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= TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated d-UTP-biotin nick end
labeling.

=  UCIM: Unidad Central de Investigacion.

* V1: Area visual primaria.

= VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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Introduccion

Introduccion

El glaucoma es una enfermedad degenerativa y progresiva que se caracteriza por la pérdida
irreversible de células ganglionares de la retina, atrofia del nervio éptico y la consecuente pérdida
de vision (Distelhorst y Hughes, 2003, Adatia y Damji, 2005, Morrison et al., 2008). Constituye la
segunda causa de ceguera mundial (Quigley y Broman, 2006, Ray y Mookherjee, 2009) y se trata
por tanto de una patologia con gran impacto social en términos de morbilidad, pérdidas en la

productividad y costes de salud (Infeld y O'Shea, 1998).

Aunque existen distintos tipos de glaucoma, el de angulo abierto constituye la forma mas
frecuente en la especie humana, representando el 90% de la casuistica, y se produce por
alteraciones en el sistema de drenaje del humor acuoso (Adatia y Damji, 2005). El factor de riesgo
mas importante (aunque no el Unico) en la incidencia, severidad y progresion de esta patologia es

el aumento de la presién intraocular (Bui et al., 2005, Buys et al., 2012, Gugleta et al., 2012).
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Los estudios realizados en modelos animales de glaucoma han servido para entender los
mecanismos de formacién y eliminacién del humor acuoso y el mantenimiento de la presion
intraocular, y se constituyen como una herramienta muy util para el estudio de la etiologia del
glaucoma asi como para el desarrollo de tratamientos. Los modelos basados en roedores, y en
particular en la rata, aportan avances en el entendimiento sobre la fisiopatologia de esta
enfermedad gracias a que son faciles de manipular experimentalmente, tienen un corto periodo
de vida y un coste reducido y la estructura y funcionalidad ocular son similares a la especie

humana (Cohan y Bohr, 2001, Johnson y Tomarev, 2010, Samsel et al., 2011).

La mayoria de procedimientos experimentales desarrollados en los modelos de glaucoma
incrementan mediante distintos mecanismos la presidn intraocular hasta originar el deterioro de
las células ganglionares de la retina, sin producir dafios en el resto de estructuras intraoculares
(Stewart et al., 2000, Levkovitch-Verbin et al., 2002, Johnson y Tomarev, 2010). Se han descrito
varios modelos en la rata; entre ellos, Moreno et al. (2005) obtuvieron una hipertensién de larga
duracion mediante la inyeccién semanal de acido hialurénico en la camara anterior durante 10
semanas. Estos investigadores demostraron cambios tanto funcionales como histoldgicos en la
retina. El modelo es econdmico, facil de realizar, y permite, segin los autores, obtener una
hipertension consistente y elevada de larga duracion, pero sin impedir la eliminacién del humor

acuoso.

Para caracterizar correctamente un modelo de glaucoma es fundamental poner de manifiesto
la pérdida de células ganglionares de la retina. La histopatologia se ha utilizado tradicionalmente
para observar la disminucién de estas células y diferenciarlas del resto de componentes celulares
y evidenciar los cambios en las distintas capas de la retina. En la rata, la capa de células
ganglionares alberga también una pequefa poblacion de células amacrinas y horizontales
desplazadas (Perry, 1981, Perry et al., 1983, Silveira et al., 1989) que hace que los criterios
anatémicos basados en el tamafio del soma neuronal tengan una menor precisidn y se utilicen
menos en la actualidad. Por ello, se han desarrollado técnicas que detectan con mayor
especificidad las células ganglionares de la retina, como son la aplicacién de trazadores
neuronales retrégrados o marcadores moleculares especificos que utilizan la inmunodeteccién de

proteinas (Vidal-Sanz et al., 2012).

Es bien sabido que el glaucoma produce modificaciones de la actividad eléctrica de la retina,
gue se traducen en cambios del voltaje y de la amplitud de las distintas ondas, asi como de los
potenciales oscilatorios (Bayer et al., 2001b, Bayer et al., 2001c). Por ello, la electrorretinografia
es un método diagndstico muy utilizado en los modelos de glaucoma, que cuenta ademas con la

ventaja de ser poco invasivo y facil de realizar en roedores.
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Por otra parte, la apoptosis juega un papel fundamental en la degeneracion de las células
ganglionares en ojos glaucomatosos, aunque los mecanismos celulares y moleculares exactos no
son del todo conocidos (Grus y Sun, 2008). Existen varios métodos para detectar apoptosis en
tejidos in vitro; uno de los mas utilizados es la técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl

transferase (TdT)-mediated d-UTP-biotin nick end labeling), descrita por Gavrieli et al. (1992).

La metabolédmica es una disciplina cientifica en auge de gran utilidad que permite identificar y
cuantificar la concentracién de los metabolitos presentes en tejidos o fluidos organicos, utilizando
técnicas de espectroscopia avanzadas, como la espectrometria de masa o la resonancia magnética
nuclear (Midelfart, 2009). En la ultima década se han realizado varios estudios a nivel ocular, que
han aportado informacién sobre los mecanismos patogénicos implicados en distintas
enfermedades oftalmoldgicas (Young y Wallace, 2009, Jovanovic et al., 2010). Aungque, en nuestro
conocimiento, no se han realizado estudios de metabolémica mediante resonancia magnética
nuclear con muestras de humor acuoso en pacientes con glaucoma, esta herramienta puede

resultar muy Util para caracterizar los cambios que tienen lugar en esta enfermedad.
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Objetivos

Objetivos

Los objetivos que han de guiar el desarrollo de nuestro estudio son los siguientes:
. Objetivo general

Caracterizar el modelo de glaucoma crénico en la rata basado en la inyeccidon semanal de

acido hialurdnico en la cdmara anterior durante 10 semanas.
. Objetivos especificos

Como objetivos especificos se plantea estudiar los efectos del glaucoma reproducido

experimentalmente a varios niveles:

=  Estudiar la evolucién de la presién intraocular y las manifestaciones oculares derivadas

de la técnica experimental.

= Demostrar cambios en la actividad electrorretinografica en condiciones escotdpicas.
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10

Analizar el nimero de células ganglionares de la retina, el espesor completo y de cada
una de las capas de la retina, asi como el area de seccién del nervio dptico mediante

microscopia Optica.

Cuantificar y estudiar la distribucion de la poblacién total de células ganglionares de la
retina. Para ello se combinardn varios procedimientos: la deteccion de apoptosis
mediante la técnica TUNEL, la aplicaciéon de un trazador neuronal (Fluorogold®) y la

inmunodeteccién mediante un marcador molecular especifico (Brn3a).

Identificar el perfil metaboldmico del humor acuoso mediante espectroscopia por

resonancia magnética nuclear.

Integrar los resultados obtenidos para evaluar la viabilidad del modelo de glaucoma

cronico.
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El sistema visual

El sistema visual estd compuesto por una serie de estructuras conectadas entre si que
permiten recibir, relacionar y procesar los estimulos luminosos para transformarlos en la
percepciéon visual del mundo que nos rodea. Estas estructuras son: el globo ocular, el nervio
optico (NO) y la via dptica, esta ultima formada principalmente por el quiasma 6ptico, los tractos

Opticos y las diferentes zonas de proyeccidn visual subcortical y cortical.

Este esquema es muy similar en la mayoria de mamiferos salvo ligeras variaciones por lo que
en primer lugar haremos referencia al ser humano y posteriormente afadiremos algunas

anotaciones sobre la rata, animal escogido para el desarrollo de los experimentos.

13



Revisidn bibliografica

El globo ocular

El ojo es una estructura esférica formada por tres capas (Figura 1). La tunica fibrosa o externa
es muy dura (para proteger las estructuras internas) y da forma al globo ocular. Estda compuesta
por la cdrnea (parte anterior y transparente) y la esclera (parte posterior y opaca). La tunica
vascular o Uvea estd altamente pigmentada y vascularizada y en ella se distingue una parte
anterior formada por el iris y el cuerpo ciliar y una parte posterior formada por la coroides. En el
cuerpo ciliar se encuentran los procesos ciliares responsables de la produccién del humor acuoso
(HA) y el musculo ciliar, del cual salen las fibras zonulares que suspenden el cristalino. Por detras
de la lente se encuentra el cuerpo vitreo que es una sustancia gelatinosa y transparente que
rellena la parte posterior del globo ocular dando soporte a la retina. Por Gltimo la tunica nerviosa

o retina es la capa mas interna y en ella se inicia la percepcidn visual (Samuelson, 2007).

Arteria ciliar
posterior larga Cuerpo vitreo

Ora serrata

Arteriasciliares
posteriores cortas
Nervio 6ptico

Cémara posterior

Cémara anterior
Coérnea

Papila 6ptica

i Cristalino
Févea central

Iris

Seno cavernoso
Cuerpo ciliar

Esclera ~
i g
Coroides
Retina Arteria ciliar
anterior

Figura 1. Anatomia del globo ocular (Drake et al., 2010).

Topograficamente, el globo ocular se divide en dos segmentos: el anterior (desde la cornea
hasta el cristalino) y el posterior (desde el cristalino hasta la retina). A su vez el segmento anterior

se subdivide en dos camaras: anterior y posterior (Figura 1).

Dinamica del humor acuoso

El HA es un fluido transparente que se forma en el epitelio no pigmentado de los procesos
ciliares del cuerpo ciliar. Se secreta a la camara posterior y circula hacia la cdmara anterior

atravesando la pupila y bafiando al cristalino. Una gran proporciéon de HA se elimina a través del
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angulo iridocorneal (via convencional): alcanza la malla trabecular, atraviesa la cara interna del
canal de Schlemm hacia su luz y sale por los canales colectores de drenaje: las venas episclerales.
El resto se elimina a través de la via de drenaje uveoescleral o no convencional en la que el HA
atraviesa el espacio intersticial del musculo ciliar hacia el tejido supracoroideo y la esclera

(Distelhorst y Hughes, 2003, Goel et al., 2010).

La tasa de produccién de HA varia a lo largo del dia, con un pico maximo durante las horas de
vigilia y un nadir a primera hora de la mafiana. En las personas, se secreta entre 1y 3 ul de fluido
cada minuto a la cdmara posterior, cuyo volumen es de 0,06 ml, desde donde la mayoria fluye a la
anterior, que tiene un volumen de 0,25 ml (Macknight et al.,, 2000). En ratas el volumen

aproximado de la cdmara anterior es de 15 ul (Mermoud et al., 1996).

La malla trabecular, presente en el angulo iridocorneal, desempefia un papel muy importante
en la salida del HA y por tanto en la regulacién de la presién intraocular (PIO) pues funciona como
un filtro de limpieza (Benozzi et al., 2002). Estd compuesta por una serie de haces que contienen
matrices de material extracelular entre cuyos componentes se ha detectado glucosaminoglicanos
(GAG) como el acido hialurénico (AH) en el conejo, el humano y el mono (Acott et al., 1985) y
proteinas como la fibronectina o la laminina. Revistiendo los haces se encuentran células que

también estan implicadas en la regulacion de la salida del HA (Sato y Roy, 2002).

La circulacién del HA hacia el segmento anterior cumple numerosas funciones (Goel et al.,

2010):

= Aporta oxigeno y nutrientes a las estructuras del segmento anterior como la cérnea, el

cristalino y la malla trabecular y elimina metabolitos.
= Mantiene la PIO necesaria para garantizar el tono y la forma adecuada del globo ocular.

= Participa en la respuesta inmune local durante la inflamacidn e infeccion, permitiendo
la circulacién de mediadores inflamatorios y de fadrmacos a través de las distintas

estructuras.

Los principales componentes del HA son iones organicos e inorganicos, carbohidratos,
antioxidantes como el glutation o el acido ascérbico (AA), urea, aminoacidos y proteinas, oxigeno,
diéxido de carbono, lactato y agua (Tkadlecova et al., 1999, Goel et al., 2010). El HA procede del
plasma sanguineo aunque su composicion quimica es distinta, siendo la concentracién de
proteinas y de AA los principales elementos diferenciadores. La concentracién de proteinas en el
HA oscila entre 0,05-0,15 g/l mientras que en el plasma sanguineo el rango varia entre 60-70 g/I.

Aunque el HA tiene una baja concentracion de proteinas (esencial para mantener la transparencia
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que permite la vision), todas las proteinas plasmaticas estan presentes en él (To et al., 2002).
Determinadas inmunoglobulinas, como las IgG, estdn presentes en mayor concentracién
comparadas con las IgM o las IgA. Los niveles de AA en el HA de las personas y la mayoria de
animales (sobre todo los diurnos) se encuentran en una concentracion muy superior a la del
plasma (Reiss et al., 1986, Rose y Bode, 1991) pues protege las estructuras intraoculares del dafio

foto-oxidativo (Ringvold et al., 2000).

Asimismo la concentracién de algunos iones, como por ejemplo el CI" y el HCO;, difiere
significativamente del plasma sanguineo, existiendo variaciones entre las distintas especies que se

ven reflejadas en el pH del HA (To et al., 2002).

Por otro lado, los niveles de lactato en el HA se encuentran en una concentracion mucho
mayor a la del plasma debido, segln estudios previos, al metabolismo de la glucosa a nivel de la
cornea, la lente, el cuerpo ciliar y la retina que hace que la mayor parte del producto final de esta

conversion se libere rapidamente por difusién al HA (Riley, 1972).

La secrecion del HA y la regulacion de su flujo son procesos importantes para el correcto
funcionamiento del globo ocular. Produccién y eliminacidon estan en equilibrio constante, de tal
manera que cuando se altera la eliminacidn se produce un aumento de la PIO, que es el principal
factor de riesgo en la patogénesis y progresion del glaucoma aunque no el Unico (Stewart et al.,

2000, Goel et al., 2010).

La retina

La retina es una fina y delicada membrana derivada del neuroectodermo embrionario que
cubre la superficie interna de la parte posterior del globo ocular hasta 5 mm por delante del
ecuador. Se extiende desde la cabeza del NO hasta la ora serrata donde se continua con el
epitelio no pigmentado de la pars plana del cuerpo ciliar. Contacta intimamente con la coroides
en su parte mas externa y con el cuerpo vitreo en su parte interna. Es una extension del sistema
nervioso central (SNC) que esta especializada en transformar la energia luminica que viaja a través
de las estructuras transparentes del ojo en impulsos eléctricos que son conducidos a través de los
axones del NO hasta la corteza cerebral, donde tiene lugar el procesamiento de la visién (Hubel,

2000, Samuelson, 2007).

En el centro de la retina se sitla una estructura denominada macula que es la responsable de
la visién central y en color. Mide unos 5,5 mm y en su centro se encuentra la févea, una depresidn

pequefia que contiene la mayor densidad de conos de toda la retina (15.000/mm?) y que carece
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de bastones. Mas alld de esta zona, la retina se encarga de la visién periférica y con poca

iluminacidn, gracias a los bastones (Hubel, 2000).

La circulacidn retiniana procede de la arteria central de la retina (rama de la arteria oftalmica)
y se caracteriza por tener un bajo flujo, una elevada extraccidén de oxigeno y la presencia de unas
uniones endoteliales estrechas que dan lugar a la barrera hemato-retiniana, que es similar a la
hemato-encefdlica. La circulacién coroidea es importante para el aporte de nutrientes a la retina,
asi como para el mantenimiento de la temperatura y del volumen del globo ocular; procede de la
arteria ciliar posterior (rama de la arteria oftalmica), supone el 85% del aporte sanguineo total del
globo ocular y se caracteriza por un flujo elevado y una baja extraccion de oxigeno (Flammer et

al., 2002).

Desde un punto de vista histoldgico la retina se divide en 10 capas (Figura 2); 9 de ellas forman

la retina neurosensorial y la décima es el epitelio pigmentario de la retina (EPR).

Célula — =

pigmentada immrmem—"— kg Jidid-

R TETE

Baston : ; i
Cono

Célula horizontal
Célula amacrina

Célula bipolar

Célula ganglionar

Figura 2. Organizacidn laminar de la retina y de los principales elementos neuronales que la componen.
A: esquema modificado de la retina (Hubel, 2000). B: corte sagital de una retina de rata adulta tefiida con
hematoxilina-eosina (40x) donde se observan las distintas capas histoldgicas. Epitelio pigmentario de la
retina (EPR), segmento externo de los fotorreceptores (SEF), membrana limitante externa (MLE), capa
nuclear externa (CNE), membrana plexiforme externa (MPE), capa nuclear interna (CNI), membrana
plexiforme interna (MPI), capa de células ganglionares (CCG), capa de fibras del NO (CFN) y membrana
limitante interna (MLI).

