2.

El mecanismo molecular por el que los AINES inhiben la actividad de la COX no es
idéntica sino que difiere entre sí. Por ejemplo en el caso del ácido acetil salicílico se
produce una acetilación irreversible del enzima, mientras que indometacin4

meclofenamato y flurbiprofeno también provocan una inhibición irreversible pero sin

modificación covalente del enzima. Sin embargo, otros AINES como ibuprofeno, ácido

flufenámico y sulindaco son inhibidores reversibles que compiten con el AA por los sitios

de unión aI enzima (Smith, 1989; Mitchell y col. 1994).

Al igual que ocurría en el caso de los glucocorticoides, para evitar la aparición de los
efectos indeseables en su aplicación por vía general en la terapéutica antiinflamatoria

oftalmológic4 así como para mejorar su penetración podemos recurrir a la administración

de AINES por vía tópica. De todas formas una cantidad significativa de los mismos
alcartza la circulación general tras su administración tópica por medio de su absorción por

el sistema de excreción lacrimonasal (Flach,l9g2).

En la actualidad disponemos de tres diferentes AINES en forma tópica para su
administración a nivel ocular en forma de colirio:

- Diclofenac sódico 0,1%

- Ibuprofeno 0,03oA

- lndometacinalYo

La toxicidad más frecuente que originan por vía tópica es la aparición de hiperemia,
picor y sensación de quemazón tras su instilación. La aparición de reacciones alérgicas y de
hipersensibilidad se han presentado con todos ellos ( Ruiz-Moreno y Alió, 1995).
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Obietivos

Debido a que el endotelio corneal está desprovisto de elementos vasculares y neuraies,

se suponía que los mediadores que intervenían en los procesos inflamatorios y reparadores del

mismo llegaban a través del humor acuoso o se producían en los tejidos adyacentes. Sin embargo,

una vez demostrado que las células de este tejido son capaces de sintetizar per s¿ factores de

crecimiento o mediadores inflamatorios, las investigaciones de estos últimos años se han

encaminado a intentar dilucidar los posibles factores y mecanismos que intervienen en la

producción de los mismos. Así pues, el objetivo general de la presente memoria está orientado

al estudio de la síntesis de PGEz por las células del endotelio corneal bovino en cultivo, para lo

cual nos planteamos los siguientes objetivos concretos:

1.- Estudio de la acción de diferentes agentes estimulante de naturaleza diversa sobre la

síntesis de PGEz.

2.- Modulación de la síntesis de PGEz por fármacos antiinflamatorios que impiden la

síntesis de la misma.
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Material y Métodos

1.. CULTIVO DE LAS CELULAS DEL ENDOTELIO CORNEAL

1.1.- Cultivos primarios

En la realización del presente tabajo se utilizaron cultivos primarios en monocapa de

células endoteliales corneales bovinas (CECB). Para el aislamiento de las CECB se utilizaron

de 18 a 24 ojos de reses bovinas recién sacrificadas en el matadero Municipal de Alicante. El

transporte de los ojos desde el matadero al laboratorio se llevó a cabo en menos de una hora

en un frasco de vidrio estéril sumergido en hielo.

Las células se obtuüeron con algunas modificaciones siguiendo el método propuesto

MacCallum y col. (1982). En primer lugar se lavaron los ojos con un tampón fosfato salino

de Dulbeco (PBS) estéril que contenia 200lJI/ml de penicilina, 5O¡rg/ml de gentamicina y

2,5pg/ml de amfotericina B. Se fijó el globo ocular con la ayuda de dos pinzas sobre una placa

Petri. Se hizo una incisión perforante en la córnea con una hoja de bisturí y se cortó un botón

corneal. Este se depositó con la cara endotelial hacia arnba en una de las cavidades de un

estuche de lentillas estéril. Seguidamente se cubrió la superficie endotelial con 100¡rl de una

solución de tipsina-EDTA (tripsina (1:250) al 0,05% y ácido etilendiamintetracetico (EDTA)

0,54mM), incubándose durante 15 minutos a37"C. Una vez transcurrido este tiempo se paró

la acción de la tripsina añadiendo un volumen igual al de la solución tripsina-EDTA de medio

completo. Este medio completo (medio A) contenía una mezcla de medio Dulbeco modificado

porEagle (DMEM), suplementado con 3,TglldeNaHCOr, más el medio nutiente HAM-Fl2

(v/v) complementada con un 20% de suero fetal bovino (desactivado previamente a 60"C

durante 40 minutos), 50¡rg/ml de gentamicina y 2,5¡tglml de amfotericina B. A continuación

se raspó suavemente la superficie endotelial con ayuda de un raspador metalico. Las CECB

se obtuvieron entonces aspirando con una micro-pipeta y finalmente se depositaron en 2 ml

de medio completo en uno de los pocillos de una placa de cultivo de 6 pocillos. En cada

pocillo se sembraron las GECB extraídas de una única córnea (Figura 5).

Las CECB se mantuvieron en un incubador (BB16; Heraeus, Alemania) a37"C,bajo

una atmósfera húmeda que contenía un 5% de COz, hasta que alcanzaron la confluencia

(aproximadamente l0 días). Durante este tiempo se hicieron cambios de medio cada2 días

utilizando, en este caso, medio completo con un 10% de suero fetal bovino (medio B).
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Botón corneal

+ l00pl tripsina-EDTA

+ 100p1medio A

Raspado superficial

Aspiración de células endoteliales

Sernbrado en 2ml de medio A

@lacas de 6 pocillos)

I 

tr min,37.c

FiguTa 5: PROTOCOLO DE CULTIVO DE CELULAS DEL ENDOTELIO CORNEAL BOVINO
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Material y Métodos

1..2.- Subcultivos

Unavezalcanzada la confluencia las CECB se subcultivaron. Primero se lavaron las

células con una solución de PBS estéril y luego se incubaron con 1 ml de una solución de

tripsina-EDTA a37"C y 5%o de COz durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se detuvo

la acción de la tripsina añadiendo 1 ml de medio B. Las células se despegaron de los pociilos

con ayuda de un raspador estéril de pkástico. Unavezdespegadas se centrifugaron (centrífuga

GS-6 Beckman) suavemente a 200 xg durante 10 minutos y el precipitado celular se

resuspendió en 3 ml de medio B.

La viabilidad de las células, generalmente superior al90yo, se determinó tomando una

alícuota de la suspensión final y mezcl¿Índola a igual volumen con una solución al0,04%o de

azul tripán. El rendimiento medio de esta preparación celular fue de 3 a 5 millones de células.

A continuación la suspensión celular se diluyó hasta 120.000-150.000 células por ml

de medio B, dependiendo del número total de céluias obtenido. Una vez diluida la suspensión

celular, se sembró en placas de24 pocillos arazónde 120.000-150.000 células/pocillo (Figura

6). Las placas se mantuvieron en las mismas condiciones de incubación que las placas del

cultivo primario hasta que las células volvieran a alcat:zar la confluencia (aproximadamente

8 días), momento en el que se utilizaron para larealizacíón de los experimentos.

En todos los experimentos se utilizaron células confluentes con un único pase de

tripsina.

La confluencia la definimos como el momento a partir del cuál las células cubren toda

la superficie de los pocillos de una placa.
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Lavado de monocapa de celulas endoteliales PBS estéril

+ lml de tripsina-EDTA

Coleccién de células

Centrifugación (900 rpm, l0 min)

Precipitado: resuspensión en 3 ml de medio B

Alícuota: recuento celular

Dilución suspensión celular: 120.000-150.000 cels/ml

(Placas de 24 pocillos)

I 
s rio, 37'C,5yo coz

I
Y
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Material y Métodos

2.- SINTESIS DE PGEz POR LAS CELIILAS DE ENDOTBLIO CORNEAL BOVINO

2.1- Síntesis de PGEz en condiciones basales

. El objetivo fue determinar el curso temporal de la síntesis basal de PGEz con el fin

de definir el tiempo óptimo para estudios posteriores.

Para ello las células se incubaron a 37"C y 5% de COz (estas condiciones se

mantuvieron constantes a lo largo de todos los experimentos) con medio B fresco durante 3,

6, 12,24 y 48 horas. Transcurridos los tiempos de incubación propuestos se colectaron los

medios y se almacenaron a -80"C hasta el momento de la determinación de los niveles de

PGEz. Tras la recolección de los medios, las células de cada pocillo se despegaron para la

posterior determinación de ADN. La determinación de PGEz y ADN se realizó siguiendo el

protocolo descrito en los apartados 4 y 5 respectivamente.

2.2.-Efectos del AA exógeno y el ionóforo del calcio Az¡r¿z

El propósito de estos experimentos fue estudiar las posibles modificaciones de la

síntesis de PGEz producidas por la acción del AA (suplemento exógeno del sustrato de la

COX) y del ionóforo del calcio Aztrct (Azrraz) (sustancia que estimula la PLA:).

El protocolo experimental se detalla a continuación: las células se preincubaron con

medio B fresco en ausencia (condiciones basales) o presencia de los siguientes agentes: Azttst

lOptM, AA lOpM o la combinación de ambos durante 10, 30, 60y r20 minutos.

Transcruridos los tiempos de incubación propuestos, los medios se colectaron y almacenaron

a -80"C para la posterior cuantificación de PGEz. Seguidamente las células se incubaron

nuevamente con medio completo fresco B, en ausencia de los agentes estimulantes propuestos,

druante 24 hciras. A continuación se colectaron los medios para determinar los niveles de PGEz

24 horas después de haber sido estimulada su síntesis durante 10, 30, 60 y 1.20 minutos con

los agentes anteriores como se describe en el apartado 4. Tras la recolección de los medios,

las células se procesaron para la determinación de ADN según se describe en el apartado 5.
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2.3.- Curso temporal de la síntesis de PGEz inducida por el ionóforo del calcio Azstat

El propósito fue estudiar el curso temporal de la producción de PGEz modulada por el

aporte de Az¡rsz.

El protocolo experimental comenzó preincubando las células con medio B fresco

durante l0 minutos, tiempo tras el cual se añadió a los diferentes pocillos el agente estimulante

Azttst 10¡rM, exceptuando los pocillos destinados a la síntesis basal. Tras 10 minutos de

aplicación del tratamiento se retiraron los medios de cultivo (almacenándolos a r80oC para la

posterior determinación de PGEz) y las células se incubaron durante 3,6,12,24,36 y 48 horas

con medio B fresco. A medida que se fueron cumpliendo los tiempos de incubación se

colect¿ron los medios para procesarlos como se describe posteriormente.

3.- EFECTO DE FARMACOS SOBRX, LA SINTESIS DE PGEz INDUCIDA POR

DIFERENTES AGENTES ESTIMULANTES

El estudio de diferentes fármacos sobre la síntesis de PGEz se realizó utilizando como

estímulo de la síntesis Azznt y el lipopolisac¿irido de Salmonella typhimurium (I-PS),

endotoxina bacteriana que posee la capacidad de estimular la PLAz y la CoX-2.

Para ello escogimos fármacos antiinflamatorios inhibidores de la síntesis de PGEz

con diferentes mecanismos de acción:

- Indometacina y diclofenac, pertenecientes a grupo de los antiinflamatorios no

esteroideos (AINES), que actuan inhibiendo simultáneamente la COX-I y COX-2.

- Prednisolona y dexametasona, correspondientes al grupo de los antinflamatorios

esteroideos (glucocorticoides), que actuan inhibiendo la PLAz y la COX-2.

El prótocolo experimental empezó preincubando las células durante 10 minutos con

medio B fresco (pocillos control) o medio B fresco que contenía indometacina 0,lnM-lO¡rM,

diclofenac 0,lnM-1OpM, prednisolona 0,3-30¡rM o dexametasona 0,3-30¡"rM. Seguidamente

se añadió el agente estimulante (Azlsz 1O¡rM o LPS 1¡rg/ml) a los pocillos conespondientes.

Las células se incubaron en estas condiciones durante 10 minutos tras los cuales se retiraron

los medios (que se colectaron para posterior determinación de PGEz) y las células se incubaron

por segunda vez, durante 24 horas, con medio B fresco en ausencia (grupo control) o
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los medios para determinar los niveles de PGEz y las células se procesaron para la

determinación de ADN, tal y como se describe en los apartados 4 y 5.

Los parámetros que definen el efecto de los fiírmacos estudiados sobre la síntesis de

PGEz por CECB fueron calculados mediante regresión no lineal, ajustando los datos a la

ecuación clásica de la curva dosis-respuesta, obteniendo así la eficacia de acción (efecto

máxímo eno/o) y potencia de acción (IC:o) de los f¿irmacos estudiados.

Tanto los agentes estimulantes como los fármacos utilizados, a excepción del LPS y

diclofenac que son solubles en agua, se disolvieron en dimetilsulfóxido (DMSO) o en etanol

absoluto. A partir de soluciones concentradas se prepararon las distintas diluciones en medio

completo de forma que la concentación de DMSO o de etanol absoluto en los pocillos nunca

fue superior aI},lYo, concentración que no afecta a la síntesis de PGEz tal como se estableció

en controles previos.

4.- CUANTIFICACION DE Los NTVELES DE PGEz EN EL MEDIO DE CULTIVO.

La cuantificación de los niveles de PGEz en el medio de cultivo se realizó utilizando

un radioinmunoensayo (RIA) específico ([I25I]PGE2 ). Para ello, las muestras se atemperaron

y se centrifugaron (centrífuga Biofuge 15 Heraeus, Alemania) a 13.800 xg durante 5 minutos.

El sobrenadante resultante se diluyó (1:20) con tampón de ensayo del RIA y se utilizó para la

determinación de PGEz.

Este método está basado en la unión competitiva entre un antígeno marcado

radioactivamente (Ag*), en nuestro caso un aniílogo iodado de la PGEz, denominado

comunmenté trazador y otro no marcado (Ag), PGEz de los estandares o muestras, por un

número determinado de sitios de unión de un anticuerpo anti-PGEz (Ac). La separación del

complejo Ag*-Ac del Ag* libre en exceso es llevada a cabo mediante la precipitación del Ac

unido al trazador con poiietilenglicol en presencia de una y- globulina que actúa como

transportador. Después de centrifugar (centrífuga GS-6 R Beckman) a 2000 xg durante 5 min

a 4oC, el sobrenadante que contiene el Ag* libre se decanta y el precipitado conteniendo el

complejo Ag*-Ac se cuenta en un contador Gamma (Cobra II Autogamma; Packard) durante
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1 minuto. Los valores obtenidos de los estandares expresados en cpm y transformados

posteriormente en ¡rg PGEz /ml se utilizaron para construir uxa curva patrón a partir de los

cuales se determinaron por interpolación las concentraciones de PGEz de las muestras. El

límite de detección de RIA fue de 10 pg/ml.

5.. DETERMINACION DE ADN

La concentración de ADN se determinó siguiendo el método descrito por Rago (Rago

y col., 1990) con algunas modificaciones. Tras la recolección de los medios al finalizar el

experimento colrespondiente las células se lavaron con una solución de PBS. Luego se

incubaron con 1 ml de una solución de tripsina-EDTA a 37'C y 5Yo de COz durante 10

minutos. Transcurrido este tiempo se despegaron las células de cada pocillo raspando la

superficie de los mismos con la ayuda de la punta de una pipeta Pasteur de plástico. Una vez

despegadas, las células de cada uno de los pocillos se transfirieron a viales Eppendorf. Se

centrifugaron (centrífuga Biofuge 15 Heraeus, Alemania) a 13.800 xg dr:rante 10 minutos, los

precipitados celulares obtenidos se resuspendieron en lml de agua desionizada y se congelaron

a -80'C. El día de la determinación de ADN las células se descongelaron a temperatura

ambiente y a cada vial se le añadió 500p1 del fluorocromo Hoechst 33258 1¡rM. La solución

del fluorocromo l¡rM se rcalizó en el tampón TNE (tris (hidroximetil)-aminometano (Tris)

10mM, NaCl 2M, EDTA lmM) a partir de una solución concentrada (1 mg/ml) en agua

desionizada.

Las medidas se realizaron en un espectrofluorímetro (SLM-S000C) con una ,1. de

excitación de 350 nm y una ,1. de emisión de 460 nm. La concentración de ADN de las

muestras se determinó a partir de una curva patrón de ADN (mdrnl), empleando ADN de timo

de ternero como est¿índar.
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6.. ANALISIS Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos experimentalmente se expresan como pg PGEz/ mg ADN.

El número de experimentos n:2 realizados por triplicado representados en la sección de

resultados corresponde a aquéllos en los que el nivel de PGEz obtenido tras 10 minutos de

incubación en presencia o ausencia de algún agente estimulante incrementó como mínimo 10

veces Í:as24 horas de incubación en ausencia o presencia de ese mismo agente estimulante,

dependiendo del tipo de experimento.

Análisis estadístico: se realizó un ANOVA de doble vía para la comparación de 3 o más

grupos y un test de "t" de Student no pareada para la comparaciónde2 grupos, considerando

como límite de significación estadística p<0,05.

7.- REACTIVOS

PBS, DMEM, HAM-Flz, suero fetal bovino, tripsina, A:lsz, LPS, AA, ADN,

fluorocromo Hoechst 33258,prednisolon4 dexametasona e indometacina fueron sumistrados

por Sigma (St. Louis, MO. EE.W.)