Desde un punto de vista morfoldgico, la retina es un tejido altamente organizado en el que se
diferencian seis tipos principales de neuronas (Figura 2). Estas se estructuran anatémicamente en

tres capas donde se sitlan sus cuerpos nucleares: la capa nuclear externa (CNE), la capa nuclear
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interna (CNI) y la capa de células ganglionares (CCG) y dos membranas sindpticas: la membrana
plexiforme externa (MPE) y la membrana plexiforme interna (MPI), en las que se sitdan los axones
y las dendritas y por tanto donde acontecen la mayor parte de las sinapsis (Dowling, 1987, Hubel,

2000).

Otros tipos celulares componen el tejido de soporte neuronal: la macroglia (células de Miiller,

astrocitos y oligodendrocitos) y la microglia (Samuelson, 2007).

En sus dos extremos la retina se delimita por la membrana limitante externa (MLE) y la
membrana limitante interna (MLI). La externa estd constituida por una regiéon de zoénulas
adherentes que unen firmemente los segmentos internos de los conos y los bastones a las células
de Miller y también las células de Mdller entre si. La interna es una membrana basal formada por
la unidn de las terminaciones de las células de Miiller y separa el vitreo de la retina neurosensorial

(Samuelson, 2007).

Capa nuclear externa

Contiene los fotorreceptores (conos y bastones), que son las células encargadas de la
absorcién de la luz y de su transformacién en impulsos nerviosos. Anatdmicamente se puede
apreciar las distintas partes que los constituyen, que del exterior al interior del ojo se subdividen
en: el segmento externo (SEF), localizado entre el EPR y la MLE, donde estan los fotopigmentos de
conos y bastones, y el segmento interno, donde se encuentran el nicleo y las organelas. Los
conos son responsables de la vision diurna y en color, proporcionando una mayor agudeza visual y
resolucidn que los bastones, que se encargan de la visién en condiciones de baja luminosidad

(Curcio et al., 1990).

El EPR es la capa mas externa de la retina. Consiste en una monocapa de células poligonales
cuya funcién es apoyar y mantener a los fotorreceptores subyacentes mediante cinco procesos
principales: absorbe la luz dispersa que entra en el polo posterior, participa en el transporte
activo de metabolitos, proporciona la barrera hemato-retiniana, regenera los pigmentos visuales y

realiza la fagocitosis (Quinn y Miller, 1992).

Capa nuclear interna

En esta capa se sitlan los somas de las células bipolares, horizontales, interplexiformes y

amacrinas. Las células bipolares reciben la informacion de los fotorreceptores y la envian a las
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CGR; las células horizontales conectan los fotorreceptores y las bipolares mediante uniones largas
y paralelas que se distribuyen por toda la retina y de forma similar, las células amacrinas unen las

CGR con las células bipolares (Salinas-Navarro, 2011).

Capa de células ganglionares

Es la capa mas interna, y contiene principalmente los cuerpos de las CGR y las células

amacrinas desplazadas, aunque también se encuentran los astrocitos retinianos.

Las CGR estan encargadas de recoger la informacién de las capas y membranas retinianas
previas, la conducen hacia el NO y a través de él a las zonas de proyeccidn visual subcortical. Estdn
especializadas en la captacion de contrastes o los cambios rapidos de iluminacién ademds de
contribuir a procesar aspectos de la imagen, como la forma o el movimiento que se completardn

posteriormente en la corteza visual.

Desde que en 1899 Ramodn y Cajal describiera su morfologia en su “Textura del sistema
nervioso del hombre y los vertebrados”, en roedores se han descrito multitud de clasificaciones
basadas en el tamafo de su soma y la morfologia de sus dendritas (Fukuda, 1977, Perry, 1979,

Dreher et al., 1985).

En la practica muchas de estas clasificaciones resultan complicadas y no tienen relevancia para
el propdsito del estudio por lo que hoy en dia se siguen empleando las mds sencillas como las de

Fukuda (1977) o Perry (1979).

Fukuda (1977) las clasificé en tres grandes grupos segun el tamafio del soma: las CGR grandes
tienen didametros mayores a 14,5 um, se distribuyen de forma regular por toda la retina y suponen
el 5% del total de las CGR. Las medianas tienen didametros entre 11,5 y 14,5 um, se encuentran en
la zona central de la retina y representan aproximadamente un 30% del total de las CGR. Las
pequefias tienen un didametro entre 6 y 11,5 um, se distribuyen regularmente por toda la retina y

constituyen aproximadamente el 65% de la poblacion de las CGR.

Posteriormente, Perry (1979) dividié las GCR en tres tipos: |, Il y Ill basandose en criterios
morfoldgicos y ayudandose de la tincion de Golgi. El inconveniente de esta técnica fue que no se

pudieron identificar las células de forma inequivoca porque no siempre se visualizaban los axones.

Las células amacrinas desplazadas se caracterizan por la ausencia de axones y aunque su
funcién no se conoce del todo, probablemente estén relacionadas con la integracion de la
informacidn. En la rata suponen aproximadamente el 50% de la poblacién neuronal de la CCG

(Perry, 1981, Perry et al., 1983, Silveira et al., 1989).
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Neuroglia retiniana

Uno de los elementos celulares mds importantes de la retina y que en los ultimos afios ha
tenido mas adeptos entre los investigadores es la neuroglia, que estd compuesta por la macroglia

(células de Miiller, astrocitos y oligodendrocitos) y la microglia.

Las células de Miiller se localizan de forma radial a lo largo de la retina, atravesando todas las
capas. Sus somas se asientan en la CNI, desde la que proyectan unos procesos irregulares en
ambos sentidos que se prolongan hasta la MLE y la MLI. Las funciones mas importantes de las
células de Miiller son: proveer de glucosa a las neuronas a partir de reacciones metabdlicas
anaerdbicas del glucégeno almacenado, retirar los productos de desecho metabdlico (CO,,
amonio), reciclar los aminoacidos de los neurotransmisores liberados durante la sinapsis,
controlar la homeostasis y proteger a las neuronas de cambios deletéreos en su ambiente idnico

(Bringmann y Reichenbach, 2001, Garcia et al., 2002).

La mayor parte de los astrocitos retinianos tienen su soma ubicado en la CCG vy
excepcionalmente, en la CNE. Dan soporte estructural y metabdlico a la retina y participan en la

detoxificacidon durante el proceso de envejecimiento (Ramirez et al., 1996, Ramirez et al., 2001).

La principal funcién de los oligodendrocitos es producir mielina, envoltura que confiere
proteccion a los axones dpticos y que también es responsable de transmitir con rapidez el impulso
nervioso para llevar a cabo el acto de la visidn. Salvo excepciones no se localizan en la retina, pero
son muy abundantes en el NO, donde mielinizan a los axones y los acompafian a lo largo de la via
Optica (Pinazo-Duran et al., 1993, Stromland y Pinazo-Duran, 1994, Stromland y Pinazo-Duran,

2002).

Las células de la microglia estdn presentes en todas las capas retinianas y del NO. Se
caracterizan por tener un pequefio soma celular y unos procesos cortos e irregulares. Su principal
funcién es la de fagocitar las neuronas dafadas por alguna lesiéon y por tanto, se las considera

como representantes del sistema inmunitario en el SNC (Ramirez et al., 1996).

El nervio optico

Esta formado por la confluencia de los axones de las CGR y se encarga de enviar las sefiales
eléctricas procedentes de la retina al SNC (Infeld y O'Shea, 1998). Funcionalmente comienza en
las CGR cuyos axones se curvan en un angulo de 90° para abordar la papila o disco dptico.
Posteriormente, los axones contintan hacia el cerebro atravesando la esclera a nivel de la [dmina

cribosa y penetrando en el craneo a través del agujero éptico de la cavidad orbitaria.
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Su forma normal es redondeada o ligeramente ovalada y contiene una excavacién fisioldgica de
distinto color llamada copa éptica, que suele ser inferior al 40% de su tamafio. El ratio entre el
didmetro de la copa éptica y el disco dptico (RCD) es normalmente de 0,3 aunque un 6% de la

poblaciéon normal tienen un ratio superior a 0,5 (Kanski, 2007).

El aporte sanguineo de las capas superficiales de la cabeza del NO proviene de las ramas
pequeinas de la arteria central retiniana. La regién preliminar, una pequefia parte anterior a la
[dmina cribosa, recibe el aporte sanguineo de las arteriolas coroideas y las arterias ciliares

posteriores cortas (Hayreh, 2001a, Hayreh, 2001b).

Carece de somas neuronales aunque si posee los cuerpos de las células neurogliales, tanto
macroglia como microglia. Ademds, los axones 6pticos (cilindroejes de las CGR) en el NO maduro

estan mielinizados (Pinazo-Duran et al., 1993, Pinazo-Duran et al., 2011).

Vias visuales

Desde el agujero 6ptico, el NO se dirige medialmente para buscar el NO contralateral en el
guiasma Optico, punto en el que se produce la decusacién de las fibras correspondientes a las CGR
de la hemirretina nasal; las correspondientes a la hemirretina temporal permanecen ipsilaterales.
En la rata y el ratén, aproximadamente el 98,5% de los axones de las CGR se proyectan
contralateralmente (Fleming et al., 2006, Salinas-Navarro et al., 2009). Las fibras que parten del
quiasma forman los tractos dpticos que posteriormente sinapsaran con los puntos diana del SNC:
el coliculo superior (CS), el nucleo geniculado lateral (NGL), el nucleo intergeniculado, el nucleo
terminal dorsal, lateral y medial, el nucleo pretectal y el nicleo supraquiasmatico, desde donde

salen las radiaciones épticas hasta el cortex occipital (Sefton et al., 2004) (Figura 3).

Nervio 6ptico

Quiasma optico

Tracto 6ptico

Nucleo geniculado lateral

Radiaciones dpticas
Corteza visual primaria

Figura 3. Anatomia de la via visual (Hubel, 2000).
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Glaucoma

El glaucoma es una enfermedad degenerativa y progresiva del NO que se caracteriza por la
pérdida de CGR, atrofia del NO y pérdida de visién irreversible, que en las primeras fases resulta
asintomatica ya que es lenta y gradual (Distelhorst y Hughes, 2003, Adatia y Damiji, 2005,
Morrison et al., 2008). Aunque tipicamente afecta a las CGR, las neuronas de la CNI y la CNE
también pueden verse afectadas (Bayer et al., 2001c). La muerte de las CGR se produce por
fendmenos de apoptosis, lo cual implica una pérdida progresiva de las mismas en relacién con la

pérdida de campo visual y disminucién de la vision (Osborne et al., 1999).

El glaucoma constituye la segunda causa de ceguera mundial por detrds de las cataratas y se
estima que ocasionara pérdida de vision a 11,1 millones de personas en el 2020 (Quigley y
Broman, 2006, Ray y Mookherjee, 2009). Su control tiene un gran impacto en nuestra sociedad en

términos de morbilidad, pérdidas en la productividad y costes de salud (Infeld y O'Shea, 1998).
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En Estados Unidos, la prevalencia de esta enfermedad ha ido aumentando a lo largo de la
ultima década (Loyo-Berrios y Blustein, 2007) y se observa una tendencia similar por todo el
mundo independientemente de la raza, pese a la fuerte tendencia al glaucoma severo de los

afroamericanos e hispanos y al glaucoma de dngulo cerrado de los asiaticos.

Diagnostico de glaucoma

El diagndstico de glaucoma se basa en tres procedimientos exploratorios fundamentales: la
medicion de la PIO, el examen clinico del NO a través de la oftalmoscopia y la tomografia de
coherencia 6ptica (OCT) y las pruebas funcionales (campo visual o perimetria) (Infeld y O'Shea,

1998, Distelhorst y Hughes, 2003, Khaw et al., 2004a).

La presion intraocular

La PIO esta determinada por el equilibrio entre la produccidon de HA en el interior del globo
ocular y la salida del mismo a través de la malla trabecular. Muchos factores pueden afectarla,
como por ejemplo la edad, la presidn sanguinea sistémica, determinados factores genéticos o la
administracién tdpica y sistémica de algunos farmacos. El registro de la PIO puede verse afectado
por la época del afio en la que se hacen las mediciones, la hora del dia, la respiracién y el método

de determinacién y de contencion (Infeld y O'Shea, 1998).

La PIO media se ha establecido comparativamente con muestras muy grandes de la poblacidn
entorno a 16 mm Hg; estando el rango normal entre 10-21 mm Hg. Este valor puede alcanzar
valores cercanos a 0 mm Hg en situaciones de hipotonia extrema y valores cercanos a 70 mm Hg

en algunos casos de glaucoma (Infeld y O'Shea, 1998, Khaw et al., 2004a).

Con la edad se incrementa la PIO especialmente en las mujeres, pudiendo aumentar el rango
hasta 24 mm Hg. Sin embargo, aproximadamente el 7% de la poblacién por encima de los 40 afos
tiene una PIO superior a 21 mm Hg sin alteraciones compatibles con glaucoma (lesiones del
campo visual o del NO); a estos pacientes se les conoce con el término de hipertensién ocular

(Adatia y Damiji, 2005, Kanski, 2007).

El rango a partir del cual la PIO puede producir dafio en el NO es muy variable y depende de
muchos factores. En general, presiones de 20-30 mm Hg producen dafio a lo largo de muchos

afios y presiones de 40-50 mm Hg pueden producir una pérdida de vision subita.
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En condiciones normales la PIO estd sometida a variaciones diurnas, siendo estas fluctuaciones

mas pronunciadas en los pacientes con glaucoma (To et al., 2002).

Examen del disco optico

Los cambios a nivel de la papila se han utilizado como pieza clave del diagndstico morfoldgico
del glaucoma pues frecuentemente aparecen antes que las alteraciones en los campos visuales
(Distelhorst y Hughes, 2003). Conforme va aumentando la PIO y la isquemia, los orificios de la
[dmina cribosa de la esclera se van colapsando y los axones del NO se van muriendo. Al producirse
la pérdida del tejido nervioso aparece la caracteristica excavacién o cupping de la cabeza del NO
(Adatia y Damiji, 2005). El aumento progresivo de la excavacidén papilar es una manifestacion de la

muerte del NO y del avance del glaucoma.

Entre los distintos cambios asociados al glaucoma que se pueden apreciar a nivel del NO
mediante oftalmoscopia indirecta destacan el aumento simétrico del RCD (superior a 0,5) y una
asimetria en el RCD entre los dos ojos de 0,2 o mas. Otros hallazgos que se pueden encontrar son
hemorragias en el disco dptico y muescas en la parte temporal del tejido neurorretiniano del NO

(Khaw et al., 2004a, Adatia y Damji, 2005, Kanski, 2007).

Desde hace tiempo son muchos los articulos publicados que demuestran que la OCT tiene una
elevada sensibilidad y especificidad en el diagndstico del glaucoma. Se trata de una técnica
diagndstica no invasiva similar a la ecografia en modo B que utiliza luz en vez de ultrasonidos para
proporcionar imagenes de alta resolucidon de secciones transversales de la retina, y que por tanto
permite valorar los cambios que suceden en la CCG y CFN (Kanski, 2007, Silva et al., 2013, Xu et
al., 2013).

Examen del campo visual (perimetria)

Se realiza por medio de una serie de aparatos que evallan la capacidad del paciente para
detectar un estimulo diana que se produce en un campo definido, pudiéndose modificar el
numero de estimulos, la posicidn, la intensidad o la duraciéon de los mismos. Es una prueba
dindmica muy importante para detectar alteraciones en la visidon central y periférica del paciente
asi como para monitorizar los cambios progresivos que tengan lugar en las visitas al oftalmélogo

(Infeld y O'Shea, 1998).
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Tipos de glaucoma

A pesar de que existen muchas clasificaciones del glaucoma, atendiendo a la etiologia
principalmente hablamos de glaucoma primario versus secundario; atendiendo a la anatomia de
la cdmara anterior hablamos de glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) versus glaucoma de
angulo cerrado (GAC) y atendiendo al momento de presentacién, hablamos de glaucoma infantil,
juvenil o adulto; en general éste se clasifica en tres grupos principales: el GPAA, el GAC y el

glaucoma pediatrico (Ray y Mookherjee, 2009).