El diclofenac fue cedido por Ciba-Vision Ophthalmics (Hettlingen, Suiza).

El RLA de PGEz fue suministrado por Dupon (NEN Research Products, Boston, MA

EE.UU.).

Todo el material de cultivos fue suministrado por Costar (Cambridge,lnglatena).

El resto de materiales y reactivos cuyo origen no se ha especificado fueron de grado

analítico suministrados por Sigma, Merck o Panreac.
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Resultados

1.- LIBERACTON DE PGEz PoR LAS CELULAS DE ENDOTELIO CORNEAL

BOVINO

El primer objetivo de esta memoria fue describir la liberación basal de PGEz por las

CECB en nuestras condiciones experimentales y en función del tiempo. Para ello, las células

se incubarona3T"Cy 5oACOzconmedio completo fresco durante 3,6,12,24,36y48 horas.

Como muestra la figura 7, la síntesis basal de PGEz aumentó progresivamente hasta

alcatuar valores de3,97+0,36 ¡rgPGEz/mgADN alas24 horas de incubación, tiempo apartir

del cual no se observó un aumento significativo de los niveles de PGEz en el medio de cultivo.

En base a estos resultados elegimos 24 horas como tiempo óptimo de liberación de

PGEz para la realización de experimentos posteriores.

30

Tiempo(horas)

FIGURA 7.- LIBERACION DE PGEz PORLAS CELULAS DE ENDOTELIO CORNEAL BOVINO

Las células se incubaron con medio completo fresco a 37"C y 5Yo de COzy se determinó la liberación de pGEz

en el medio de cultivo a tiempos crecientes tal y como se describe en material y métodos.

Los resultados conesponden a 2 experimentos realizados por triplicado utilizando cultivos celulares diferentes
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2.- EFECTO DEL IONOFORO DEL CALCIO Azsrc¡ Y ACIDO ARAQUIDONICO

EXOGBNO SOBRE LA SÍNTESIS DE PGEZ

2J.-Aülización del AA exógeno para Ia síntesis de PGEz

La finalidad de este estudio ñre determinar si las CECB utilizan el AA exógeno como

sustrato para la síntesis de PGEz .

Pararealizar este estudio, las células se incubaron durante 10, 30, 60 y 120 minutos en

ausencia (condiciones basales) o presencia de AA 10pM. La concentración de AA utilizada

se eligió en función de los datos existentes en la bibliografía (Alperts y col., Iggz).TJnavez

finalizados los diferentes tiempos de incubación, los medios fueron colectados y reemplazados

por medio de cultivo fresco durante un periodo de 24 horas. Se hicieron dos determinaciones

de PGEz, una al terminar el primer periodo de incubación del AA (10, 30, 60 y 120 minutos)

y otra alas24 horas en ausencia de AA.

Como se aprecia en la figura 8.4 las células suplementadas con AA exógeno mostraron

un aumento progresivo de la producción de PGEz en función del tiempo de incubación con

respecto a las células en condiciones basales. De este modo, los niveles de PGEz obtenidos se

triplicaron a los 30 minutos de incubación con AA exógeno, alcatuándose valores 5 veces

superiores con respecto a la síntesis de PGEz en condiciones basales a los 120 minutos.

Al representar los niveles de PGEz l¡¡as 24 horas de incubación en ausencia del AA
(figura 8.b) se observó que independientemente del tiempo que éste había sido aplicado, la

producción de PGEz se igualaba al nivel de PGEz obtenido en condiciones basales.

Estos resultados demostraron que las CECB sí son capaces de utilizar el AA exógeno

presente en el medio como sustrato para la producción de PGEz, ya que en presencia del

mismo se inqrementaron los niveles de PGEz en el medio de cultivo mientras que al retirarlo,

los niveles obtenidos por las células a las que se les había suministrado inicialmente AA

exógeno y las que estaban en condiciones basales se igualaron.
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FIGURA 8.- UTILIZACION DEL ACIDO ARAQUIDONICO EXOGENO PARA LA SINTESIS DE PGEZ

Figura 8a.- Las células se incubaron en ausencia (O) o presencia de AA lOpM (l) durante 10, 30, 60 y 120
minutos. Se representan los niveles de PGEz en el medio de cultivo una vez finalizados los tiempos de incubación
propuestos (*p<0,05 vs basal).

Figura 8b.- Se representan los niveles de PGEz en el medio de cultivo |;as24 horas de incubación con medio
completo fresco de las células que previamente habían sido tratadas con AA 10pM (f) durante los tiempos
indicados en la figura 8a siguiendo el protocolo descrito en material y métodos. Se comparan los niveles de pGEz

con los obtenidos en condiciones basales (O).

Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado utilizando cultivos celulares diferentes.
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2.2.'Determinación del tiempo de incubación del ionóforo del calcio Az¡r¡2.

El ionóforo del calcio Az¡rez pertenece al grupo de los ionóforos carboxílicos y actua

como latuaderude intercambio iónico formando complejos liposolubles estables con cationes

divalentes, aumentando así el flujo del calcio extracelular al interior de la célula. por otra
parte, también es capaz de aumentar las concentraciones intracitoplasmáticas de calcio

mediante la movilización del calcio del interior del retículo endoplásmatico (Pressman,1976).

Este aumento de calcio activa la PLAz y como consecuencia produce la liberación de AA de

los fosfolípidos de la membrana plasmática.

Para estudiar el papel estimulante del Az¡raz sobre la síntesis de PGEz, se determinó

en primer lugar el tiempo de incubación necesario para observar su efecto. La elección de la

concentración del Az:tsz se basó en los datos existentes en la bibtiografia sobre el papel

activador del mismo sobre PLA2. La concentración elegida, 10pM, está definida como la

concenüación a la cual se obtiene la mayor actividad de la PLA: y la mayor liberación de AA

(Chakraborti y Michael, 1993).

Así pues, las células se incubaron durante 10, 30, 60 y l2}minutos en ausencia

(condiciones basales) o presencia de Az¡rsz o la combinación de Az:rsz con AA exógeno.

Tras ese tiempo de incubación los medios fueron colectados y reemplazados por medio

de cultivo fresco durante un periodo de24 horas. La determinación de PGEz se realizó al igual
que en el apartado anterior al finalizar el primer periodo de incubación, 10, 30, 60 y 120

minutos y a las 24 horas.

En la figura 9.a se aprecia que la producción de PGEz en las células estimuladas con

A¿¡tves tiempo dependiente, observándose un incremento significativo (p<0,05) conrespecto

a la síntesis basal a partir de los 30 minutos de incubación (0,19L0,02 ¡rg PGEz/mg ADN),

alcanz¿ándose el máximo nivel de PGEz a los 60 minutos (0,40+0,06 ¡rg PGEz/mg ADN),

tiempo a partir del cuál se mantuvo constante hasta los 120 minutos (0,37+0,09 pg pGEz/mg

ADN).

Por otro lado, el efecto del Az¡rsz en presencia de AA exógeno tuvo el mismo efecto

aunque en este caso el incremento en la síntesis de PGEz con respecto a la síntesis basal fue

máximo a los 30 minutos (0,37+9,08 10t pg PGEz/mg ADN), tiempo a partir del cual los

niveles de PGEz obtenidos se mantuvieron constantes hasta los 120 minutos.
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Los niveles de PGEz obtenidos al estimular con A¡ls7 sólo o en combinación con AA

solamente fueron diferentes significativamente a los 30 minutos, mostrándose similares entre

sí a partir de los 60 minutos de incubación (0,4010,06 pg pGEz/mg ADN y 0,31*0,04 ¡rg
PGEz/mg ADN respectivamente).

Sin embargo, al retirar el Az:tsz o la combinación de Az¡raz con AA exógeno del medio

de cultivo, e incubar estas mismas células dtrante 24horus (figura 9.b) con medio completo

fresco, se observó un aumento significativo (p<0,05) en los niveles de PGEz con respecto a

las condiciones basales. El aumento observado en la síntesis de PGEz fue independiente del

tiempo de estimulación previa en ambos casos. Además, al comparar el efecto de ambos

tratamientos sobre la síntesis de PGEz se observó que los niveles discurrieron de forma

paralela y sin diferencias significativas entre ellos.

Ante los resultados obtenidos, el tiempo de incubación del estímulo elegiclo para

determinar la síntesis de PGEz alas24 horas fue de 10 minutos.
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FIGURA 9.- DETERMINACION DEL TIEMPO DE INCUBACION DEL IONOFORO DEL CALCIO AZ¡ISZ
Se siguió el mismo protocolo experimental que en la figura 8.

Figura 9a.- Se representan los niveles de PGEz, transcu¡ridos los tiempos de estimulación propuestos (10-120

minutos) en ausencia (O) o presencia de A:¡rsz l0¡rM (l) o A:¡rsu lO¡rM+AA 10pM (A) ( *p<0,05, **p<0,005

vs basal; + p<0,005 vs A:laz).

Figura 9b.- Se representan los niveles de PGEz 24 horas después de fi¡alizar la incubación con A¡rsr 10pM (I),

Az:raz l0pM+AA 1O¡rM (A) o la síntesis basal (O) (*p<0,05 vs control).

Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado utilizando cultivos celulares diferentes.
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2.3.- Curso temporal de la síntesis de PGEz en células tratadas con Az¡raz.

Una vez establecido que la liberación de PGEz en las CECB en condiciones basales se

estabilizaba a partir de las 24 horas, tal y como quedó demostrado en el apartado 1 de los

resultados, y determinado que 10 minutos era el tiempo de incubación del Azslt necesario para

inducir un aumento en la síntesis de PGEz a ese tiempo, se realizó un estudio del curso

temporal de la liberación de PGEz inducida con Az¡rsz en CECB.

Para ello las células se incubaron dwante 10 minutos con A:¡rrz, periodo tras el cuál

el medio de cultivo fue reemplazado por medio de cultivo fresco donde se determinó la

liberación de PGEz a diferentes tiempos. Los tiempos de incubación elegidos fueron 3,6,lZ,

24, 36 y 48 horas. Paralelamente se realizó el mismo ensayo en condiciones basales.

Los resultados representados en la figura 10 mostraron que la síntesis de PGEz

inducida por Azrtsz se mantuvo sin variación durante el primer intervalo de tiempo estudiado
(3-12 horas), aumentando significativamente con respecto a la síntesis basat (p< 0,05) a partir

de las 24 horas alcanzando valores de 8,01+0,53 pg PGEz/mg ADN frente a 4,33+I,29 ¡tg
PGEz/mg ADN obtenidos en condiciones basales a ese mismo tiempo. Dicho incremento se

mantuvo sin cambios significativos durante las 36 y 48 horas de incubación.

Basándonos en los resultados obtenidos podemos decir que el tratamiento previo de
las CECB con Az¡tsz durante 10 minutos produce un aumento en la síntesis de pGEz que se

manifiesta alas24 horas sin observarse ningún incremento a partir de ese momento.
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FIGURA 10.. CURSO TEMPORAL DE LA SINTESIS DE PGEz EN CELULAS TRATADAS CON EL
IONOFORO DEL CALCIO Az¡rsu.

Los niveles de PGEz se midieron Fas 3, 6, 12,24,36y 48 horas de incubación con medio completo fresco. Las

células habían sido incubadas previamente durante l0 minutos en ausencia (O) o presencia d.e fu¡nr l0¡rM (f)

(*p<0,05 vs basal).

Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado utilizando cultivos celulares diferentes.
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3.- EFECTO DE FARMACOS SOBRE LA SINTESIS DE PGEz INDUCIDA POR A¡rsz.

3.1- Efecto de indometacina y prednisolona.

Se realizó un estudio preliminar con el fin de compara el efecto sobre la síntesis de

PGEz de 2 fátrmacos pertenecientes a distintos grupos de antiinflamatorios.

Se utilizó indometacina, perteneciente al grupo de los AINES, que inhibe de forma

irreversible la actividad de los dos isoenzimas de la COX (Gierse y col., 1995) y prednisolon4

perteneciente a los glucocorticoides, inhibidores de la PLAz y del isoenzima inducible de la

COX (COX-2) (Barnes y Adcock, 1993).

Este estudio se realizó tanto en condiciones basales de síntesis de PGEz como inducida

por el Azztst y utilizando la misma concentración para ambos fármacos (1 pM).Para ello, las

células se incubaron previamente durante 10 minutos en ausencia (control) o presencia de

indometacina I prM o prednisolona I pM, tiempo tras el cual se añadió el Az¡rez a los pocillos,

excepto a aquellos destinados al estudio de la síntesis basal. Tras 10 minutos mrís de

incubación, los medios fueron colectados y reemplazados por medio de cultivo B fresco
(pocillos control) o medio de cultivo B fresco que contenía indonretacina I ¡rM o prednisolona

1 pM, incubandose en estas condiciones durante 24 horas.

Al representar los datos experimentales (figura 11) como porcentaje de síntesis de

PGEz con respecto a la síntesis obtenida en ausencia de fiírmaco (control) tanto en condiciones

basales como inducida con Azrraz, se observó que indometacina ejercía un efecto inhibidor

sobre la síntesis de PGEz en ambas condiciones experimentales, alcanzando un porcentaje de

inhibición superior aL 95%.

Sin embargo, la prednisolona careció de efecto sobre la síntesis d.e PGEz,

manteniendqse el nivel de PGEz en el medio de cultivo sin variación en presencia de

prednisolona tanto en condiciones basales como en presencia del Az¡rsz.
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FIGURAII.. EFECTO DE INDOMETACINA Y PREDNISOLONA SOBRE LA SINTESIS DE PGEZ
INDUCIDA POREL IONOFORO DEL CALCIO A:¡rsz.

Las células se preincubaron con indometacina lpM o prednisolona lpM durante l0 minutos y a continuación
se incubaron con Az:rsz 10¡rM siguiendo el protocolo experimental descrito en material y métodos. Los niveles
de PGEz se midieron tras24 horas de incubación con indometacina l¡rM o prednisolona lpM. Los resulüados

se expresan como el porcentaje de síntesis de PGEz con respecto al nivel de PGEz obtenido en ausencia de
fármaco ( **p<0,005, ***p<0,0005 vs control).

Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.
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3.2.- Curvas dosis-respuesta

El estudio del efecto de los diferentes f¿lrmacos antiinflamatorios sobre la síntesis de

PGEz se realizó mediante curvas dosis-respuesta.

Para elio las CECB se preincubaron durante 10 minutos en ausencia (grupo control)

o presencia de los antiinflamatorios objeto de estudio. Pasado este intervalo de tiempo, se

adicionó al medio el agente estimulante (A::raz 10 pM) incub¿ándolo durante otros 10 minutos,

periodo tas el cual se colectó el medio de cultivo y se reemplazó por medio de cultivo fresco

en ausencia/presencia de los diferentes fármacos durante 24horas. La determinación de PGEz

se realizó alfnalizar los 10 minutos de incubación en presencia del Azlaz y a las 24 horas de

haber sido inducida-

Como se mencionó en el apartado de material y métodos, sólo se analizaron aquellos

resultados en los que el nivel de PGEz obtenido tras 10 minutos de estímulo en ausencia de

fármacos aumentó como mínimo 10 veces 1g.as24 horas de incubación.

3.2.1.. AINES

Entre los flírrnacos pertenecientes al grupo de los AINES, se estudió el efecto de

indometacina y diclofenac sobre la síntesis de PGEz, utilizando un rango de concentraciones

comprendido entre 0,lnM -10 ¡rM.

Al representar los datos experimentales en porcentaje de inhibición de la síntesis de

PGEz con respecto a las condiciones control frente al logaritmo de las concentración d.e los

fármacos empleados (figura 12), se obtuvieron los parámetros que definieron la acción de los

mismos sobre la producción de PGEz.

Como se observa en la figura 72.ay a partir del análisis de los datos experimentales

(descrito en lá sección de Material y Métodos) se obtuvo un valor de ICso para indometacina

de 87,9+12,2 nM y para diclofenac de 46,4+18,4 nM (figr.ra l2.b). A pesar de que el

diclofenac fue 2 veces mas potente que indometacin4 ambos farmacos fueron igual de eficaces

inhibiendo la síntesis de PGEz, alcanzando niveles de inhibición >99yo.
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FIGURA 12.- CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE AINES

Figura l2a.'Las células se preincubaron con indometacina (0,lnM-lOpM) durante l0 minutos. Tras la adición
del A¡rez l0¡rM durante 10 minutos más, se retiraron los medios y las células se incubaron durante 24 horas con
las mismas concentraciones de indometacina. Se representa el porcentaje de inhibición de la síntesis de pGEz

inducida por A:lsz con respecto al control (ausencia de flirmaco).

Figura 12b.- Las mismas condiciones experimentales pero el fármaco utilizado fue diclofenac (0,lnM-l0pM)

Los pariímetros obtenidos a partir de las dos curvas se describen en el texto y en la tabla VII. Los resultados

corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.
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3 .2.2.- Glucocorticoides

En base al efecto no inhibidor manifestado por la prednisolona en un estudio previo

en el que se utilizó una concentración de 1pM, se procedió alarealización de un estudio dosis-

respuesta en células tratadas con A:rmz, en las que se encontraba estimulada la PLA2,

utilizando un rango de concentraciones entre 0,1-30¡rM.