Glaucoma primario de dngulo abierto

Es la forma mds frecuente en la especie humana representando el 90% de todas las formas de
glaucoma (Adatia y Damji, 2005). Se produce como consecuencia de una alteraciéon en el sistema
de drenaje del HA que dificulta la salida del mismo. Por razones que no se comprenden del todo,

la resistencia de la malla trabecular aumenta gradualmente y la PIO se eleva dentro del ojo.

Se trata de una condicidn bilateral aunque marcadamente asimétrica; es dificil de identificar en
fases tempranas porque los pacientes no tienen sintomas y en el momento del diagndstico se
presentan en un estado muy avanzado de la enfermedad. Fisioldgicamente se produce un
solapamiento de los campos visuales entre los dos ojos que consigue esconder defectos
tempranos y retrasar el diagnéstico hasta que el dafio a nivel del NO compromete la vision
central. Aproximadamente la mitad de los pacientes no saben que tienen la enfermedad ya que la
pérdida del campo visual no se produce hasta que se deterioran mds del 50% de las fibras

nerviosas (Siu et al., 2002, Adatia y Damji, 2005, Ray y Mookherjee, 2009).

Hasta la fecha son varias las teorias que se han propuesto sobre la patofisiologia del mismo,
que en definitiva es una enfermedad en la que participan multiples factores: genéticos,

ambientales y sistémicos (Ray y Mookherjee, 2009).

El GPAA esta asociado al proceso fisioldgico de envejecimiento (Gabelt y Kaufman, 2005).
Recientemente se ha demostrado que a mayor edad hay una mayor degradacién de los enzimas
gue en condiciones normales metabolizan y detoxifican el perdxido de hidrégeno y otros radicales
libres. El estrés oxidativo secundario al acimulo de estas sustancias da lugar a un deterioro
irreversible en los tejidos oculares que puede comprometer la integridad de la malla trabecular,
reduciendo la capacidad de adhesidon celular y produciendo una pérdida de células que agrava la

situacién patoldgica (Zhou et al., 1999).
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Son muchos los trabajos de investigacidn que relacionan la patogénesis del glaucoma con un
incremento en la sintesis de los componentes de la matriz extracelular (fibronectina, laminina o
GAG) de la malla trabecular y del musculo ciliar, asi como con una disminuciéon de las
metaloproteinasas que los degradan (Knepper et al.,, 1996, Razeghinejad y Katz, 2012). Un
ejemplo de ello son los GAG, que incrementan la resistencia a la salida del HA al ejercer fuerzas
osmoticas que inducen un edema de la estructura trabecular (Knepper et al., 1996). Otros
trabajos de investigacion sugieren que la interaccidén de los componentes de la matriz extracelular
con diferentes proteinas induce la formacién de depdsitos que obstruyen la salida del HA a través

de la malla trabecular (Bhattacharya et al., 2005a, Bhattacharya et al., 2005b).

Por otro lado, la disminucidn de las células presentes en los haces de la malla trabecular es un
hecho caracteristico de los pacientes que sufren GPAA, en los que se ha documentado un nimero

menor de células por area de tejido que en las personas control (Grierson y Howes, 1987).

Numerosos estudios demuestran por otra parte que el aumento de la PIO provoca cambios en
la expresién de ciertos genes que dan lugar al acimulo de sustancias, como la interleuquina-6,
que estan implicadas en la permeabilidad vascular, remodelacién de la matriz extracelular,
reorganizacion del citoesqueleto y eliminacidn de radicales libres (Gonzalez et al., 2000, Pinazo-

Durén, 2012).

El canal de Schlemm de los pacientes con glaucoma tiene menores dimensiones y menor
densidad de poros en la pared interna del endotelio que el de los ojos normales, lo que

contribuye a aumentar la resistencia a la salida del HA (Gabelt y Kaufman, 2005).

El factor de riesgo mas importante, pero no el Unico, en la incidencia, severidad y progresion de
esta patologia es el aumento de la PIO (Bui et al., 2005, Buys et al., 2012, Gugleta et al., 2012). Por
otro lado existen pacientes con glaucoma normotenso y pacientes con hipertensién ocular que no
presentan alteraciones visibles del NO y del campo visual (Stewart et al., 2000, Flammer et al.,
2002). La identificacion y cuantificacién de los factores de riesgo es esencial para comprender y
manejar esta enfermedad tanto desde un punto de vista de la salud publica como desde un punto
de vista individual. Considerarlos de cara a instaurar un tratamiento puede hacer que la

progresion sea mas lenta (Le et al., 2003, Loyo-Berrios y Blustein, 2007).

Segun Distelhorst y Hughes (2003), los Unicos factores de riesgo causales para el desarrollo del
GPAA son el aumento de la PIO, los traumatismos oculares, la terapia con corticoides y la uveitis.
Entre los factores de riesgo asociados al GPAA descritos por estos mismos autores y por Le et al.
(2003) estan la presencia de un familiar de primer grado con historia de glaucoma, la edad y la

raza, con mayor prevalencia en los individuos de raza negra a partir de los 40 afios y a partir de los
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65 afios en la raza blanca, aumentando el riesgo con cada década. Algunos estudios han
demostrado que el aumento de riesgo entre descendientes se debe a factores genéticos vy
recientemente se han identificado varios genes relacionados con el GPAA en los adultos (Monemi

et al., 2005, Ray y Mookherjee, 2009).

Con el resto de factores existen muchas diferencias en funcién de los estudios; Distelhorst y
Hughes (2003) relatan una mayor incidencia en las mujeres mientras que Le et al. (2003) y Loyo-
Berrios y Blustein (2007) no vieron una relacion directa entre el GPAA y el género. Las alteraciones
hemodindmicas sistémicas se han considerado como una posible causa directa de dafio del NO y
pueden empeorar la situacion en caso de que haya aumentos de la PIO; sin embargo, en el
estudio de Le et al. (2003) se observé un mayor riesgo de padecer GPAA en aquellos pacientes
qgue en alguna ocasién tomaron a—bloqueantes, pero no se demostré que hubiera una relacién

con el padecimiento de enfermedades cardiovasculares, el tabaquismo o la diabetes.

Otro factor que puede estar asociado al aumento del riesgo de padecer GPAA es el uso de
esteroides para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias o inmunomediadas. La via de
administracién que con mas frecuencia produce el llamado “glaucoma yatrogénico inducido por
esteroides” es la tdpica, la intraocular y la periocular, siendo la incidencia mucho menos frecuente
tras la administracién sistémica. El mecanismo exacto del glaucoma yatrogénico inducido por
corticoides no se conoce exactamente aunque parece deberse a una mezcla de interacciones
genéticas y factores ambientales, siendo los pacientes diagnosticados con GPAA los que mas
aumentos de PIO experimentan. La mayoria de casos se controlan médicamente aunque existe un

1-5% que necesitan tratamiento quirurgico para controlar la PIO (Razeghinejad y Katz, 2012).

Los pacientes que padecen miopias moderadas a severas tienen un mayor riesgo de padecer
GPAA; en las miopias leves esta relacién no esta tan clara. Actualmente no se sabe si el aumento
del riesgo esta asociado a una mayor PIO o a una mayor susceptibilidad de los ojos miopes al dafo
del NO, pues el mayor tamano del globo ocular conlleva un adelgazamiento de la pared del mismo

(Adatia y Damiji, 2005, Loyo-Berrios y Blustein, 2007).

Existe un tipo de GPAA crdnico en el que se sucede una pérdida progresiva de los campos
visuales y un dafio a nivel del NO a pesar de que la PIO siempre se encuentra por debajo de 21
mm Hg. Aparece en un 15%-20% de los pacientes y es mas frecuente en las mujeres que en los

hombres (Adatia y Damji, 2005, Park et al., 2009).

Por otra parte, el GPAA puede ser secundario a otras patologias como uveitis anterior, la
formacién de neovasos en el iris, el glaucoma pigmentario o el facolitico (Infeld y O'Shea, 1998,

Khaw et al., 2004a).
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Glaucoma de dangulo cerrado

En este tipo de glaucoma se produce un estrechamiento del angulo iridocorneal. La lente se
desplaza hacia la parte trasera del iris e impide la salida del HA desde la camara posterior a la
camara anterior. El HA se acumula empujando el iris hacia la cérnea y hacia la malla trabecular

aumentando rapidamente la PIO (Khaw et al., 2004a).

Entre los sintomas mds frecuentes destacan el enrojecimiento y dolor intenso del ojo afectado,
sensacion de nduseas, vémitos y un fuerte dolor de cabeza. La vision se vuelve borrosa, disminuye
la agudeza visual dependiendo del grado de edema corneal y la pupila se dilata y deja de

responder a la luz (Khaw et al., 2004b).

Este tipo de glaucoma se debe considerar como una urgencia oftalmoldgica y manejar
rapidamente. Si no se trata se puede perder de manera irreversible la visién, crear adherencias

permanentes del iris a la cdrnea y danar la malla trabecular (Khaw et al., 2004a).

Neuropatia optica glaucomatosa

La neuropatia Optica glaucomatosa (NOG) agrupa a un conjunto de enfermedades
heterogéneas, aunque clinicamente similares, que inducen una serie de cambios tipicos en la CFN
de la retina y en el disco dptico. Todas tienen en comun una degeneracién lenta y progresiva de
las CGR y sus axones que ocasiona una pérdida funcional del campo visual. Aunque clasicamente
se ha considerado que el dafio de la NOG no afecta a otras neuronas de la retina, no todos los

investigadores estan de acuerdo con esta apreciacién (Vidal-Sanz et al., 2012).

Hasta la actualidad, son muchas las teorias que intentan explicar la pérdida de CGR en los
pacientes con glaucoma; el estrés mecdnico asociado al aumento de PIO y la consiguiente
disminucién de factores trépicos, la reduccion del flujo sanguineo a nivel de la retina, el dafio por
reperfusion, el estrés oxidativo, la excitotoxicidad mediada por el glutamato y la activacion del
sistema inmunitario son las principales propuestas (Ray y Mookherjee, 2009). Estas teorias no son
independientes ni excluyentes entre si, siendo la patogénesis del glaucoma un hecho

multifactorial.
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Teoria mecadnica

La teoria mecanica relaciona el incremento de la PIO con el alargamiento, estrechamiento y
colapso de los orificios de la lamina cribosa, los cuales comprimen los axones a su paso por ella a

nivel de la cabeza del NO (Berkelaar et al., 1994, Quigley et al., 1995, Doganay et al., 2012).

La presién ejercida sobre el NO bloquea el envio de las sefales neurotrdpicas (que mandan
factores de crecimiento, como por ejemplo el factor neurotrépico derivado del cerebro)
procedentes del NGL o el CS. Estas sefiales mantienen las funciones de las CGR, lo cual puede

suponer la lenta degeneracién de las mismas (Ray y Mookherjee, 2009, Doganay et al., 2012).

Es probable que la muerte de las células nerviosas retinianas y de sus axones se deba en parte a
los fendmenos de apoptosis. La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso biolégico
fundamental que forma parte del ciclo vital celular. Sin embargo su activacidn inapropiada puede
dar lugar a una pérdida patoldgica de células (Garcia-Valenzuela et al., 1995, Quigley et al., 1995).
Los mecanismos exactos por los que se induce la apoptosis en el glaucoma no se conocen del todo
pero en ultimo término se produce la destruccion de las CGR, sus axones y las células gliales de

soporte que da lugar a la excavacidn tipica de la cabeza del NO (Hernandez, 2000).

Se ha comprobado que la muerte celular no sucede inmediatamente después del dafio.
Asimismo, el aumento de la PIO y la lesién mecanica a nivel de la ldmina cribosa dafian los axones
de las CGR antes que los cuerpos celulares, de manera que estas células son incapaces de cumplir
con su funcién (envio de sefales al centro visual del cerebro) antes de manifestar los cambios
fenotipicos caracteristicos (contraccion de los somas celulares y reduccion del tamafo) y generar

los biomarcadores de apoptosis en sangre y HA (Morgan et al., 2000, Pinazo-Duran, 2012).

El papel de la PIO es por tanto importante en el desarrollo de la lesién glaucomatosa. Sin
embargo, aunque una reduccion de la PIO mejora el prondstico de los pacientes con esta
enfermedad, no detiene la progresion de la misma en todos ellos (Stewart et al., 2000, Flammer

et al., 2002).

Teoria vascular

Existen muchos trabajos que relacionan el glaucoma con una alteracion del flujo sanguineo
ocular (FSO). La conclusidn final de la mayoria de ellos es que en el glaucoma existe una menor
perfusidn ocular que disminuye conforme se incrementa el dafo, tanto en fases tempranas como

en avanzadas de la enfermedad (Flammer et al., 2002). La reduccién se produce en todos los
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tejidos oculares pero especialmente se afectan la coroides, la cabeza del NO y el area peripapilar

(Wolf et al., 1993, Duijm et al., 1997).

La verdadera cuestion esta en si la alteracién del FSO es una consecuencia de la enfermedad
glaucomatosa, es decir, si el aumento de PIO altera el flujo sanguineo produciendo una isquemiay
finalmente la muerte celular o si se trata de un problema primario que puede estar implicado en
la patogénesis de la misma (Flammer, 1994, Yan et al., 1994, Flammer et al., 2002, Ray vy

Mookherjee, 2009).

La posibilidad de que la reduccién del FSO es tan sélo un problema secundario al aumento de
PIO es improbable por las siguientes razones: la reduccién del flujo sanguineo va mas allad del
globo ocular, en algunos casos precede a la NOG y también se observa en los casos de glaucoma
normotenso (incluso mas pronunciada), por lo que una importante parte de la reduccién del FSO

es primaria (Flammer et al., 2002).

Tres son las posibles causas de reduccién del FSO: Un incremento en la resistencia del flujo
sanguineo, una reduccion de la presion de perfusidon y un incremento de la viscosidad sanguinea.
En la literatura existe poco referenciado sobre el aumento en la viscosidad sanguinea, sin
embargo un incremento en la resistencia puede estar asociado a variaciones anatdmicas,
vasculitis, arterioesclerosis o a una alteracién funcional de la regulacién del diametro vascular.
Una menor presidon de perfusién puede estar asociada a un aumento en la PIO o a una menor

presion sanguinea (Flammer et al., 2002).

Daiio por reperfusion y estrés oxidativo

Las fluctuaciones en el flujo sanguineo pueden ser un factor de riesgo decisivo para el
desarrollo de la lesion glaucomatosa al producir pequeiias y repetidas lesiones por reperfusion en
las que aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo

(Flammer, 2001).

En condiciones normales, los radicales superéxido son retirados por los antioxidantes que
estan presentes en el globo ocular como por ejemplo el AA y la vitamina C. Sin embargo,
numerosos estudios han revelado que en los pacientes con glaucoma hay una disminucidn en los
niveles de las defensas antioxidantes (Zanén-Moreno et al., 2008). Ademas, las ROS pueden
reaccionar con el éxido nitrico (ON) produciendo peroxinitritos, una sustancia altamente reactiva

y neurotoxica (Haefliger et al., 1999).
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Existe controversia sobre el papel del ON y las especies reactivas derivadas del mismo en la
patogénesis de la NOG. A nivel experimental los estudios realizados concluyen que el ON
constitutivo, formado en el globo ocular por la dxido nitrico sintasa (ONS), es beneficioso en la
prevencion de la génesis del glaucoma mientras que el exceso de ON producido por la éxido
nitrico sintasa inducible (ONSi) debido a la accidén de las endotoxinas, la inflamacidn y ciertas
citoquinas, participa en la patogénesis y progreso de la NOG (Siu et al., 2002, Toda y Nakanishi-
Toda, 2007). Ademas, en varios modelos animales experimentales se ha comprobado que la
inhibicidon farmacoldgica de la ONSi impide parcialmente el desarrollo de la NOG (Liu y Neufeld,

2000).