Con el fin de poder observar diferencias o similitudes relevantes con respecto al efecto

sobre la síntesis de PGEz de otros glucocorticoides, realizamos un estudio analogo con la

dexametasona que es el f¡írmaco modelo denko de este grupo para los estudios de este tipo.

Con respecto a la prednisolon4 los datos experimentales no se ajustaron a una curva

clásica de dosis-respuesta. Como se observa en la tabla V, la prednisolona no mostró efecto

inhibidor sobre la síntesis de PGEz con ninguna de las concentraciones estudiadas.

Prednisolona (pM) Síntesis PGE,

0

0,1

0,3

I

5

10

30

9,08 * 0,98

6,74 * 0,43

6,69 * 0,72

8,29 r 0,98

7,53 + 0,80

9,33 +0,77

9,19 + 1,09

TABLA V.- EFECTO DE PREDNISOLONA SOBRE LA SINTESIS DE PGEZ ESTIMULADA CON EL

IONOFORO DEL CALCIO Az:rsz.

Las células se preincubaron con prednisolona (0,1pM-3O¡rM) dwante 10 minutos. A continuación se añadió fu:r¡u

10pM durante 10 minutos. Se retiraron los medios y las células se incubaron durante 24horas con las mismas

concentraciones de prednisolona. Se representan los niveles de PGEz en ¡rg PGEz/mg ADN en presencia o

ausencia de fármaco.

Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.
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Sin embargo, la dexametasona si mostró efecto inhibidor sobre la síntesis de PGEz. Al

ajustar los datos experimentales a una curva dosis-respuesta (figura 13), se observó que la

concentración necesaria para inhibir un 50% la síntesis de PGEz fue 0,37+0,09 ¡rM. Aunque

menos potente que los AINES estudiados, la dexametasona fue también un fármaco eftcaz

inhibiendo la síntesis de PGEz inducida por Arr,r, ya que presentó una inhibición m¿íxima del

80%.

FIGURAI3.. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE DEXAMETASONA

Se preincubaroá las células durante 10 minutos con dexametasona (0,1¡rM-3O¡rM). Se siguió el mismo protocolo

descrito en la figwa 12.

Los parámetros obtenidos a partir de la curva se describen en el texto y en la tabla VII. Los resultados

conesponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.

68

Síntesis de PGE2 en cultivo primario de endotelio corneal bovino:efectos de fármacos antiinflamatorios.María Cristina García Cabanes

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant.1997



Resultados

4.. EFECTO DEL LPS SOBRE LA SINTESIS DE PGEz

Cuando las células se exponen a estímuios inflamatorios tales como endotoxinas
bacterianas, interieucinas, etc. la producción de PGs aumenta notablemente debido a la
inducción/activación de ta PLAz y de la COX-2 provocada por este tipo de estímulos. Este
aumento de PGs contribuye al desarrollo de los signos inflamatorios en el tejido afectado, que
en el caso de la córnea son la formación de edema y la neovascularización corneal.

El objetivo de todos los estudios que se van a desa¡rollar a continuación consistió en
someter a las CECB a un estímulo inflamatorio, en este caso LPS 1¡rg/ml, y mostrar como
afecta a la producción de pGEz.

Con el fin de mantener las mismas condiciones experimentales que en los estudios
realizados con Az:ts7, se eligió un tiempo de incubación para el LpS de l0 minutos. Tras l0
minutos de incubación en ausencia (condiciones basales) o presencia de LpS, los medios
fueron recogidos y reemplazad.os por medio de cultivo fresco durante un periodo de 24horas.

A partir de los resultados mostrados en la figura 14, se observa que durante los 10
minutos de aplicación del agente estimulante proinflamatorio no se produce un aumento en
la síntesis de PGEz con respecto a la síntesis bxal (0,2210,09 pg pGEz/mg ADN y 0,16*0,04
pg PGEz/mg ADN respectivamente). Por el contrario, al retirar el LpS del medio, la
producción de PGEz aumentó significativarnente tras 24 horas de incubación con medio
completo fresco alcanzlndose valores de 11,54*1,84 pg PGEz/mg ADN frente a3,97t0,24
¡rg PGEz/mg ADN en condiciones basales.
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FIGURA 14.- EFECTO DEL LIPOPOLISACARIDO DE SALMONELLA TIPHYMUNUM SOBRE LA
SINTESIS DE PGEz.

Las células se preincubaron con LPS l¡rg/ml durante 10 minutos. A continuación se retiraron los medios y se
incubaron durante 24horu con medio completo fresco. Se representan los niveles de pGEz a los l0 minutos de
incubación en ausencia o presencia de LPS y a las 24 horas una vez retirado el LpS (**p<0,005 vs basal).
Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.
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S..EFECTO DE FARMACOS SOBRE LA SINTESIS DE PGEz INDUCIDA POR LPS

5.1.- Efecto de indometacina y prednisolona

El siguiente objetivo a cubrir fue determinar el efecto de la indometacina y la
prednisolona sobre la síntesis de PGEz cuando las células se encontraban expuestas a LpS
1pg/ml.

Para ello se siguió el mismo protocolo experimental descrito en el apartado 3.1. de esta
sección. En este caso no hicimos un estudio del curso temporal de la síntesis de pGEz en
células estimuladas con LPS y elegimos el mismo tiempo de incubación utilizado con Azsttt
(24 horas) para mantener las mismas condiciones experimentales en ambos casos.

Los resultados (figura 15) reflejaron un potente efecto inhibidor de la indometacina
l pM sobre la síntesis de PGEz tanto en ausencia como en presencia del LpS, obteniéndose
un valor de inhibición del 98Yo en condiciones basales y w 95Yo cuando las células se
estimularon con LPS. Sin embargo la prednisolona al igual que en ausencia o presencia de
Aztrtt, careció de efecto inhibidor sobre la síntesis de pGEz .
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FIGURA I5.. EFECTO DE INDOMETACINA Y PREDNISOLONA SOBRE LA SINTESIS DE PGEZ
INDUCIDA POR LIPOPOLISACAzuDO DE SALMONELLA TIPHYMUNUM.

Las células se trataron siguiendo el mismop:otocolo que la figura 11, pero en este caso el agente estimulante
utilizado fue LPS t¡rg/ml.

Los niveles de PGEz se represenüan como el porcentaje de síntesis de PGEz con respecto a la síntesis en ausencia
de fármaco (**p<0,005 vs control). Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por tiplicado con
cultivos celulares diferentes.
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5.2- Curvas dosis - respuesta

En último lugar se estudió el efecto de los f;írmacos utilizados en el apartado 3.2. de
resultados sobre la síntesis de pGEz inducida por LpS.

5.2.1- AINES

Como se representa en la figura l6.ay 16.b, el análisis de los datos experimentales
mostró nuevamente un efecto inhibidor de indometacina y diclofenac sobre la síntesis de
PGEz. Sin embargo la concentración de indometacina necesaria para observar un 50% de
inhibición fue de 64,5+14,25 nM, 1,4 veces inferior a la observada alestimular las CECB con
Azttst. Mientras que en el caso del diclofenac su efecto inhibidor fue, al igual que en las
céiulas en las que la síntesis fue inducida por Azsraz, más potente (ICso : 16,7+3,5 pM) que
indometacina. Además, en este caso, el diclofenac fae 2,4 veces más potente que en el caso
de células estimuladas con Az¡taz. Por otro lado, al igual que en caso de la síntesis de pGEz

inducida por A:tttz, ambos fármacos presentaron una eficacia de acción similar. alcanzando
niveles de inhibiciín >99Yo.
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FIGURA 16.- CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE AINES.

Figura 16a-- Se incubaron las células con indometacina (0,lnM-10¡rm) siguiendo el mismo protocolo
experimental descrito en la figura 12, pero eú este caso el agente inductor de la síntesis de pGEu file LpS lpg/ml.
Figura 16b.- Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la figura l6a, pero el f;írmaco
utilizado fue diclofenac (0, lnM-l 0pm).

Los parámetros obtenidos a partir de las dos curvas se describen en el texto y en la tabla VII. Los resultados
corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con cultivos celulares diferentes.
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5 .2.2.- Glucocorticoides

El efecto de prednisolona sobre la síntesis de PGEz inducida por LPS fue similar a los

resultados obtenidos al inducir la síntesis de PGEz con A:¡rsz. Nuevamente, la prednisolona

careció de efecto inhibidor en el rango de concentraciones utiiizado (0,1-30¡rM).

Los resultados obtenidos con dexametasona no se ajustaron en este caso a una curva

clásica de dosis-respuesta aunque sí tuvo efecto inhibidor a todas las concentraciones

estudiadas. Sin embargo el porcentaje de inhibición obtenido no superó en ninguno de los

casos el53% de inhibición (Tabla VI).