Excitotoxicidad mediada por el glutamato

El glutamato es un neurotransmisor que se encuentra en grandes cantidades en el SNC, incluido
la retina y la via visual, donde es responsable del 75% de la transmision excitatoria (Honkanen et
al., 2003). Durante la sinapsis normal su accion finaliza rapidamente cuando es captado por las
células gliales y las terminaciones nerviosas para transformarlo en glutamina (Nicholls y Attwell,
1990). Posteriormente la glutamina se libera al espacio extracelular de donde pasa al interior de

las neuronas para ser reconvertida a glutamato.

Su efecto neurotéxico (excitotoxicidad) se descubrié por primera vez tras unos estudios
experimentales realizados con ratones y posteriormente se ha determinado que participa en la

patogénesis de algunas enfermedades neurodegenerativas (Casson, 2006).

Son varias las teorias que explican el exceso de glutamato en los pacientes con glaucoma. Las
causas mas comunes son la isquemia y el trauma crénico, secundarias al aumento de PIO, que dan
lugar a un agotamiento de energia y al acimulo extracelular de glutamato procedente de las
células necrdticas (Casson, 2006). Otra teoria es la relacionada con la glutaminasa, enzima
encargada de la conversion de glutamina en glutamato, presente en condiciones normales en el
interior de las células. Es posible que el aumento de presién sobre las CGR induzca un incremento
en la permeabilidad de las membranas que exponga la glutaminasa intracelular y por tanto facilite
la conversion de glutamina en glutamato. Por ultimo, otra opcidn que facilita el acimulo de este
neurotransmisor es el hecho de que en el glaucoma se altera la capacidad de las células de Miiller

o de las CGR para detoxificarlo (Svenneby y Torgner, 1987).

El dafio excitotdxico mediado por glutamato consiste en una cascada de acontecimientos en los

qgue se pierde la homeostasis idnica y finalmente se produce la muerte celular. La activacién
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prolongada de los receptores para el glutamato; principalmente el subtipo N-metil-D-aspartato, a
nivel de la membrana postsindptica induce un incremento en los niveles de Ca* en el citosol que
facilita la apertura de los llamados poros de transicién de las mitocondrias (Crompton, 1999). Este
fenédmeno permite el paso de ciertas sustancias, como el citocromo C o la endonucleasa G, que
inician la cascada de apoptosis (Kroemer et al., 2007). El dafio en las mitocondrias da lugar a una
produccién de energia deficiente que ocasiona una disminucion de la funcionalidad de las células
nerviosas y un estado de “estrés energético” en el que las neuronas son mas vulnerables al dafo
excitotoxico (Toda y Nakanishi-Toda, 2007). Ademas, el glutamato es capaz de desencadenar dafio
oxidativo y liberacion de radicales libres al estimular la formacion de ON activando la ONSi

(Nickells, 2004).

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, entre los diversos trabajos de investigacion, clinicos
y experimentales, existen discrepancias sobre los niveles de glutamato en el glaucoma (Dreyer et

al., 1996, Honkanen et al., 2003, Okuno et al., 2006, Doganay et al., 2012).

Respuesta inmunitaria y papel de las células gliales

La respuesta inmune puede ser beneficiosa o perjudicial dependiendo de si hay un buen control
de los mecanismos intrinsecos de regulacidon (Tezel et al., 2007, Tezel, 2009). En condiciones
normales, aparte de desempefiar otras funciones, las células gliales tienen la capacidad de regular

la respuesta inmune en el SNC, la retina y el NO.

El incremento en los niveles de las ROS, que sucede durante el estrés oxidativo en los pacientes
con glaucoma, induce la activacion de las células T por parte de las células gliales aumentando la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), que juegan

un importante papel en la NOG (Tezel et al., 2001a, Tezel et al., 2001b, Tezel et al., 2007).

La activacion aberrante del sistema inmune conlleva una serie de consecuencias: por un lado
las células T producen sustancias neurotdxicas que dafan las CGR, por otro lado se producen
anticuerpos frente a varias proteinas neuronales identificandolas como extrafias, lo que induce
cambios degenerativos severos (Ray y Mookherjee, 2009) y por ultimo, se produce la activacién
del sistema de complemento que exacerba la muerte celular neuronal (Tezel et al., 2007, Pinazo-
Duran, 2012). Ademas las CGR lesionadas inducen una serie de reacciones en las células gliales
gue no se comprenden del todo. Entre los cambios que se observan destaca una hipertrofia de los
astrocitos, un adelgazamiento de los cuerpos celulares y los procesos primarios y una menor

cantidad de procesos secundarios (Ramirez et al., 2010). Las células gliales dafiadas exacerban el
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dafio neuronal debido a que se altera la captacion de glutamato y a que se liberan citoquinas y

ROS que inician un circulo vicioso (Kawasaki et al., 2000).

34



Revisidn bibliografica

Identificacion, cuantificacion y distribucion de las CGR

La identificacion, cuantificacion y distribucidn de las CGR de los roedores, tanto en condiciones
normales como patoldgicas, se hace esencial en el estudio de numerosas neuropatias entre las
que destaca la glaucomatosa. Ademads, el facil manejo experimental de estos animales y el
extenso conocimiento que se tiene de la anatomia, organizacion, funcién y estructura molecular
de su via visual primaria permiten la realizacién de muchos trabajos (Pinazo-Duran et al., 1993,
Strémland y Pinazo-Duran, 1994, Vidal-Sanz et al., 2000, Vidal-Sanz et al., 2001, Lafuente et al.,
2002, Stromland y Pinazo-Duran, 2002, Pinazo-Duran et al., 2011, Vidal-Sanz et al., 2012).

El primer paso para poder realizar el estudio cuantitativo y distributivo de las CGR es su
identificacion y diferenciacidn con respecto a las células amacrinas desplazadas. En roedores éstas

se encuentran en igual proporcién en la CCG y no son facilmente distinguibles segtn la morfologia
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o el tamafio celular (Perry, 1981, Perry et al., 1983, Silveira et al.,, 1989). Ademas, las CGR
lesionadas pueden cambiar su fenotipo y ser mds complicado todavia su diferenciacidon de otros

tipos neuronales (Sellés-Navarro et al., 1996).

Existen varios sistemas de identificacion: los que emplean criterios morfoldgicos, los basados en

la aplicacidn de trazadores neuronales y los que detectan marcadores moleculares.

Identificacion segun criterios morfoldgicos

Este sistema se basa en analizar secciones histoldgicas o retinas montadas en plano mediante la
utilizacion de tinciones celulares inespecificas y la microscopia éptica. Debido a que puede existir
una superposicion de tamafio entre las células amacrinas grandes y las CGR pequefias (Perry,
1981), los criterios anatdmicos basados en el tamafio del soma neuronal son menos precisos. Sin
embargo, puesto que permiten estudiar las caracteristicas macroestructurales de las capas de la
retina, incluida la CCG y CFN, se recomienda realizarlos en paralelo a otras técnicas (Pinazo-Durdn

et al., 1993, Pinazo-Duran et al., 1997, Pinazo-Duran et al., 2011).

Identificacion mediante la aplicacion de trazadores

neuronales

Las CGR se proyectan a través de sus axones a varias zonas del SNC. Los principales sitios son
los CS (en la rata reciben el 98% de la poblacion de CGR) y los NGL (Salinas-Navarro et al., 2010,

Salinas-Navarro, 2011).

Aplicando sobre estas dreas o sobre el NO un trazador neuronal, éste es captado por los axones
de las CGR y transportado retrogradamente hasta el soma celular en la retina, permitiendo asi
identificar estas células facilmente (Vidal-Sanz et al, 2012). Este sistema permite la
caracterizacién inequivoca de las CGR ya que son las Unicas células de la retina que emiten un

Unico axoén retinofugal (Salinas-Navarro, 2011).

Se han utilizado varios tipos de trazadores: peroxidasa de rabano (Perry, 1981), carbocianinas
(Vidal-Sanz et al., 1988), 4Di-10ASP (Lafuente et al., 2002), Fast Blue (Vidal-Sanz et al., 1988), y
Fluorogold (FG) o su andlogo Metanesulfonato de hidroxistilbamidina, que es una molécula con
propiedades de fluorescencia similares al FG (Cheunsuang y Morris, 2005, Salinas-Navarro et al.,

2009).
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Para que una sustancia actie como un trazador neuronal retrégrado debe acumularse en las
fibras nerviosas y retenerse en el soma celular (Wessendorf, 1991). En la actualidad, el FG o su
andlogo son los neurotrazadores mas utilizados en la mayoria de laboratorios (Ko et al., 2001,
Danias et al., 2002, Danias et al., 2006, Nadal-Nicolas et al., 2009, Vidal-Sanz et al., 2012). Su
marcada fluorescencia amarilla en el interior de los lisosomas y el citoplasma, su capacidad para
llenar los procesos dendriticos y su compatibilidad con las pruebas de inmunocitoquimica han
permitido que su uso esté muy extendido (Wessendorf, 1991). Ambos se transportan
activamente, a través de vesiculas, desde los axones hasta el soma y las dendritas primarias
donde permanecen hasta 3-4 semanas sin difundir transcelularmente o decolorarse (Schmued y

Fallon, 1986, Wessendorf, 1991, Sellés-Navarro et al., 1996, Cheunsuang y Morris, 2005).

Identificacion mediante marcadores neuronales especificos

Las CGR pueden identificarse mediante inmunodeteccién de las proteinas especificamente
expresadas por ellas o por hibridacién para detectar su ARN mensajero. Entre los distintos
marcadores que existen destacan: MAP1A (McKerracher et al., 1989), y-synuclein (Surgucheva et
al., 2008a, Surgucheva et al., 2008b), Bex1/2 (Bernstein et al., 2006), Thy-1 (Chidlow et al., 2005),
NeuN (Buckingham et al., 2008), Brn3a (Nadal-Nicolas et al., 2009, Vidal-Sanz et al., 2012) y Brn3b
(Fuy Sretavan, 2010).

Los marcadores deben cumplir ciertas condiciones: ser expresados especificamente por las CGR
y no por otras células de la retina y que no cambie su patrén de expresion tras la lesidn retiniana

(Salinas-Navarro, 2011).

La familia de los factores de transcripcidon Brn3 con dominio POU (Brn3a, Brn3b y Brn3c) juega
un papel muy importante en la diferenciacién, supervivencia y elongacién de los axones de las
neuronas de la retina, el oido interno y el trigémino. En la retina se expresan Unicamente en las
CGR, en las que cada factor Brn3 regula por separado y de manera superpuesta el conjunto de

genes necesarios para la formacion de la red axonal final (Wang et al., 2002).

El mds abundante de los Brn3 es el Brn3a. En los estudios realizados por el grupo de
investigacion de Nadal-Nicolas et al. (2009) se demostré que el Brn3a se expresaba en un 92,2%
de las CGR trazadas con FG y se considerd como un marcador especifico y fiable para detectar y
cuantificar estas células en la retina normal y lesionada por axotomia de la rata adulta. Respecto
al Brn3b, éste se expresa en el 65% del total de la poblacién de CGR de la rata y el Brn3c en el

51%. El nivel de co-expresion de Brn3 alcanza el 70% de la poblacidon de CGR. De este porcentaje,
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la mayoria de células expresan los tres tipos de marcadores y una minoria sélo expresa uno de
ellos, siendo en este caso el Brn3a el marcador mas abundante seguido del Brn3b (Nadal-Nicolas
et al., 2012). El hecho de ser un marcador nuclear presenta ventajas con respecto a otros, como
por ejemplo el Bex1/2, que es expresado en los somas celulares y en los axones de las CGR y por

tanto no puede usarse para un analisis cuantitativo (Nadal-Nicolas et al., 2009).

La inmunodeteccidn de las CGR mediante anticuerpos especificos tiene ciertas ventajas sobre la
utilizacion de los trazadores neuronales. En primer lugar no manipula el sistema visual antes de la
obtencidn de las retinas, evitando asi una alteracion del mismo y acortando la fase experimental
(Salinas-Navarro, 2011). En segundo lugar, no produce interferencia con aquellas células de la
microglia que hayan podido fagocitar a las CGR lesionadas marcadas previamente con el trazador
(Sellés-Navarro et al., 1996, Nadal-Nicolas et al., 2009). Por otro lado, permite la deteccidn de las
CGR lesionadas que no serian identificadas mediante trazadores neuronales, ya que éstos sélo
marcan las neuronas que mantienen el transporte axonal intacto (Avilés-Trigueros et al., 2003). En
estas situaciones el Brn3a se convierte en la técnica de eleccion para determinar la supervivencia

de las CGR (Vidal-Sanz et al., 2012).

Cuantificacion de las células ganglionares de la retina

La cuantificacién de las CGR se puede realizar directamente sobre las secciones transversales o
los montajes a plano de la retina o indirectamente sobre las secciones transversales del NO

(Danias et al., 2002, Danias et al., 2006, Salinas-Navarro, 2011).

El contaje manual de todas las CGR es imposible de realizar en los montajes a plano de la retina.
Por esta razdn, se efectua por dreas de muestra tomadas de forma estandar en regiones
representativas (central, media y periférica). El nimero total de CGR se obtiene extrapolando los
valores obtenidos al area total de la retina. En las secciones transversales este procedimiento es
menos preciso aunque recientemente se han hecho aproximaciones estereoldgicas con buenos
resultados. Los principios estereoldgicos, que incluyen un método de contaje sistematico y
randomizado que no depende del tamafio, forma o distribucion del tejido, permiten una
estimacion precisa del nimero total de células incluso cuando se cuenta una pequefia fraccion de

la muestra (Fileta et al., 2008).

El contaje automdtico de células trazadas con FG o inmunodetectadas con Brn3a es un
procedimiento rapido, objetivo y reproducible que permite obtener el nimero exacto de CGR de

muchos globos oculares (Danias et al., 2002, Nadal-Nicolds et al., 2009, Salinas-Navarro et al.,
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2009). Evita la pérdida de informacion que se produce mediante los métodos de muestreo, ya que
en éstos el drea analizada normalmente no supera el 15% del total (Laquis et al., 1998, Salinas-
Navarro et al., 2010). Por otro lado, al estudiar la totalidad de la retina permite tener en cuenta la
distribucidn heterogénea de las CGR, cuya densidad disminuye conforme aumenta la distancia de
la cabeza del NO (Danias et al., 2002). Ademas, aunque no existe un método de contaje celular
perfecto (Guillery, 2002), los métodos automaticos no producen sesgos pues se realizan con el

software del programa de analisis (Salinas-Navarro et al., 2009).

La densidad de las CGR se obtiene dividiendo el nimero total de células entre el area retiniana
en el caso del contaje automatico o extrapolando la densidad del area muestreada al drea total de

la retina, en caso del contaje manual (Salinas-Navarro, 2011).

El método indirecto de cuantificacion, basado en el contaje de los axones en las secciones
transversales del NO, parte de la premisa de que las CGR tienen un Unico axdn retinofugal. Se
puede realizar bajo el microscopio dptico de luz transmitida, a través de areas de muestreo
(Levkovitch-Verbin et al.,, 2002) o cuantificando el nimero total de axones por métodos
semiautomaticos de analisis de imagen; o bajo el microscopio electrdnico de transmisiéon, donde
se cuenta manualmente los axones de las areas muestreadas tras identificarlos por las vainas de

mielina y los microtubulos para posteriormente extrapolar los resultados (Chauhan et al., 2002).

A pesar de que los estudios realizados demuestran que los resultados obtenidos mediante el
microscopio electrénico de transmisidn son superiores a los obtenidos con el microscopio de luz,
este método se basa en técnicas de muestreo que normalmente cuentan menos de un 20% de los
axones, requiere una gran experiencia en la identificacién de los axones no mielinizados, es
tedioso y ademas no aporta informacién sobre el tamafio del soma neuronal, caracteristica que
puede cambiar en determinadas situaciones patoldgicas (Danias et al., 2002, Salinas-Navarro,

2011).

Distribucion de las células ganglionares de la retina

Puesto que la densidad de las CGR no es homogénea y depende de la regidn analizada, es
importante estudiar la distribucion de estas células sobre las retinas montadas a plano mediante
mapas de densidad o de isodensidad (Salinas-Navarro, 2011). Estos mapas son representaciones
de la retina realizadas con un cédigo de colores en funcién de la densidad celular (Danias et al.,
2002, Danias et al., 2006). Cuanto mas pequefias y mds numerosas son las areas de muestreo mas

preciso es el mapa de densidad. Cuando se tiene un nimero suficiente de dreas muestreadas y se

39



Revisidn bibliografica

unen las de igual densidad, se obtiene un mapa de isodensidad, que proporciona una informacién

mas completa (Salinas-Navarro, 2011).

La construccién de los mapas de densidad se puede realizar a partir de contajes manuales
calculando la densidad de las dreas de muestreo (situadas en las regiones centrales, medias y
periféricas) y representando los valores. Sin embargo, teniendo en cuenta que en muchas
patologias la pérdida de CGR no se produce de manera uniforme, este método es lento, poco

preciso y genera falta de informacién ya que sélo muestrea una pequefia porcion de la retina.

Mediante el método automadtico de contaje se puede generar una distribucién completa y
precisa de todas las CGR, ya que utiliza muchas dreas de pequefio tamafo que cubren toda la
superficie de la retina. Es rdpido y exacto por lo que permite valorar muchas retinas en poco

tiempo y comparar la variabilidad entre individuos (Salinas-Navarro, 2011).

Deteccion de apoptosis de las células ganglionares de la

retina: técnica TUNEL

La apoptosis es una forma activa de muerte celular programada genéticamente como respuesta
a sefiales moleculares externas o internas, que fue identificada debido a sus caracteristicas
morfoldgicas por Kerr et al. (1972). Se trata de un suicidio celular que puede obedecer a causas

naturales y patoldgicas.

A pesar de estar implicada en numerosas enfermedades oftalmolégicas como por ejemplo el
glaucoma, la retinitis pigmentosa, la degeneracién macular, el desprendimiento de retina, la
retinopatia diabética y la miopia patolédgica (Chakravarthy et al., 1993, Osborne et al., 1999,
Garcia y Vecino, 2003, Quintyn et al., 2006, Senin et al., 2006, Carrasco et al., 2008, Levin y
Peeples, 2008, Varma et al., 2008, Pinazo-Duran, 2012), no se conocen las causas ni los
mecanismos por los que este proceso se produce y por consiguiente, no existe la forma de
prevenir su aparicion o tratar estas enfermedades en base a su origen apoptdtico. La
caracteristica histopatoldgica fundamental es la lesién progresiva y la muerte celular de grupos
neuronales. Los hallazgos citopatoldgicos incluyen la presencia de cuerpos apoptéticos y cimulos
de neurofilamentos en los axones (Johnson et al., 2007). Los cambios morfolégicos durante la
apoptosis son varios: fragmentacion del ADN cromosémico, condensacidon de la cromatina,
acidificacion del citoplasma y ruptura nuclear. La célula termina por fragmentarse y al ser
reconocida y fagocitada por macréfagos o células vecinas, son retiradas del tejido en cuestién

(Jacobson et al., 1997).
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Existen varios métodos para detectar la presencia de apoptosis; éstos se clasifican en dos tipos:
los que permiten objetivar la presencia o ausencia en un determinado tejido y los que analizan la
expresion de diferentes genes que controlan el proceso. Uno de los métodos mas utilizados para
estudiar la apoptosis es la técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated d
UTP-biotin nick end labeling), descrita por Gavrieli et al. (1992). Esta técnica permite determinar la
presencia de fragmentacién de DNA en células individuales, por lo que es posible conocer la
proporcién de células que estan muriendo por apoptosis en un determinado momento. Por otra
parte, durante la necrosis también se produce degradacién de DNA que no presenta el patrén de
degradacion internucleosomal tipico de la apoptosis por lo que no es posible de distinguir por
este método y se recomienda complementarlo con otras técnicas, como la evaluacién morfolégica
(Pons-Vazquez et al., 2008) o la expresidon de biomarcadores de apoptosis en tejidos o fluidos

(Pinazo-Duran, 2012).
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Evaluacion electrodiagndstica de la vision:

electrorretinografia en la rata

Las pruebas electrodiagndsticas permiten evaluar el sistema visual desde la retina al cortex de
una manera no invasiva. El electrorretinograma (ERG) o también llamado flash ERG, es el mas
utilizado en medicina veterinaria y en los animales de experimentacion para diagnosticar las
enfermedades del segmento externo de la retina. Los potenciales visuales evocados (PVE) que
proceden de la respuesta cortical, se utilizan con menos frecuencia e indican una alteracién visual
post retiniana (Ekesten, 2007). El pattern ERG (PERG) se ha consolidado en los ultimos afios como
una de las pruebas mas utiles para evaluar la funcién de las CGR. Tiene especial importancia en
medicina humana porque permite detectar alteraciones especificas de la macula y los segmentos

internos de la retina que pueden pasar desapercibidas con el flash ERG (Bach, 2001). Sin embargo,
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en medicina veterinaria y en investigacidn con animales de laboratorio no se suele realizar ya que,
excepto el mono, carecen de macula y ademds es un procedimiento técnicamente complicado
(Fortune et al., 2004). El ERG multifocal se utiliza para registrar la respuesta de los conos en varias

areas de la retina pero al igual que el PERG, es dificil de realizar (Ekesten, 2007).

El flash ERG

Ya en 1865 Holmgren descubrié cdmo un estimulo luminoso podia provocar cambios en el
potencial eléctrico de la retina (Perlman, 2001). A principios del siglo XX, Gotch (1903) describié el
primer ERG como un flash de luz que producia una onda negativa seguida de una positiva de
mayor amplitud. Posteriormente la primera onda negativa del ERG se llamé onda a, la siguiente
onda positiva onda b y la consecutiva onda positiva onda c. Granit (1933) contribuyé al
entendimiento del origen de las curvas del ERG en un estudio realizado con gatos anestesiados
con éter y finalmente en 1945, se puso de manifiesto el verdadero potencial del ERG como
herramienta diagndstica de enfermedades oculares en medicina humana tras lo cual, se

desarrollaron diversas investigaciones en medicina veterinaria (Parry et al., 1953).

El flash ERG proporciona resultados mas objetivos que la oftalmoscopia y aporta informacion
en fases mas tempranas de la enfermedad, por lo que permite emitir un diagndstico precoz
(Ekesten, 2007). Desde un punto de vista practico, es mas facil de realizar que el PERG, ya que no
requiere la correccion del poder de refracciéon ni localizar exactamente la févea en la especie
humana. Ademads se ha demostrado como un método valido para detectar alteraciones retinianas
asociadas al glaucoma (Bayer et al., 2001b, Bayer et al., 2001c, Bui et al., 2005, Moreno et al.,
2005).

Origen de las curvas del ERG

El ERG representa la respuesta eléctrica que genera la retina cuando es estimulada por un
breve estimulo de luz. Estd compuesto por una serie de curvas que se caracterizan por su

morfologia y amplitud (Perlman, 2001).
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La onda a

Es el primer componente del ERG y tiene una polaridad negativa (Figura 4). Hasta la actualidad,
se consideraba que estaba generada por una respuesta mixta de los dos tipos de fotorreceptores:
los conos y los bastones. Posteriormente se ha comprobado que tiene un origen complejo
dependiendo de la intensidad luminica del estimulo, de la luminosidad de la sala y del tiempo de

adaptacion a la luz y a la oscuridad (Robson et al., 2003).

La anatomia y fisiologia de la retina varia entre las diferentes especies dando lugar a diferencias
en la poblacion de fotorreceptores que se deben tener en cuenta a la hora de disefiar el protocolo

de ERG (Rosolen et al., 2005).

Laonda b

Es la onda mds importante que observamos en el ERG, tiene polaridad positiva (Figura 4) y esta
generada por las células de Miiller y las células bipolares (Xu y Karwoski, 1994, Perlman, 2001).
Puede considerarse por tanto, como una medida de la funcién de la retina media, especialmente

de la CNI (Velten et al., 2001a).

Los potenciales oscilatorios

Son una serie de ondas superpuestas de alta frecuencia y poco voltaje que aparecen en la parte
ascendente de la onda b (Figura 4). Su origen estd todavia investigandose y existen discrepancias
entre los diversos estudios (Wachtmeister, 1998, Dong et al., 2004, Liu et al., 2006). Clasicamente
los PO tempranos se han asociado a la actividad de los fotorreceptores y las células bipolares de la
retina externa y los PO tardios se han atribuido a los segmentos internos de la retina a nivel de la
MPI, donde los axones de las células bipolares, los procesos de las células amacrinas y las
dendritas de las CGR parecen estar involucrados en su generacidon (Wachtmeister, 1998). Estudios
mas recientes sin embargo, ponen de manifiesto que los PO tempranos, intermedios y tardios,
son principalmente generados por los fotorreceptores mientras que las células bipolares o las

horizontales contribuyen muy poco (Dong et al., 2004).

Comparados con otros elementos del ERG, los PO son significativamente mas sensibles a
cualquier alteracion del entorno retiniano (Wachtmeister, 1998). La respuesta de los mismos

depende de la circulacion de la retina y por tanto se alteran en situaciones de isquemia como por
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ejemplo en la retinopatia diabética, la degeneracidon macular o el glaucoma, en el que disminuye

su amplitud y aumenta su latencia cuando se eleva la PIO (Wachtmeister, 1998, Ekesten, 2007).

4
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Figura 4. Parametros y medidas de un ERG escotdpico en la rata. La primera onda negativa tras el
estimulo del flash (representado por una flecha roja) es la onda a, que viene seguida de una onda positiva
llamada onda b. Los PO estan presentes en la parte ascendente de la onda b y su nimero puede variar
dependiendo de la intensidad del estimulo. Cada onda se caracteriza por la amplitud (mV) y por su pico
de latencia (ms). Figura modificada de Rosolen et al. (2005).

Umbral de respuesta escotopica

Se trata de una respuesta que se puede observar en el ERG escotdpico tras un estimulo muy
débil (cercano al umbral escotdpico) en numerosas especies (Sieving et al., 1986, Sieving y Nino,
1988, Bui y Fortune, 2004). Refleja la actividad de la retina proximal, probablemente de la MPly la

CNI y esta mediado por la accién de las células de Miiller.

El grupo de investigacion de Bui y Fortune (2004) demostrd que el umbral de respuesta
escotdpica (STR) en la rata depende directamente del buen funcionamiento de las CGR por lo que
esta parte del ERG se ha propuesto como una herramienta para investigar las alteraciones

funcionales de la retina en los modelos experimentales de glaucoma.
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Procedimiento

Preparacion del animal

A diferencia de medicina humana, los animales deben ser anestesiados durante todo el proceso
para mantener una fijacién estable de los electrodos y minimizar los artefactos asociados al
movimiento y al estrés. El protocolo anestésico debe estar estandarizado para obtener resultados
reproducibles ya que las respuestas del ERG estan influenciadas por la anestesia general, siendo la
disminucién en la amplitud y el aumento en la latencia el efecto que se observa con mas

frecuencia (Yanase y Ogawa, 1997).

La ventilacidn y la temperatura corporal deben ser monitorizadas pues pueden inducir cambios
en los resultados. Los pdrpados deben mantenerse abiertos y las pupilas estar totalmente

dilatadas con la intencién de proporcionar la maxima iluminacion a la retina (Rosolen et al., 2005).

Estimulacion luminica

Se recomienda utilizar un difusor de luz que consiga una iluminacidn constante y uniforme de la
retina. El uso de una cupula de campo completo (llamada Ganzfeld en aleman) construida con un
fotoestimulador que permita estimular los dos ojos a la vez es aconsejable ya que permite
registrar los datos bajo las mismas condiciones de adaptacidn y profundidad anestésica (Fortune
et al., 2004). La estimulacion luminica monocular también es ampliamente utilizada, sobre todo

cuando se estudia el efecto sistémico de algin farmaco o téxico (Rosolen et al., 2005).

Adquisicion de la senal: filtros y electrodos

Las sefiales eléctricas de la retina son pequefias en amplitud (normalmente menos de 10" mV)
por lo que deben ser ampliadas para obtener una respuesta cuantificable. El promedio de las
sefiales reduce el impacto del ruido y los filtros de banda ancha atenuan las frecuencias que no
son atribuibles al ERG (Rosolen et al., 2005). Las respuestas poco contaminadas, que no requieren
manipulacion posterior, aumentan el potencial diagndstico del ERG por lo que mantener el
aparato siempre en la misma zona, alejado de enchufes, monitores o campos electromagnéticos

contribuye a una mejor interpretacién de los resultados (Ekesten, 2007).
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Los cambios eléctricos producidos por la estimulaciéon de la luz se registran mediante un
electrodo activo en contacto con la cdrnea tras la instilacion de colirio anestésico. Existen varios
tipos para tratar de acomodarlos a las diferentes especies y a sus correspondientes curvaturas
corneales (Sagdullaev et al., 2004, Ekesten, 2007). En roedores el mejor para registrar el ERG es el
electrodo de contacto corneal elaborado con filamentos de oro, aunque tiene el inconveniente de
gue se manipula con mas dificultad en condiciones de oscuridad (Bayer et al., 2001a). El espacio
entre el electrodo activo y la cérnea se debe rellenar con una solucién salina o viscoelastica, para
evitar las lesiones corneales y favorecer la conduccién eléctrica. El electrodo de referencia
(pasivo) puede estar en contacto con el borde palpebral o en el espacio subcutaneo de la base del
craneo. El electrodo de tierra se suele colocar en la cola o en el espacio subcutdneo de la zona

interescapular (Rosolen et al., 2005).

Es recomendable medir la impedancia para asegurar que los electrodos, especialmente el de
tierra y el de referencia, tienen un buen contacto con los tejidos. Es aconsejable que se encuentre

alrededor de los 5 kOhms y que no supere los 7 kOhms (Rosolen et al., 2005, Ekesten, 2007).

Interpretacion de los resultados

El ERG debe incluir una valoracidn subjetiva de las formas de las curvas, como por ejemplo que
el trazado se diferencie del ruido o que haya simetria entre los dos ojos, y una valoracién objetiva

que debe basarse en (Rosolen et al., 2005) (Figura 4):

e Amplitud de la onda a (1V): medida desde la base hasta el punto mas bajo.

e Amplitud de la onda b (uV): medida desde el punto mas bajo de la onda a hasta el punto
mas alto de la onda b.

e Tiempos de latencia de las ondas a y b (ms): medido desde el inicio del estimulo hasta el
punto mas bajo de la onda a y el punto mas alto de la onda b respectivamente.

e Las principales curvas de los PO (uV): el método tradicional consistia en calcular la
amplitud de cada onda individual de la misma manera que para la onda b. Sin embargo,
resulta dificil evaluar las amplitudes de las curvas pequefias al principio y al final de las
oscilaciones porque sus valores son reducidos y estan cerca de los niveles del ruido.
Recientemente algunos investigadores miden la amplitud negativa y positiva de los PO
empezando desde la base y utilizando la suma de las amplitudes de cada uno de ellos

como una estimacion de la amplitud total (Wachtmeister, 1998, Zhang et al., 2007).
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Existe una gran variedad de protocolos dependiendo del objetivo del estudio y de si los
animales son especies nocturnas o diurnas (protocolos escotdpicos y fotdpicos). Los roedores son
nocturnos y necesitan una adaptacion a la oscuridad de aproximadamente 12 horas por lo que en
estos animales es esencial la preparacion de todo el procedimiento en oscuridad (Rosolen et al.,
2005). El protocolo mas utilizado para evaluar la funcién retiniana en roedores es el escotépico

con cupula de campo completo (Fortune et al., 2004).

Aplicaciones del ERG

Multitud de enfermedades retinianas provocan alteraciones en el ERG. Las patologias
degenerativas o hereditarias de los fotorreceptores o los problemas vasculares como la diabetes y

la hipoxia alteran las ondas y los PO (Velten et al., 2001b).

ERG en glaucoma

El ERG puede ser util en pacientes en fases iniciales de glaucoma en los que tanto la PIO como

la perimetria son normales (Korth, 1997).

Por todos es sabido que el glaucoma dafia principalmente la CCG. Sin embargo, antes de la
muerte apoptédtica de las CGR, la retina glaucomatosa exhibe cambios que se pueden monitorizar
mediante la respuesta electrofisioldgica (Bayer et al., 2001b). Los métodos electrodiagndsticos
aportan ademads varias ventajas como por ejemplo: la capacidad de analizar varias partes de la
retina por separado (lo que permite localizar los déficits funcionales) y ser muy objetivos, ya que
en las personas los resultados no dependen de sus habilidades cognitivas (Korth, 1997). Un gran
numero de investigaciones electrofisioldgicas tratan de responder a la pregunta de si la lesién
glaucomatosa afecta a las capas retinianas externas, concretamente a los fotorreceptores o si se

limita a las capas mas internas (Velten et al., 2001a, Velten et al., 2001b).