Concentración (pM) Prednisolona Dexametasona

0

0,1

0,3

I

3

10

30

14,32 + 0,80

12,99 + 1,96

12,53 r 1,70

12,06 * l,4l

12,08 +2,34

12,54 + 1,82

12,21 L 1,77

13,58 r  1,93

6,35 + 0,33 (*)

8,19 + 0,69 (*)

7,13 * 0,22 (*)

6,39 + 1,69 (*)

7,74 t 0,72 (*)

7,35 + 0,10 (*)

TABLA VI.. EFECTO DE GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA SINTESIS DE PGEZ ESTIMULADA CON
LIPOPOLISACARIDO DE SALMONELLA TIP HYMUNUM.

EI protocolo experimental seguido es el mismo que el descrito en la tabla V pero los fármacos utilizados fueron
dexametasona o prednisolona (0,lpM-3O¡rM) (*p<0,05 vs. control).

Se representan lbs niveles de PGEz como pg PGE:/mg ADN en ausencia o presencia de los fiírmacos objeto de
estudio. Los resultados corresponden a 2 experimentos realizados por triplicado con diferentes cultivos celulares.
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TABLA VII.- RESUMEN DEL EFECTO DE FÁRMACOS SOBRE LA SINTESIS DE PGEz PoR CECB EN
CULTIVO.

Estimulo Fármaco ICso Yo máxima inhibición

Az¡r¡z Indometacina

Diclofenac

Dexametasona

Prednisolona

g'7,9 * 12,2

46,4 + 18,4

370 * 90

s.e.

98,6

99,6

80

2

2

2

2

LPS Indometacina

Diclofenac

Dexametasona

Prednisolona

64,5 * 14,3

16J +3,5

s.e.

99,0

99,8

53

2

)

2

2

La potencia de efecto de los fiírmacos (ICso) sobre la síntesis de PGEz estan expresados en nM.
s'e. coresponde a Ia ausencia de efecto del flírmaco en el rango de concentraciones utilizado.
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Discusión

La inflamación ocular en general , y la corneal en particular, por su frecuencia y
posibles repercusiones visuales supone una patología importante desde los puntos de vista
epidemiológico y clínico. En los últimos años el interés de la investigación en los procesos
inflamatorios oculares se ha centrado en el estudio del papel que desempeñan los derivados
del AA, y fundamentalmente las pGs.

La respuesta de la córnea ante cualquier tipo d.e agresión presenta diferentes
modalidades que estiín en función de factores diversos como la naturale za del estímulo
responsable de la lesión y los tipos celulares dañados en las distintas capas que constituyen la
córnea. En la actualidad se sabe que las PGs participan en la formación del edem a y la
neovascularización comeal fferbey y col., 1988; Haynes y col., 1999).

En el presente habajo hemos centrado el estudio en la liberación de pGEz por las
células endoteliales de la córnea bovina, cuando éstas se exponen a agentes estimulantes de
na1xalezadivers4 así como su posible moduiaciónpor d.iferentes fármacos antiinflamatorios.

Bazany colaboradores fueron los primeros autores en describir la participación de las
PGs en los procesos de inflamación corneal (Bazan y col., l985a,b; Bazan, IggT).
Posteriormente, Gerritsen y colaboradores (19S9) caracterizaron laproducción de pGs por las
CECB cultivadas, demostrando que la PGEz era el principal metabolito del AA producido por
las células endoteliales de origen bovino tanto en condiciones basales como frente a agentes
estimulantes del tipo Azrrr, trombin4 bradiquinina e histamina. Estudios realizados con
cultivos endoteliales corneales, de otras especies animales como el conejo, han demostrado
resultados similares siendo la PGEz el producto mayoritario entre los metabolitos del AA
(Jumblatt, 1994).

En el presente estudio se ha comprobado la existencia de una relación entre la
liberación de PGEz y el tiempo en condiciones basales. Nuestros resultados mostraron un
incremento progresivo de la misma con respecto al tiempo que se estabiliza a partir de las 24
horas. Se ha descrito que la PGEz sintetizada por las células del endotelio comeal en
condiciones basales interviene en distintos procesos fisiológicos actuando, a través de un
receptor EPz, como un factor autocrino que mantiene la morfología celular Q.{eufeld y col.,
1986; Jumblatt y col., l99l), inhibe la mitosis y a su vez regula de forma inversamente
proporcional la actividad de su propio receptor (Jumblatt, 1994). Teniendo presente todos los
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efectos descritos podríamos deducir que la estabilización en la producción de pGEz es 'na
regulación de su propia biosíntesis.

La adición al medio de AA exógeno nos permite diferenciar las dos etapas principales
de la síntesis de PGEz en las que estiín implicadas las enzimas PLAz y COX. Nuestros
resultados comprobaron que cuando el AA está disponible libremente, sin necesidad de la
intervención de la PLA2,los niveles basales de PGEz aumentaron progresivamente hasta 5
veces en el intervalo de tiempo estudiado (10-120 minutos). Este hecho demuestr4 como han
descrito otos autores (Smith, 1992),la existencia de una actividad COX constitutiva- COX-1.
responsable de la biosíntesis de PGEz en condiciones fisiológicas.

Como los niveles de AA libre en el citoplasma en condiciones basales son bajos, el
paso limitante en la síntesis del intermediario lipídico PGEz es la d.isponibilidad del AA
procedente de los fosfolípidos de membran4 y el responsable directo de dicha disponibilidad
es la acción de la PLAz.Lautilización del ionóforo del calcio Aztttt produce un aumento de
calcio intracelular que provoca la activación de la PLAz (Matsumoto y col., 1988; Chakraborti
y Michael, 1993). Esta activación de la PLAz incrementa la disponibilidad el AA endógeno
libre y por consiguiente aumenta la producción de metabolitos derivados del mismo t¿les como
la PGEz (Shibata y col., 1992;Liny col., 1992). Cuando las CECB son tratadas con A-z:rrz la
síntesis de PGEz va aumentando al incrementar el periodo de incubación del mismo,
presentando un máximo a los 60 minutos que se mantiene constante a partir de ese momento.
El efecto tiempo-dependiente observado por el Azznt sobre la producción de pGEz,también

ha sido descrito con otros metabolitos del AA, además de PGEz, en células epiteliales
alveolares (Grimminger y col., 1992) y células endoteliales cerebrales (Hsu y col., 1993).

Por otro lado, al combinar el Az:rsz con AA exógeno el máximo nivel de liberación
de PGEz se consigue a los 30 minutos, manteniéndose la síntesis constante a partir de ese
momento, sin observarse diferencias significativas entre las células tratadas con A:¡raz en
ausencia o presencia de AA exógeno a los 60 y 120 minutos. Resultados similares se han
obtenido con células endoteliales cardíacas donde la combinación del Aztrct con AA adelantó
en el tiempo la producción m¿ixima de metabolitos de AA con respecto a las tratadas con
Aztfti o AA (Linssen y col., 1993).
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Existen datos en la bibliografia que demuestran que al aumentar el tiempo de
aplicación del Az¡rsz o AA aparecen efecto tóxicos, sobre todo con Aztnt,que se traducen en
alteraciones morfológicas y disminución del metabolismo celular (Revtyak y col., l98g;
Linssen y col., 1993).

Sin embargo, un hecho importante a resaltar en las céluias tratadas con A¡rsz es que

24 horas después de haberlo retirado del medio, se observa un aumento de la producción de
PGEz de casi 5 veces con respecto a la síntesis basal. Este comportamiento induce a pensar que

la PLA: se mantiene activada, debido al aumento del calcio intracelular, aunque ya no esté
presente el agente estimulante responsable de dicha activación.

Además, podríamos destacar que el curso temporal de la síntesis de pGEz sigue el
mismo comportamiento tanto en condiciones basales como activada por Azrrsz, ya que en
ambos casos los niveles de PGEz observados se mantienen constantes a partir de las 24 horas.

Por otra parte, nuestros resultados nos permitieron comprobar que el tratamiento
durante 10 minutos con LPS,logró aumentar la síntesis de PGEz 24horasdespués de haberlo
retirado del medio de cultivo. El LPS es un potente agente inflamatorio que actúa, a través de
lavta de la tirosin-quinasq sobre las dos enzimas reguladoras de la síntesis de PGs (Mitchell

y col., 1995; Blanco y col., 1995; Akarasereenont y col., 1994).

En primer lugar, el LPS es capaz de activar la PLAz fosforilándola (Fouda y col.,
1995). Este hecho aumenta la disponibilidad del AA endógeno libre y por tanto produce un
aumento de la síntesis de metabolitos derivados del mismo (Glaser y col., 1993 a).