Las alteraciones funcionales de la retina pueden estar asociadas a una pérdida de las células o
sélo a un empeoramiento funcional de las mismas; esta diferenciacién Unicamente puede hacerse

mediante técnicas histoldgicas (Velten et al., 2001a, Velten et al., 2001b).

El PERG es un indicador directo de la funcién de las CGR y se ha consolidado como un método
sensible para detectar cambios funcionales tempranos asociados al glaucoma en la especie

humana (Moreno et al., 2005). Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, en medicina
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veterinaria y en investigaciéon con animales de laboratorio no se suele realizar ya que, excepto el

mono, carecen de macula y ademas es un procedimiento técnicamente complicado

El flash ERG refleja la actividad de las neuronas retinianas distales a las CGR y en el pasado se
consideraba que no estaba afectado por la enfermedad glaucomatosa (Korth, 1997). Sin embargo,
son muchos los estudios que han puesto de manifiesto una disminucién de la amplitud de los PO y
la onda a y b junto con un aumento de la latencia de la onda b en diferentes modelos animales
(Mittag et al., 2000, Bayer et al., 2001a, Bayer et al., 2001b, Bayer et al., 2001c, Velten et al.,
2001a, Velten et al., 2001b, Chauhan et al., 2002, Moreno et al., 2005, Salinas-Navarro et al.,
2009). Este hecho demuestra que la elevacion de la PIO y la isquemia producen alteraciones

severas a nivel de la CNE y CNI que afectan al ERG (Bui et al., 2005, Salinas-Navarro et al., 2009).
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Metabolomica: una vision general

La metaboldmica es la disciplina de investigacién que engloba el estudio del metaboloma:
conjunto de pequefias moléculas o metabolitos que estan presentes en las células, tejidos,
organos o fluidos organicos (Nicholson et al, 1999). Analiza productos intermedios del
metabolismo, asi como carbohidratos, péptidos y lipidos derivados de la dieta o de los procesos
patolégicos (Young y Wallace, 2009). La identificacion, concentracidon y variacion de estos
compuestos es el resultado de la interaccién compleja entre la expresion de los genes, las
proteinas y el ambiente (Kaddurah-Daouk et al., 2008). De la misma manera que la gendmica
estudia la expresidon de los genes y la protedmica la expresidn de las proteinas, la metabolémica
estudia las consecuencias de la actividad de estos genes y estas proteinas con menor coste

econdmico y en menos tiempo (Nicholson et al., 1999, Young y Wallace, 2009).
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Una vez se ha recolectado la muestra, el estudio comienza con la extraccién de las pequefias
moléculas y su posterior analisis mediante técnicas de espectroscopia avanzadas que separan vy
cuantifican las particulas de interés. Entre estas técnicas destacan la espectrometria de masa

(EM), la resonancia magnética nuclear (RMN) y la cromatografia de liquidos o gases.

Resonancia magnética nuclear

La RMN de alta resolucion se ha utilizado previamente para identificar y cuantificar numerosas
sustancias mediante la comparaciéon de los datos espectroscépicos obtenidos con librerias de
referencia procedentes de compuestos puros (Nicholson et al., 1984, Weljie et al., 2006). Permite
el analisis de multiples metabolitos rapida y simultdaneamente, requiere muy poco tratamiento
previo de la muestra (se afiade solamente una solucidon estandar de referencia y D,0) y no la

altera, por lo que puede utilizarse para otros analisis (Brown et al., 1986, Midelfart, 2009).

Aprovecha las propiedades magnéticas del nucleo atémico para identificar a un metabolito
especifico en la muestra dependiendo del nimero y tipo de entidades quimicas de la molécula
(Lewis et al., 2008). La informacién obtenida proviene principalmente de los protones de las
moléculas aunque también podemos obtenerla de otros nucleos igualmente presentes en los
sistemas vivos (*C, °N, *'P...). Este andlisis genera un espectro que se caracteriza por las
posiciones de los picos de resonancia, también llamadas desplazamientos quimicos, y por la
intensidad y las multiplicidades (distintos picos de una sustancia dependiendo del entorno que la
rodea) de los mismos (Figura 5). De esta forma, cada metabolito puede presentar varias sefiales
pero cada sefal sélo puede corresponder a un atomo de hidrégeno de un tipo concreto de
molécula. Por otro lado, el area de la sefal es proporcional al nUumero de nucleos que contribuyen
a la resonancia y es por tanto, la base para el célculo de la concentracion de los metabolitos

(Gribbestad y Midelfart, 1994).

A partir de la informacién contenida en el conjunto de datos, es posible establecer una relacion
entre el nivel de los metabolitos y la respuesta celular. La RMN ofrece un espectro que contiene
sefiales de cientos de metabolitos que representan multitud de vias bioquimicas por lo que para

facilitar el andlisis éste se suele segmentar en pequenas regiones.
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Figura 5. Espectro de H correspondiente a muestras de HA de ojos de conejo donde se muestra la region
alifatica. Las abreviaturas pertenecen a los metabolitos identificados mas representativos (Gribbestad y
Midelfart, 1994).

La RMN es menos sensible que la EM u otras técnicas cromatograficas, ya que es dificil
cuantificar sustancias a concentraciones inferiores a 0,1 mM; asimismo, puede ser dificil de
interpretar cuando se solapan las sefales de las distintas sustancias (Midelfart et al., 1996c,
Midelfart et al., 1998). La EM se reserva para la deteccién y cuantificacién de metabolitos
especificos debido a su elevada sensibilidad, ya que detecta sustancias presentes en menor

concentracién (nanomolar o picomolar) (Midelfart, 2009).

La gran cantidad de datos que se obtienen del estudio metabolémico limita mucho la utilidad
de las técnicas estadisticas tradicionales. El reconocimiento de patrones es el nombre comun
utilizado para identificar los métodos que organizan los datos de la metaboldmica, con el fin de
clasificar las muestras conocidas en clases y las desconocidas en una de las clases conocidas sobre
la base de su patrén de medicion (Jain et al., 2000, Berrueta et al., 2007). Se basa principalmente
en procedimientos matematicos y estadisticos como el andlisis de componentes principales (PCA),
el andlisis discriminativo lineal, el andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA)
y el analisis por minimos cuadrados parciales; que permiten analizar gran cantidad de informacion
a partir de un nimero reducido de muestras en un tiempo relativamente corto (Duarte et al.,

2004).
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Metabolomica en enfermedades oculares

La metaboldmica se ha utilizado en numerosos modelos animales y en multitud de
enfermedades. A nivel ocular son varios los estudios que se han venido realizando en los ultimos

afios (Young y Wallace, 2009).

Ya en la década de los 80 Greiner et al. (1985), realizaron trabajos de investigacidén en los que
emplearon la RMN del *'P para analizar el metabolismo ocular en el HA y en el vitreo de ojos de

cerdo.

Midelfart et al. (1996a y 1996b) analizaron por RMN los extractos de acido percldrico de las
corneas y lentes procedentes de conejos, observando una elevada expresiéon de taurina vy

glutatidn, lo cual sugirié la existencia de un potente ambiente antioxidante en los tejidos oculares.

Se han realizado varios estudios acerca de los efectos que tiene la radiacién ultravioleta Ay B
sobre la lente y el HA de ratas y conejos observandose interesantes variaciones en el perfil

metabdlico (Risa et al., 2004, Tessem et al., 2005).

En el vitreo procedente de pacientes con uveitis facoliticas y crénicas se ha detectado un perfil
metabdlico diferente que ayuda a comprender mejor la naturaleza inflamatoria de las dos

condiciones (Young y Wallace, 2009).

Otro enfoque que permite el estudio del perfil metabdlico del ojo de una manera no invasiva,
es la combinacion de la RMN de alta resolucion y la imagen de resonancia magnética (Midelfart,
2009). Un ejemplo de ello es el estudio de Doganay et al. (2012), en el que se analizaron los
cambios en los metabolitos presentes en el vitreo y el NGL de varios pacientes con glaucoma
mediante estas técnicas. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto un aumento
significativo de los niveles de glutamato y de lactato en los pacientes con glaucoma con respecto

al grupo control.

Todos estos estudios demuestran que la metabolémica puede ser muy util en el andlisis de
enfermedades oculares como el glaucoma, la degeneracién macular asociada a la edad o algunas
condiciones infecciosas o inflamatorias en las que todavia hay mucho que investigar (Young y

Wallace, 2009).
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Metabolomica del humor acuoso

El estudio del HA se ha utilizado como una modalidad diagndstica de numerosas enfermedades
oftalmolégicas en medicina humana (Hazel et al., 1985). El analisis de los metabolitos y las
sustancias que hay presentes en él puede ser muy util para entender la patogenia de los procesos
gue suceden en el globo ocular. Puesto que el volumen del HA no suele ser superior a 0,2-0,3 ml,
resulta complicado medir muchas sustancias mediante las técnicas convencionales (Brown et al.,
1986). Debido a que tiene una baja concentracion de proteinas, se puede analizar directamente
sin ser previamente procesado y se asume que los picos asignados a aminoacidos especificos
proceden de aminoacidos libres y no de los péptidos o de las proteinas (Brown et al., 1986,

Srivatsa et al., 1991, Gribbestad y Midelfart, 1994).

De la misma manera que otros fluidos corporales, la composicion del HA experimenta
variaciones especie especificas que se reflejan en los perfiles metabolémicos (Midelfart et al.,

1996¢).

En el HA procedente de ojos de conejo se han encontrado 20 metabolitos principales: leucina,
isoleucina, valina, lactato, alanina, lisina, acetona, glutamato, piruvato, succinato, citrato, taurina,
betaina, mio-inositol, glucosa, AA, tirosina, histidina, fenilalanina y formato. La sefial mas
dominante del espectro se correspondid con los protones del lactato (Gribbestad y Midelfart,

1994).

Son varios los estudios que se han realizado sobre la composicion del HA obtenido de personas
sometidas a cirugia de cataratas o de desprendimiento de retina. Entre todos los metabolitos
destacan el lactato y la glucosa aunque se han identificado muchos mas, como por ejemplo:
glutamina, alanina, treonina, 3-hidroxibutirato, citrato, creatinina y ascorbato (Brown et al., 1986,

Tkadlecova et al., 1999).

Los estudios realizados con muestras de HA procedentes de ojos de bacalao han puesto de
manifiesto la presencia de multitud de metabolitos entre los que se incluyen: glucosa, lactato,
acetato, alanina, valina, histidina, fenilalanina, tirosina y creatinina (Midelfart et al., 1996c). A
diferencia de las personas y el conejo, este animal no presentd sefial para el AA, reflejando el

nivel de vitamina C de la dieta y los habitos de alimentacidn de estos animales.

Por otro lado, la espectroscopia de RMN también se ha consolidado como una herramienta util
para la deteccion y caracterizacion de farmacos. Midelfart et al. (1998) demostraron la utilidad de

esta técnica para evaluar la penetracién de corticoides tdpicos en el interior del globo ocular.
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Asimismo, Song et al. (2011) investigaron la patogénesis del glaucoma inducido por la

administracion de corticoides estudiando el efecto de éstos sobre el metabolismo ocular.
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Modelos de glaucoma

Los modelos experimentales han mejorado el conocimiento sobre el glaucoma y han permitido
probar nuevos tratamientos antes de su utilizacién en las personas. Existen varios tipos de
modelos: de cultivos celulares, de cultivos de érganos, de ojos post mdértem y de animales. Todos
tienen ventajas e inconvenientes. Los modelos animales tienen como principal ventaja el hecho
de que mantienen intacto el sistema visual y el organismo del animal, por tanto las respuestas
fisiolégicas son mads similares a las que suceden en pacientes con glaucoma que aquellas
observadas en los cultivos de células o de d6rganos. Su principal limitacién es la falta de
cooperacion por parte de los animales y la necesidad de anestesiarlos para realizar los

procedimientos (Weinreb y Lindsey, 2005).

Un modelo de glaucoma ideal deberia ser facil de hacer, barato, reproducible y tan similar al
glaucoma en la especie humana como sea posible (Levkovitch-Verbin et al., 2002, Weinreb y

Lindsey, 2005, Johnson y Tomarev, 2010).
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En la eleccién de la especie animal, se debe considerar: el tamafio del ojo, la similitud con el ojo

humano, el coste y la disponibilidad (Tabla 1).

Tabla 1. Ventajas y limitaciones de los distintos modelos animales de glaucoma (Weinreb y Lindsey,

2005).

H Mono H Conejo ‘ Rata ‘ Ratén
Similitud general con el ojo humano ++++ ++ ++ ++
Similitud en la dindmica de HA ++++ + +++ +4++
Elevacion experimental de la PIO +++ ++ +++ +++
Elevacion espontdnea de la PIO - + - +H+
Excavacion del NO ++++ = +++ 4
Secuencia gendmica - - - 44
Disponibilidad de cepas transgénicas - - + ++++
Bajo coste econdmico - + +++ ++++
Facilidad de mantenimiento y manejo - ++ +++ +++
Facilidad para desarrollar las pruebas + +++ ++ +

Se han documentado distintos modelos de glaucoma en el mono, el cerdo, el conejo, el perroy
el ratén (Morgan et al., 2000, Ruiz-Ederra et al., 2005, Borghi et al., 2010). Aunque los grandes
mamiferos tienen mas similitudes con el humano, su coste es elevado y tanto el mantenimiento
como la manipulacién no son sencillos. En cambio, los modelos basados en roedores aportan
avances en el entendimiento sobre la fisiopatologia del glaucoma gracias a que son faciles de
manipular experimentalmente, tienen un corto periodo de vida, un coste reducido y la estructura
y funcionalidad ocular son similares a la especie humana (Cohan y Bohr, 2001, Johnson vy
Tomarev, 2010, Samsel et al., 2011). Ademas, existe un amplio conocimiento sobre la biologia de
su SNC y de cémo los dafios a nivel de la retina y de la cabeza del NO estan relacionados con los

aumentos de la PIO (Morrison, 2005).

Existen numerosas lineas de roedores, en las que el glaucoma sucede debido a una mutacidn
genética que produce una alteracién en la dinamica del HA o en la biologia de las CGR (Bayer et
al., 2001c). La principal ventaja de trabajar con este tipo de lineas es que las respuestas que se
obtienen en términos de incremento de la PIO, el dafio en el NO y la retina son mucho mas
uniformes que las que se obtienen en los procedimientos quirdrgicos. Sin embargo, el tiempo
necesario para alcanzar el glaucoma suele ser demasiado largo (9-15 meses) y no se puede

modificar experimentalmente (Johnson y Tomarev, 2010).
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En las personas, el aumento de la PIO constituye el principal factor de riesgo en el desarrollo del
glaucoma. Por ello, la mayoria de los procedimientos experimentales van destinados a
incrementarla hasta niveles que produzcan deterioro de las CGR sin producir dafo en el resto de
estructuras intraoculares (Stewart et al., 2000, Levkovitch-Verbin et al., 2002, Johnson y Tomarev,
2010). En la gran mayoria de modelos, uno de los dos ojos es manipulado mientras que el otro se
mantiene intacto y se utiliza como control. Sin embargo, conviene destacar que se ha demostrado
gue los daios realizados en el ojo tratado pueden inducir cambios moleculares significativos en el

contrario (Ramirez et al., 2010).

Se sefalan a continuacién los modelos que han sido desarrollados hasta la actualidad para
producir un incremento de la PIO en la rata, tanto de forma aguda como crdénica. Es importante
tener en cuenta que en las personas, el GPAA cursa con un aumento de PIO moderado que
produce dafio a nivel del NO a lo largo de muchos afos. Por esta razén, los modelos animales
deberian evitar alcanzar presiones excesivamente elevadas que pudieran alterar la naturaleza

progresiva del dafo (Morrison et al., 2008).

Moore et al. (1993) describieron un modelo en el que se inyectaba una solucién salina
hipertdnica en las venas colectoras del HA. La hipertonicidad de la solucidn altera las membranas
celulares y produce un estrechamiento de la malla trabecular y el dngulo iridocorneal,
consiguiendo una elevacién de la PIO estable y moderada (Morrison, 2005, Morrison et al., 2008).
El inconveniente del modelo es que necesita material muy especializado y las inyecciones son

técnicamente dificiles de realizar (Samsel et al., 2011).

Shareef et al. (1995) desarrollaron un método consistente en la aplicacién de cauterio sobre
dos vasos episclerales con la intenciéon de bloquear la salida del HA a través de los conductos
colectores del canal de Schlemm. Este método es relativamente sencillo de hacer y mantiene el
aumento de PIO durante mas tiempo que el modelo descrito anteriormente. El inconveniente es
que la salida del flujo de sangre del globo ocular esta impedida por la oclusién de las venas que
abandonan el ojo, por lo que la hipertensidon puede deberse tanto a la congestidn vascular como

al bloqueo parcial de la salida del HA.

Ueda et al. (1998) ensayaron un modelo de glaucoma en el que aumentaban la PIO bloqueando
la eliminacion de HA mediante la fotocoagulacidn de la malla trabecular tras la inyeccion de tinta
India en la cdmara anterior. Con este modelo el dafio se limita a la malla trabecular, pero necesita
varias aplicaciones de ldser para aumentar un 60% la PIO y genera sinequias periféricas anteriores

que contribuyen al aumento de la presion (Mittag et al., 2000).
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En este mismo afio, Laquis et al. (1998) utilizaron el modelo de oclusién venosa aunque en este
caso, las CGR fueron tefidas mediante la aplicacion de un colorante en el CS antes de la induccion
del glaucoma. El principal inconveniente es que las células estuvieron sometidas a dos agresiones
durante el experimento: la presencia de tincion en su interior y el aumento de la PIO (Mittag et

al., 2000).

Mittag et al. (2000) realizaron una modificacién del método de Shareef et al. (1995),
desarrollando un modelo en el que ocluyeron 3 venas episclerales por un tiempo mas prolongado,
entre 12 y 15 semanas. En este procedimiento, las CGR se tifieron sdélo al finalizar la fase de

elevacidn de la presion para evitar el daino que pudieran sufrir derivado de la tincién.

Levkovitch-Verbin et al. (2002) desarrollaron otro modelo de glaucoma que consistido en
coagular con laser la malla trabecular a través del limbo esclerocorneal. Este modelo produjo un
aumento de la PIO en practicamente todos los casos tratados, limitdndose el dafio a las CGR y al
NO. Aunque el procedimiento fue facil de llevar a cabo, tiene varios inconvenientes: las
mediciones de presidn se realizaron con los animales anestesiados, tras el tratamiento con laser
se observaron algunas complicaciones oculares como el desarrollo de hifema y opacidades
corneales y la PIO se redujo a su nivel normal a las tres semanas del procedimiento (Jia et al.,

2000b, Guo et al., 2011).

Tras estudiar que la inyeccién de AH aumenta la PIO (Benozzi et al., 2002), se desarrollé un
modelo de glaucoma crénico basado en la inyeccion semanal de este producto en la cdmara
anterior durante un periodo de 10 semanas (Moreno et al., 2005). En este modelo, se observo un
descenso significativo de la actividad electrorretinografica en condiciones escotdpicas y dafio a
nivel de las CGR y los axones del NO. Aporta varias ventajas sobre el resto: es barato y facil de
realizar, permite obtener una hipertensién consistente y elevada de larga duracién y no impide la

eliminacion del HA, lo que favorece la realizacion de estudios farmacolégicos.

Mas recientemente, se han descrito métodos basados en la obstruccidén de la malla trabecular
mediante la inyecciéon de microesferas (Urcola et al., 2006, Sappington et al., 2010). Estos
modelos tienen la ventaja de no necesitar un gran equipamiento y de poderse aplicar en varias
especies con minimas adaptaciones, pero tienen dos inconvenientes: las microesferas pueden ser
dificiles de mantener en el ojo tras las inyecciones, lo cual hace que el control de la presién sea
mas dificil, y ademas, pueden desplazarse hacia la zona de la pupila dificultando el examen del

fondo de ojo (Samsel et al., 2011).

Yu et al. (2006) desarrollaron un modelo muy similar al de Shareef et al. (1995). En vez de

cauterizar las venas episclerales, realizaron una ligadura de las mismas con una sutura de nylon
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que fue colocada tras una pequeiia incisién en conjuntiva y cdpsula de Tenon. Con este
procedimiento se consiguié un aumento moderado de la presiéon inmediatamente después de la
cirugia que se mantuvo durante varios meses. El principal inconveniente de esta técnica es que
puede existir reformacién de vasos sanguineos con el consiguiente descenso de la presion y la

necesidad de repetir el procedimiento.

Samsel et al. (2011) desarrollaron un modelo experimental para inducir hipertension usando
una solucion salina balanceada estéril que contenia microesferas ferro-magnéticas. Dichas
microesferas se dirigen hacia el angulo iridocorneal mediante un iman con la intencion de
producir una oclusién de la malla trabecular. Las principales ventajas de este método son que el
fondo ocular puede examinarse sin problemas, ya que las microesferas no obstruyen la pupila y

gue se puede variar el nimero de inyecciones para modular la elevacién de la PIO.

Este mismo afio, Guo et al. (2011) combinaron la inyeccién de aceite de silicona en la cdmara
anterior junto con la electrocoagulacidon de los vasos del limbo esclerocorneal. Este modelo
presenta la ventaja de que es barato, facil de realizar y proporciona una hipertensién intraocular
inmediatamente después del procedimiento que persiste durante seis meses. Ademas, los
cambios patoldgicos y el descenso en el nimero de CGR son consistentes con los acontecidos en
el glaucoma de las personas. Sin embargo, en este modelo se desconoce cudl de los dos
procedimientos es el principal responsable del incremento de la presidon. Asimismo, no se han
realizado estudios de funcién retiniana como la ERG y es probable que el contacto de la silicona

con la cdrnea a largo plazo pueda producir dafio de la misma.

Kim et al. (2012), desarrollaron su modelo inyectando en la cdmara anterior un carbomero
compuesto al 0,3%. Estos autores demostraron el aumento de la PIO desde el primer o segundo
dia tras una sola inyeccién y confirmaron la lesién glaucomatosa evidenciando cambios
histolégicos a nivel del NO y las CGR. Como ventajas destacan la facilidad para realizar las

inyecciones, el bajo coste del procedimiento y la elevacidn sostenida de la PIO que se consigue.

Biermann et al. (2012) combinaron los protocolos de fotocoagulacidn con ldser anteriormente
publicados con el estrechamiento temporal del dngulo iridocorneal mediante la paracentesis de la
camara anterior. Este modelo consiguid un aumento de la PIO durante 3 semanas y una
disminucién significativa del nimero de CGR. Tiene algunos inconvenientes: produce un aumento
muy agudo de la PIO, que no sucede en el GPAA de las personas, otros factores como la
inflamacidn o la isquemia pueden estar involucrados y en mas de la mitad de los ojos tratados con

laser se observod una opacidad corneal central.
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Medicion de la presion intraocular

La tonometria es la técnica que se utiliza para medir la PIO de forma indirecta (Ollivier et al.,
2007). Puesto que la elevacién de la misma es un factor determinante en la progresién de la
enfermedad glaucomatosa (Jia et al., 2000a, Stewart et al., 2000), los modelos de glaucoma
crénico necesitan poder determinarla de una manera precisa, reproducible y no invasiva durante
un largo periodo de tiempo (Moore et al., 1996, Wang et al., 2005, Saeki et al., 2008). Sin
embargo, medir la PIO en roedores (especialmente en el ratén) resulta complicado por el

pequefio tamafio del globo ocular y su manejo (Goldblum et al., 2002, Wang et al., 2005).

Existen métodos invasivos que permiten conocer la PIO directamente mediante una cdnula que
se introduce en el interior del globo ocular y que es posteriormente conectada a un transductor.
Este sistema, proporciona la presidn intracamerular con mucha precisién pero no se puede hacer
con el animal consciente ni repetir varias veces en el mismo ojo. Ademas, conlleva riesgo de

inflamacidn o infeccién (Wang et al., 2005, Saeki et al., 2008).

Por otro lado, existen diferentes técnicas no invasivas para su determinacién, pudiéndolas

agrupar en tonometria de indentacion, aplanamiento y rebote (Ollivier et al., 2007).

Tonometria de indentacion

El tonémetro de Schittz, se desarrollé en 1905 y aunque se ha utilizado durante muchos afios
ya no se usa en medicina humana. El instrumento mide la cantidad de indentacién corneal
producida por un determinado peso. Este tonédmetro, proporciona lecturas que deben ser
convertidas mediante una tabla y para su utilizacion es necesario que el globo ocular del paciente
se sitle totalmente paralelo al suelo, por lo que en especies con los ojos lateralizados y pequefios,

como es el caso de la rata, es necesaria la anestesia general (Ollivier et al., 2007).

Tonometria de aplanamiento

Esta técnica (también conocida como tonometria de aplanacién) aplica el principio de Imbert-
Fick por el cual, la presién necesaria para aplanar 1 mm? de la cérnea es igual a la presién que
existe dentro del ojo. Hay muchos modelos: el de Perkins (Whitacre et al., 1991, Shareef et al.,
1995), el neumotondgrafo, el tondmetro de Goldmann o el Tono-Pen son algunos ejemplos

(Ollivier et al., 2007).
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El tondmetro de Goldmann o el de Perkins son instrumentos muy similares que estiman la PIO
alineando sobre el globo ocular un prisma de contacto corneal que va conectado a un pequefio
motor que calcula la fuerza de aplanamiento (Ollivier et al., 2007). El de Perkins es un instrumento
portatil que consigue mediciones muy fiables en las personas y el de Goldmann, uno de los mas
utilizados en medicina humana, va instalado en la ldmpara de hendidura y estd calibrado para que

la PIO pueda ser leida en un dial graduado (Ollivier et al., 2007, Ehrlich et al., 2012).

Cohan y Bohr (2001) realizaron una modificacién en el tonémetro de Goldmann para su uso en
la rata consciente, comprobando que se trataba de un método fiable. Sin embargo observaron
una disminucién en los valores de la PIO conforme realizaban las medidas, fendmeno que ya fue

documentado anteriormente por Goldmann en humanos.

Desde que se documenté por primera vez hace 17 afos, el Tono-Pen es uno de los tonédmetros
de aplanamiento mas utilizados en el campo de la veterinaria (Nagata et al, 2011). Se han
desarrollado varias versiones y aunque el Tono-Pen’ 1 es facil de utilizar porque registra mas
lecturas por minuto, la segunda generacién de Tono-Pen (Tono-Pen’ 2 o Tono-Pen’ XL)
proporciona cada una de las lecturas tomadas permitiendo al examinador ignorar las que

considere como falsas (Mermoud et al., 1994).

Se trata de un instrumento portatil (60 g), compacto (18 x 2 cm), de facil calibracién y que
funciona con pilas (Moore et al., 1996, Ollivier et al., 2007). En la punta contiene un émbolo
protegido por una membrana de latex cuyo retroceso tras el contacto con la cérnea produce una
sefial que es amplificada y digitalizada. Antes de utilizarlo, se debe aplicar un colirio anestésico.
Las medidas de PIO se visualizan en una pantalla y tras cuatro lecturas (indicadas por un breve
pitido), se obtiene la media de las mismas (indicada por un tono algo mas sostenido). La PIO
media se expone con un coeficiente de varianza (5%, 10%, 20% y >20%), debiéndose aceptar
como vdlidas las medidas con un error menor del 5% (Ollivier et al., 2007). Dicho % es una medida
estadistica de la repetibilidad de las medidas pero no un reflejo de la precision del aparato, de
manera que un error constante en la técnica de medicidon podria producir una lectura de PIO

errénea con una desviacidn estandar (DE) excelente (Morrison et al., 2008).

En el estudio de Whitacre et al. (1991), donde se comparan varios tondmetros de indentacion y
aplanamiento, se determiné que el Tono-Pen producia un incremento de la PIO que asociaron al
contacto manual del aparato con el ojo sin ningln soporte mecdnico. Ademas, observaron que la
fiabilidad de las mediciones dependia en gran medida de la experiencia del investigador, ya que
los mas inexpertos tendian a indentar la cérnea mas que los experimentados (Whitacre et al.,

1991, Goldblum et al., 2002).
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Moore et al. (1993) compararon la precisién del Tono-Pen frente a un transductor de presién
calibrado. Este estudio, realizado con ojos de rata viva anestesiada, concluyd que se trata de un
método fiable. Sin embargo, se detectd una infravaloracién de la PIO a altas presiones y una
sobrevaloracién de la misma a bajas presiones, fendmeno que también se ha descrito en el perro,

el gato y el ser humano (Mermoud et al., 1994, Ollivier et al., 2007).

® . . . ’ . ® H
El Tono-Pen Avia tiene las mismas caracteristicas que el Tono-Pen XL pero no necesita
calibracion y es mas ergondmico, facilitando su utilizacién en cualquier posicidon (Pereira et al.,
~ . .7 . . ® ®
2011). Desde hace unos afios, existe una versién veterinaria del Tono-Pen XL llamada Tono-Pen

Vet (Leiva et al., 2006).

Tonometria de rebote

También llamada de inducciéon/impactacion, se basa en la emision de una sonda metalica, cuya
punta redondeada y pldstica, impacta a gran velocidad contra la cérnea. La deceleracion de la
sonda al contactar con el globo ocular se correlaciona con la PIO (Wang et al., 2005). Existen
muchos dispositivos que utilizan este sistema, el tondmetro ICare” o el IOPen’ son dos ejemplos
utilizados en medicina humana. En medicina veterinaria, el TonoVet o el TonolLab’ son los dltimos
dispositivos comercializados, siendo el ultimo el primer tondmetro disefiado para medir la PIO en
roedores (Saeki et al., 2008). Estos tondmetros son pequefios, ligeros y portatiles, de manera que
se pueden hacer varias mediciones sin ejercer demasiada presién sobre el globo ocular. Los
valores de PIO no dependen del operario ya que éste presiona el botén que lanza la sonda sin
tocar el ojo (Leiva et al., 2006). Para su correcta utilizacién no necesitan anestesia tdpica (Leiva et

al., 2006, Ollivier et al., 2007, Saeki et al., 2008).

Actualmente, los tondmetros mds utilizados en los modelos de glaucoma realizados en
® . . . .
roedores son el Tono-Pen y el TonolLab , siendo recomendable calibrarlos previamente (Morrison

et al., 2008).

Variables que afectan a la presion intraocular en la rata

Es importante considerar todos los factores que pueden afectar a la medicidon de la PIO; la
presion arterial, el pulso, la respiracion y la ansiedad pueden producir cambios en la fiabilidad de

las mediciones (Wang et al., 2005, Ollivier et al., 2007).
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Los valores de presién varian segun la raza, la sedacién y el método de determinacidn. En
general, la contencién excesiva, un posicionamiento inadecuado o la falta de experiencia en el uso
de los equipos pueden aumentar la PIO. Para no obtener lecturas erréneas, se recomienda
trabajar en ambientes tranquilos y realizar muchas sesiones con la finalidad de familiarizar a los
animales con la sujecién y los procedimientos de medida (Whitacre et al., 1991, Wang et al.,

2005).
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Modelo animal

Para llevar a cabo esta Tesis Doctoral se ha elegido la rata (Rattus Norvergicus) de la raza

Wistar, perteneciente al orden rodentia y a la familia muridae.

Se utilizaron ratas macho con un peso promedio de 200 + 40 g y 7 semanas de edad que se
obtuvieron de los laboratorios Harlan® (Barcelona, Espafia) y que fueron estabuladas en las
instalaciones del animalario de la Unidad Central de Investigacion (UCIM) de la Facultad de

Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia.