En segundo lugar, el LPS actttasobre la síntesis de novo del isoenzima inducible de
la COX, COX-2, bien induciendo la síntesis de ARNm de la COX-2 (Arias-Negrete y col.,
1995) o aumentando la síntesis de proteínas de la COX-2 (Akarassenont y col., 1995). Estas
dos acciones bontribuyen a la elevada producción de PGs durante los procesos inflamatorios.

Existen un gran número de estudios realizados en diferentes tipos celulares: monocitos
humanos (lt{üsing y Ulrich, 1992), células de Kupffer (Victorov y Hock, 1995), células
endoteliales de aorta bovina o macrófagos de la líneaJ774.2 (Akarasereenont y col., 1995)
que demuestran que el efecto del LPS sobre la síntesis de metabolitos del AA es tiempo-
dependiente necesitándose varias horas de exposición para obtener un incremento de la
producción de los mismos. Sin embargo, estudios realizados en macrófagos expuestos a LpS
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durante un periodo de 15 minutos, han demostrado que la actividad de la tirosin-quinasa

estimulada por LPS fue m¿íxima a los 2 minutos de incubación (Glaser y col., 1993 b). Este

hecho indica, como muestran nuestros resultados, que 10 minutos de incubación con LpS fue

un tiempo suficiente para desencadenar toda la cascada enzimáticanecesaria para aumentar

la síntesis de PGEz en las CECB.

Al analizar los resultados obtenidos sobre el estudio del efecto de los antiinflamatorios

pertenecientes al grupo de los AINES sobre la producción de PGEz, se observa que ranro

indometacina como diclofenac presentaron la misma eficaci4 ya que los dos fármacos fueron

capaces de inhibir hasta un 99Yo la síntesis de PGEz, independientemente del agente

estimulante utilizado. Por el contrario, presentaron diferentes potencias de acción, siendo el

diclofenac el inhibidor más potente de la síntesis de PGEz en ambos casos. Al igual que en las

CECB, en estudios realizados con células humanas sinoviales en cultivo el diclofenac
(ICso :1,6+0,02nM) fue más potente que indometacina (ICso= 5,5*0,1nM) inhibiendo la

síntesis de PGEz inducida por IL-14 (ONeil y Lewis, 1989). Por oha parte, mientras que la
potencia inhibidora de indometacina fue similar con ambos estímulos, diclofenac fue más
potente inhibiendo la síntesis de PGEz inducida por LPS que la inducida por Azrrsz.

La posible explicación a esta diferencia de potencia existente entre ambos AINES,

especialmente cuando la liberación es inducida por LPS, puede ser consecuencia de |a distinta

acción de ambos antiinflamatorios sobre las isoenzimas coX-l y coX-2.

La identificación de una forma inducible del enzima COX, COX-2, ha llevado al

desarrollo de numerosas investigaciones intentando dilucidar sobre qué isoenzimas de la COX

actúan los AINES conocidos. De este modo, estudios realizados en células endoteliales de

aorta bovina (sólo expresan la COX-I) comparados con estudios realizados con la línea de

macrófagos J774.2 tratados con LPS (expresan la COX-2) demostraron que indometacina era

60 veces más potente sobre la actividad de la COX-I que sobre COX-Z, mientras que

diclofenac era equipotente frente a ambas enzimas (Mitchell y col., 1994). Por otro lado es

importante resaltar que la mayor o menor potencia que presentan los AINES sobre la COX-1

o COX-2 difiere de unas especies animales a otras, ya que autores que han utilizado enzimas

recombinantes de la COX-I y COX-2 para estudiar el efecto de estos flírmacos sobre la
producción de PGEz, obtienen diferentes resultados dependiendo de que utilicen enzimas

79

Síntesis de PGE2 en cultivo primario de endotelio corneal bovino:efectos de fármacos antiinflamatorios.María Cristina García Cabanes

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant.1997



Discusión

recombinantes de ratón, donde indometacina es más potente sobre la COX-2 (Masferrery col.,

I994a) o enzimas recombinantes humanas donde indometacina es más potente sobre la COX-I

y diclofenac sobre la COX-2 (Gierse y col., 1995). Otros estudios comparten la teoría de que

el efecto inhibidor irreversible de indometacina sobre IaCOX-2 es directamente proporcional

al tiempo de aplicación de la misma (Gierse y col., 1995; oullet y col., 1995).

Por ota parte en model os in vivo se ha demostado que indometacina inhibe la síntesis

de PGEz producida por la COX-I y IaCOX-Z (Mansfener y col., 1994a; Seibert y col., lg97)

y que diclofenac manifiesta cierta selectividad por Ia COX-2 debido a su menor poder

ulcerogénico (Todd y Clissold, 1990).

Nuestros resultados nos permitirían apoyar la teoría de que en las CECB, la

indometacina es equipotente sobre ambos isoenzimas porque los valores de IC50 obtenidas

tanto con Az¡tsz (en la que está COX-I) como con LPS (en la que puede estar inducida la

COX-z) son semejantes. Sin embargo, el efecto inhibidor del diclofenac parece ser mayor

cuando la síntesis de PGEz es inducida por LPS. Este hecho podría sugerir que en las CECB,

el diclofenac es algo más selectivo frente a ia COX-2. Además nuestros resultados están en

concordancia con los resultados obtenidos en células endoteliales corneales de conejo en

cultivo cuando sufren una lesión mecánica (donde se produce una inducción de la COX-2),

ya que en este caso, el diclofenac inhibe en mayor grado la síntesis de PGEz comparado con

el grado de inhibición obtenido con indometacina (Jumblatt y col., 1996). Para comprobar si

la mayor potencia del diclofenac en las células estimuladas con LPS se debe a una mayor

selectividad del mismo por la COX-2 expresada como consecuencia del efecto del LPS, sería

interesante realizar un estudio de las mismas características utilizando un inhibidor selectivo

de la COX-2, como por ejemplo el NS-398 (Futaki y col., 1993)

Analizando globalmente los resultados obtenidos con los glucocorticoides y

compariíndolos con los obtenidos con los AINES, llama la atención que ambos grupos de

fármacos (glucocorticoides y AINES) no se comportan cualitativamente de forma semejante.

Así nuestros resultados muestran que ia dexametasona inhibe de forma concentración-

dependiente la producción PGEz inducida por A-z:rsz. Aunque fue menos potente que los

AINES y menos efrcaz,ya que incluso utilizando concentraciones 3 veces superiores a las de

los AINES no se sobrepasó el 80% de inhibición. Sin embargo, cuando la síntesis de PGEz se
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induce con LPS el grado de inhibición obtenido no es concentación dependiente y en ningún
caso supera el53%o de inhibición.

La teoría según la cuál los glucocorticoides inhiben la reacción inflamatoria
bloqueando la biosíntesis de PGEz a través de la inhibición a nivel de la pLAz es
excesivamente simplista. Existen obviamente hallazgos experimentales y clínicos en la
bibliografía (Kulkarni y col., 1994; Oluyomi y col., lgg5) que muestran una acción
multidireccional de los glucocorticoides responsables de su efecto antiinflamatorio.

En la actualidad no podemos afirmar que la dexametasona presente un único
mecanismo capaz de inhibir la síntesis de PGEz. A la vista de los datos encontrados en la
bibliografía podemos decir que es capu de actuar inhibiendo la expresión o la actividad de
PLAz o la expresión de la COX-2. Así se ha demostrado que dexametasona es capaz de
disminuir la síntesis de PGEz en fibroblastos humanos, al inhibir la inducción de la pLA2

mediada por la IL-14 (Lin y col., 1992). Esta misma acción se ha observado en la línea celular
HeLa donde la dexametasona inhibe la inducción de PLAz pero no la fosforilación de la
misma provocada por TNFa (Hoeck y col., 1993).

Por otra Pd€, el mecanismo inhibidor de la dexametasona sobre la síntesis de pGEz

inducida por LPS no es siempre el mismo. Así, disminuye la expresión del ARNp de la COX-
2 en macrófagos humanos (Arias -Negrete y col., 1995), mientras que experiencias realizadas
en macrófagos alveolares y peritoneales de rata demostaron también que inhibe la expresión
de las proteínas de la COX'2, pero no ejerció ningún efecto sobre las proteínas de la COX-I
(Wilborn y col., 1995). Otros estudios realizados in vivo apoyaron estos resultados,
concluyendo que la dexametasona es capaz de inhibir la expresión de la COX-2 percno afecta
la expresión de la COX-I (Masferrer y col., 1994 a,b). Estudios recientes sugieren que el
efecto inhibidor de la dexametasona sobre la síntesis de PGEz inducida por LpS en células
mononucleares sanguíneas humanas, se rcaliza a través de la lipocortina-l que actua
inhibiendo la actividad de la PLA: (Sundlow y col., 1996).

Con esta técnica in vitro que hemos empleado sólo podemos apreciar la disminución
cuantitativa en la producción de PGEz por las CECB pero no podemos identificar que enzimas
han sido inhibidas en cada uno de los casos. Ahora bien podemos deducir que
independientemente del enzima o enzimas que se inhiban en cada uno de los casos . la mavor
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Discusión

o menor acción de la dexametasona está en función del nivel del calcio intracelular disponible

en cada momento, a tenor de los resultados obtenidos con el ionóforo del calcio Az:raz. Así,

cuando las células se tratan con Az:rrz, y se incrementan los niveles de calcio intracelular, se
produce, por una parte un aumento de la fosforilación de la PLA:, y por tanto de su actividad
(Zor y col., 1990) y por otro lado, se facilita la translocación de dicho enzimaa la membrana

y su turión a los fosfolípidos (Yoshihara y Watanabe, 1990) favoreciendo así la liberación de

AA endógeno libre. Estas dos acciones se van a traducir en un aumento de la producción de

PGEz. Por otra Párte, la dexametasona induce la formación de lipocortinas, las cuales se unen

a los fosfolípidos de la membrana en presencia de calcio bloqueando de este modo el acceso

de la PLA: activada a su sustrato (Raynal y Pollard, 1994). Por tanto, si a la vez que se esüí

activando toda la cascada de síntesis de PGEz, tuviésemos una elevada producción de

lipocortinas provocada por la presencia de la dexametason4 la PLA2 accedería con dificultad

a los fosfolípidos de membrana que contengan AA y de ahí que observemos una disminución

en la producción PGEz.

Sin embargo el LPS, atxlque es capaz de activar la PLAz fosforilandol4 no aumenta

los niveles de calcio intracelular y, en consecuenci4 menores cantidades de pLAz activada se

translocanín a la membrana para actuar sobre su sustrato (Fouda y col., 1995). probablemente

en estas condiciones las lipocortinas inducidas por la presencia de dexametasona también se
unirían en menor gado a los fosfolípidos de la membrana y el efecto inhibidor obtenido sería
mucho menor. Esta teoría se ve apoyada por los estudios realizados por Sundlow y

colaboradores donde la dexametasona mediante la acción de la lipocortina-l sólo inhibe un

30%la síntesis PGEz producida por LPS (Sundlow y col., 1996).

Hay que destacar, como ya hemos citado anteriormente, que ei LPS también es cap¿Lz
de inducir IaCOX-2,y aunque en nuestro caso no hemos cuantificado la inducción de dicho

errzima, podríamos deducir a partir de los resultados obtenidos con diclofenac que la COX-2

sí se encuentra presente. Otra posible explicación sobre el efecto de dexametasona podría ser
que ésta inhibiera la inducción de la COX-2 , y por tanto el AA liberado sólo se metabolizaría

a través de una sola ruta.

En cualquier caso, la potencia de la dexametasona difiere mucho de un tipo celular a

otro, así en macrófagos de la LíneaJ774.2la dexametasona inhibe un 80% los metabolitos del
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Discusión

AA inducida por la acción de LPS mientras que sólo inhibe w40Yo en células endoteliales

de aorta bovina (Akarasereenont y col., 1995). Nuestros resultados demuestran que la

dexametasona inhibe la liberación de PGEz de forma menos potente que los AINES, como han

demostrado otro autores en células endoteliales de conejo sometidas a una lesión mec¿inica

(Jumblatt y Willer, 1996).

Por último deberíamos destacar que a diferencia de dexametasona, prednisolona no fue

capaz de modificar en ninguno de los casos la producción de PGEz. No existen datos en la

bibliografia donde se haya estudiado específicamente el efecto de la prednisolona sobre la

PLA2 o sobre la COX-2. Desde el punto de vista clínico la dexametasona presenta una

potencia antiinflamatoria 6 veces mayor que la prednisolona, considerándose equivalentes en

terapéutica 0,75 mg de dexametasona con 5 mg de prednisolona (Carreras y Jordano, 1995).

Sin embargo, está relación no se observa en nuestras condiciones experimentales, ya que ni

tan siquiera la mayor concentración de prednisolona utilizada (30¡-rM) disminuyó la síntesis

de PGEz por las CECB. Este hecho sugiere obviamente que la actividad antiinflamatoria de

los glucocorticoides depende también de la inhibición de otros mediadores proinflamatorios

ademiis de la PGEz. Sería interesante estudiar por lo tanto, el efecto de estos f¿irmacos sobre

laproducción de otros posibles mediadores producidos por estas células que puedan participar

en la reacción inflamatoria corneal.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la acción de los glucocorticoides depende

de su unión con receptores situados en el citoplasma celular (Barnes y Adcock, Igg3)y que

dexametasona presenta mayor afinidad por estos receptores que prednisolona (Rang y col.,

1995). Por otra parte, el número de receptores varía de unos tipos celulares a otros, y dentro

de un mismo tipo celular el número de receptores es rdiferente para cada tipo de

glucocorticoide (Schaefers y Goppelt-Struebe, 1996). A pesar de que se ha demostrado la

existencia de receptores glucocorticoide en las células del endotelio corneal (Wilson y col.,

1994), hasta el momento no existe ningún estudio que demuestre la mayor o menor afinidad

de los glucocorticoides conocidos por sus receptores en estas células, o el número de

receptores existentes para cada tipo de glucocorticoide.

De este modo, la diferencia observada entre dexametasona y prednisolona en nuestras

condiciones experimentales sobre CECB podría ser debida a que en este tipo de células el
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Discusión

número de receptores para prednisolona sea muy bajo con respecto a los existentes para

dexametasona, o que prednisolona presente baja o nula afinidad por este tipo de receptores
y por tanto sea incapaz de desarrollar acción alguna sobre la síntesis de cualquier mediador
producido por estas células.

En cualquier caso, no podemos concluir que la distinta acción de la prednisolona sobre
la síntesis de PGEz, sea debida a una menor afinidad o a la existencia de un menor número de
receptores de glucocorticoides en estas células.
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Conclusiones

L-La liberación de PGEz por las células de endotelio comeal bovino en condiciones basales

experimenta una autorregulación de su biosíntesis a las 24horas.

2.- Las células de endotelio corneal bovino son capaces de utilizar el ácido araquidónico

exógeno como sustrato para la síntesis de PGEz.

3.- Tanto el ionóforo del calcio Azzftz como el lipopolisacárido de Salmonetla tiphyrnuríum

incrementan la síntesis de PGEz por las CECB. Tan solo 10 minutos de incubación fueron

suficientes para observar su efecto 24 horas después haber sido aplicada.

4.- Los fármacos antiinflamatorios estudiados pertenecientes al grupo de los AINES ejercen

un efecto inhibidor sobre la síntesis de PGEz en CECB.

La eficacia de estos fármacos fue similar (superior al95Yo), sin embargo la potencia

de acción varió en función de los agentes estimulantes utilizados. Utilizando Az¡rsz como

estímulo de la síntesis de PGEz los valores de ICso obtenidos para diclofenac e indometacina

fueron respectivamente 46,4+18,4 nM y 87,9i12,2 nM, mientras que al inducir |a síntesis de

PGEz con LPS la potencia de acción de ambos fue mayor (Cso:16,7*3,5 nM para diclofenac,

ICso: 64,5*14,3 nM para indometacina). En ambos casos diclofenac fue mas potente que

indometacina.
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Conclusiones

5.- El efecto de los glucocorticoides estudiados fue conhadictorio. Mientras que prednisolona

no ejerció efecto alguno sobre la síntesis de PGEz, ni en condiciones basales ni inducida por

cualquiera de los dos agentes utilizados, dexametasona sí mostró un efecto inhibidor, aunque

diferente dependiendo del estímulo utilizado. La eficacia (S0%) y potencia de acción

(ICso:370+90 nM) de la dexametasona sobre la síntesis de PGEz inducida por el ionóforo del

calcio Azttst fue mayor que al utiliza¡ LPS como estímulo, condiciones en las que la acción

de la dexametasona fue independiente de la concentración utilizad4 en un r¿mgo comprendido

entre 0,1-30pM, no superando el53Yo inhibición.

6.- El modelo farmacológico experimental presentado en esta memoria podría ser utilizado

como sistema in vitro para determinar la potencia de acción de los AINES como bloqueantes

de la síntesis de PGEz por las CECB. Así mismo podría indicar, ar¡nque de forma indirecta,

el índice de actividad antiinflamatoria. Sin embargo, no parece ser un método idóneo para

medir la actividad antiinflamatoria de los glucocorticoides debido a su acción multifactorial.
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