Tras un periodo de aclimatacién (15 dias) en el box de cuarentena (segun indicaciones del RD
1201/2005) permanecieron en la sala de mantenimiento con ciclos controlados de 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad a una temperatura de 22°C £ 2, a una humedad relativa del 55% * 10, y
con una impulsion de aire filtrado a través de filtros HEPA (High Efficiency Particulate Absolute)

con mas de 15 renovaciones de aire/hora.
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La estabulacion se llevd a cabo en jaulas de dimensiones adecuadas para la especie que
permitieron el alojamiento de los animales en grupo, segun la normativa vigente (Directiva
86/609 y RD 1201/2005), de manera segura y cdmoda, favoreciendo los ajustes de postura y de
comportamiento normales. Tuvieron libre acceso al agua y a una dieta estandar de
mantenimiento fabricada y distribuida por los laboratorios Harlan® (Teklad lab animal diets,

laboratorios Harlan®, Barcelona, Espafia) en forma de pellet.

Todo el protocolo de trabajo (manipulacidon y sacrificio de los animales) se realizo siguiendo las
normativas internacionales de la ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology) y
fueron aceptadas por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universidad de Valencia, siguiendo las normas referentes al bienestar y experimentacién animal
(RD 1201/2005 sobre “proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos”) y las recomendaciones de FELASA (Federation for Laboratory Animal Science

Associations).
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Diserno experimental

El estudio se planted con dos grupos de animales:

1.

Grupo control: formado por 5 ratas cuyos ojos intactos, derechos e izquierdos, fueron
utilizados para estudiar los valores basales de PIO (n=5), la histologia normal de la
retina y el NO (n=3), la presencia de CGR apoptodticas en la retina normal (n=3), el

contaje y la distribucion de las CGR (n=1) y el perfil metaboldmico del HA (n=2).

Grupo glaucoma experimental: formado por 25 ratas a las que se inyecto
semanalmente AH en la cdmara anterior del ojo izquierdo (OS u ojo glaucoma) y suero
salino fisioldgico (SSF) en la cadmara anterior del ojo derecho (OD u ojo control)
durante un periodo de diez semanas (Benozzi et al., 2002, Moreno et al., 2005). En

este grupo se desarrollaron los procedimientos que se relatan a continuacion en dos
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fases temporales separadas por un periodo de 6 meses. La primera fase se llevé a cabo

con 10 animales y la segunda con 15.

a. Procedimientos realizados semanalmente durante la fase de induccién del

glaucoma:

i. Exploracion ocular completa (n=25).
ii. Estudio de la evolucion de la PIO (n=25).

iii. Estudio electrorretinografico (n=15).
b. Procedimientos realizados al finalizar la fase de induccién de glaucoma:

i. Estudio del perfil metaboldmico del HA (n=15).
ii. Analisis histopatoldgico de la retina y el NO (n=9).

iii. Estudio de la poblacién de CGR:

i. Marcaje retrégrado con Fluorogold (n=5).
ii. Deteccidn de células ganglionares mediante Brn3a (n=7).

iii. Deteccidn de apoptosis en las CGR (n=9).

En una rata del grupo glaucoma experimental se produjo una parada cardiorrespiratoria en la
semana 7 del experimento. Segln se visualizd en la necropsia macroscdpica, la muerte no estuvo
relacionada con el modelo experimental, y fue atribuida a complicaciones durante la induccién

anestésica.

Procedimientos realizados durante la fase de induccion del

glaucoma cronico

La induccidn del glaucoma crénico se realizé semanalmente durante 10 semanas en el grupo

glaucoma experimental.

Pesaje

Se llevd a cabo semanalmente en una bascula de laboratorio digital para garantizar que no
hubo pérdidas de peso que pudieran estar relacionadas con un empeoramiento del estado

general.
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Examen oftalmoldgico

La exploracién oftalmolégica completa bilateral se realizé siempre a la misma hora del dia

(9:00-11:00 a.m.), con la rata despierta, de forma ordenada y sistematica e incluyo:

Medicion de la presion intraocular (mm Hg)

Se realizé mediante el tonémetro de aplanamiento (Tono-Pen’ Vet, Medtronic, Madrid, Espafia)
previa instilacion de colirio anestésico ( Colircusi anestésico doble, laboratorios Alcon’, Barcelona,
Espafa). Para evitar las variaciones asociadas al estrés del manejo, tanto la sujecién de los
animales como la toma de PIO fueron realizadas siempre por la misma persona. Las ratas
conscientes, escogidas de manera aleatoria, eran sujetadas suavemente evitando ejercer presion
en la zona del cuello o la cabeza. Tras escoger al azar el OD o el OS, se tomaron 15 lecturas en
cada uno de ellos, obtenidas al contactar la punta del tonémetro con la cérnea del animal (Figura
6). No se registraron las medidas generadas por el momento de la retirada del tondmetro ni por el

funcionamiento normal del aparato.

Figura 6. Medicion de la PIO con el Tono-Pen® Vet.

En todas las ratas del grupo control se registré la P10 basal y en tres de ellas, con la intencién de
evaluar el efecto del estrés del manejo, también se determind la PIO de los dos ojos a los cinco

minutos de la induccidn anestésica con el protocolo que detallamos en el siguiente apartado.

En el grupo glaucoma experimental la PIO se registr6 semanalmente, antes de las inyecciones

de SSF y de AH. Ademas se midieron las presiones a las 24 horas post-inyeccion en la semana 72y
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a las 48 horas post-inyeccion en las semanas 0, 72, 82, 92 y 102, con la intencidn de determinar un
posible pico de PIO. En todos los animales, las presiones por debajo de 6 mm Hg fueron

desechadas por proceder del contacto del aparato con la pelicula lagrimal (Moore et al., 1993).

Todos los datos de PIO fueron transferidos a una hoja de calculo (Microsoft Office Excel,

Microsoft Corporation, Redmond, Estados Unidos) para su posterior analisis.

Exploracion de los anejos oculares y del segmento anterior

Con ayuda de la lampara de hendidura Kowa SL-15° (Kowa Optimed, Inc. Torrance, EUA) se
valord, a 16 aumentos, el aspecto de los érganos anejos, la cérnea, la cdmara anterior y el
cristalino; posteriormente, se evalud la presencia de turbidez en la cdmara anterior. Se utilizé la
luz difusa (12 mm) y la hendidura de 0,8 mm, 0,2 mm y 0,1 mm a una intensidad de luz variable

(1/4 0 1/16).

Anestesia

Una vez realizado el examen ocular las ratas fueron inducidas y mantenidas con anestesia
inhalatoria mediante una maquina anestésica para roedores (Cibertec, Madrid, Espafia). La
induccidon se realizd con Isoflurano (Isoflo®, Laboratorios Esteve, Barcelona, Espafia) en una
camara de gases al 5% y el mantenimiento mediante un circuito cerrado que se conecté a una

mascarilla para ratas al 2,5% (Figura 7). El flujo de oxigeno se mantuvo a 1 litro por minuto.
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Figura 7. Maquina anestésica con camara de induccién y mascara para roedores.

Inyeccion de suero salino fisiologico y dcido hialuronico en la camara
anterior

Tras lavar la superficie del globo ocular con povidona yodada diluida (1:50) con SSF y mediante
una jeringa de Hamilton” (Hamilton” GASTIGHT  Syringes, 1700 Series, Luer tip, Sigma-Aldrich’,
Madrid, Espafia) y una aguja de 30G (Sterican’, B.Braun, Barcelona, Espafia), se inyecté 25 pl de
AH (Viscoelastico Z-Hyalin 10 mg/ml, Imex®, Valencia, Espafia) en la cdmara anterior del OS y la

misma cantidad de SSF 0,9% (B.Braun, Barcelona, Espafia) en el OD.

Este procedimiento se llevd a cabo con la ayuda del microscopio quirdrgico OMS-90 operator
(Topcon, Barcelona, Espafia). Con el bisel de la aguja hacia arriba y con la ayuda de las pinzas de
cornea Colibri (Acrivet, Henningsdorf, Alemania) se atravesé la cérnea cerca del limbo
esclerocorneal, con cuidado de no lacerar el iris, y se inyectd el SSF o el AH (Figura 8). Para evitar
lesiones se empezé inyectando en la zona mas dorsal del globo ocular (equivalente a las 12 horas)
y se continué semanalmente de hora en hora considerando el ojo como la circunferencia de un
reloj. Una vez finalizado el procedimiento, todos los animales se trataron con una gota de
cloranfenicol (®Colircusi Cloranfenicol, laboratorios Alcon®, Barcelona, Espafia) dos veces al dia

durante una semana.
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Figura 8. Inyeccion de AH en la camara anterior del OS.

Estudio electrorretinogrdfico

Los ERG escotdpicos se realizaron en 15 ratas del grupo glaucoma experimental, antes de las
inyecciones, a las 5, 7, 9 y 11 semanas; empezando siempre por el OD y tras 12 horas de
adaptacion a la oscuridad. Para poder trabajar con los animales se utilizd una linterna con un
punto de luz roja (Advanced Headlight LED x6, Energizer’, Barcelona, Espafia) que se apagd
durante los registros. Todos los procedimientos se realizaron bajo anestesia, con el mismo
protocolo descrito anteriormente, utilizando el electrorretindgrafo Retiport (Acrivet,

Henningsdorf, Alemania) adaptado para realizar los registros de cada ojo por separado.

Las ratas se situaron sobre una placa de calor para mantener la temperatura corporal entre
37°C y 38°C. La pupila se dilaté previamente con Tropicamida al 1% ("Colircusi Tropicamida 1%,
laboratorios AIcon®, Barcelona, Espafia). Para colocar el electrodo activo (Goldring electrode,
Acrivet, Henningsdorf, Alemania) sobre la cérnea se utilizé una gota de colirio anestésico y una
gota de gel lubricante (Hycare 1% HA, Acrivet, Henningsdorf, Alemania), que facilité el contacto
del electrodo con la cdrnea y ayudd a evitar queratopatias por exposicion. El electrodo de
referencia se colocd en la piel de la frente y el electrodo base en la piel de la cola. El estimulador
de luz blanca LED se situ6 a 2 centimetros del ojo (Figura 9 A y B). Para generar la respuesta
escotépica de baja intensidad se estimuld la retina con 8 disparos de flash a 0,03 cd.s/m?y 0,3 Hz
de frecuencia. Para obtener la respuesta escotdpica estandar se estimuld la retina con 8 disparos
de flash a 3 cd.s/m? y 0,3 Hz de frecuencia y para la adquisicién de los PO se realizaron 5 disparos
de flash a la intensidad de 3 cd.s/m? y 0,2 Hz de frecuencia. Todo el procedimiento se llevé a cabo

en los 20 minutos posteriores a la induccién anestésica.
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Figura 9. A: disposicion de la rata y los electrodos tras la realizacion de un ERG. B: detalle del electrodo
activo (1), el electrodo de referencia (2) y el estimulador de luz blanca LED acoplado al electrodo Koijman
desconectado (3).

Se determind la amplitud de la onda a y b (uV), la latencia de la onda a y b (ms), asi como el
sumatorio de las latencias (ms) y amplitudes (uV) de los PO. Los datos fueron transferidos a una

hoja de calculo para su posterior analisis.

Procedimientos realizados al finalizar la fase de induccion

de glaucoma cronico

Estudio del perfil metabolomico del humor acuoso

Antes de la eutanasia de los animales y con el mismo protocolo anestésico descrito
anteriormente, en 15 ratas del grupo glaucoma experimental y 2 ratas del grupo control, se
procedid a la extraccion de 15 ul de HA para la obtencion de su perfil metaboldmico por RMN. La
centesis de la camara anterior se llevé a cabo bajo el microscopio quirdrgico con ayuda de la

jeringa de Hamilton” conectada a una aguja de 30G.

El material extraido se depositd en eppendorfs rotulados de 1,5 ml (Alvet Plus S.L., Valencia,
Espaia) y se conservo a -80°C hasta su procesamiento por el servicio de metabolémica de la UCIM

de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia.

El procedimiento general de preparacién de las muestras consistié en adicionar 2,5 pL de D,0 al
HA y trasvasar un volumen final de 15 plL a un tubo (Bruker Biospin, Rheinstetten, Alemania) de

RMN de alta resolucién de 1 mm de didmetro (Figura 10 A). En todos los casos, el tiempo de
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preparacion siempre fue inferior a 15 minutos. Todos los espectros fueron adquiridos en un
espectrometro Bruker Avance DRX 600 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania) (Figura 10
B) operando a una frecuencia de 'H de 600,13 MHz. Inicialmente la uniformidad del campo
magnético se consiguid mediante un ajuste manual de las bobinas de homogeneidad usando un
experimento con presaturaciéon de agua en modo interactivo. Con la primera muestra se
establecieron las condiciones iddneas para la adquisicion de la sefial y para el resto, la
homogeneidad de campo se mantuvo mediante una rutina de correccién automatica (TopShim)
implementada en el software del equipo. La temperatura nominal de la muestra durante las
medidas se mantuvo constante en 310K. Para todas las muestras se adquiriéd un experimento de
un pulso simple con presaturacion de agua, con 256 repeticiones y 65.000 puntos. La
presaturacién del agua se usé durante 1 segundo a lo largo del tiempo de reciclado para la
supresion de la sefial del solvente. La anchura espectral para todos los espectros fue de 8000 Hz
para el espectro de 'H. Como parte del preprocesado de los datos, se aplicé una funcién
exponencial de anchura de linea de 0,3 Hz a la seial obtenida. El desplazamiento quimico de los
picos se referencid a partir de la seial doblete de la molécula de glucosa a 5,245 ppm para todos

los espectros.

Figura 10. A: tubos de RMN de alta resolucidon de 1 mm de didmetro. B: espectrometro Bruker Avance
DRX 600 instalado en la Facultad de Medicina de Valencia (Espafia).

Todos los espectros han sido procesados usando el programa MestReNova 6.2 (Mestrelab

Research S.L., Santiago de Compostela, Espafia), transferidos a MATLAB 7.6 R2008a (The
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MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos) y analizados usando rutinas de analisis de datos
desarrolladas por el laboratorio de metaboldmica en MATLAB vy la libreria de analisis estadistico

multivariable PLS Toolbox (Eigenvector Research, Inc. Wenatchee, Estados Unidos).

La region de desplazamientos quimicos en la que se ha trabajado estuvo comprendida entre
0,50 y 4,50 ppm (region alifatica) y entre 5,20 y 10,00 ppm (regiéon aromatica). Para ciertas
sefiales, la correcta asignacion de cada pico a un metabolito resulta especialmente compleja. Esto
puede ser consecuencia de la baja concentracion del metabolito en la muestra y/o del alto grado
de solapamiento de las sefiales. Para intentar mejorar la asignacion de picos se emplearon
secuencias especiales de asignacién 2D (tipo TOCSY correlacién *H-"H y HSQC correlacién *H-*C)
gue son adquiridas para un grupo seleccionado de muestras. La asignacion de los picos se realizd
usando los datos presentes en publicaciones previas (Gribbestad y Midelfart, 1994, Midelfart et
al., 1996¢, Midelfart et al., 1998). Para eliminar las posibles diferencias entre concentraciones

totales de metabolitos se normalizé al area total alifatica.

Una vez construido el modelo discriminante se procedié a identificar las partes del espectro
que contribuyeron con mas peso al modelo (loadings) y los picos correspondientes en el espectro.
Finalmente para los picos mas significativos, segin el modelo discriminatorio, se procedié a

integrar el area bajo el pico y a asignar cada sefial al metabolito al que podia corresponder.

Estudio histopatologico de la retina y el nervio optico

Una semana después de terminar la induccién del glaucoma crénico se realizé la enucleacidon
bilateral para el estudio histopatolégico de la retina y el NO, en 9 ratas del grupo glaucoma

experimental y 3 ratas del grupo control.

Previamente, con la intencién de asegurar la correcta fijacién de los tejidos, los animales se
perfundieron en el Departamento de Anatomia y Embriologia Humana de la Facultad de Medicina

y Odontologia de la Universidad de Valencia.

Técnica de perfusion

Las ratas fueron anestesiadas con una combinacién intraperitoneal de 150 mg/Kg de
pentobarbital (Euta-lender, Laboratorios Normon, S.A., Madrid, Espafia) y 0,3 mg/kg de fentanilo

(Fentanest®, Kern Pharma, S.L., Barcelona, Espafia). Todo el procedimiento que se relata a
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continuacién se realizd bajo una vitrina de gases (Burdinola OR ST 1500, Vizcaya, Espaia) y tuvo

una duracién aproximada de 30 minutos.

Tras comprobar la ausencia de reflejos, incluyendo el del pinzamiento de la cola, se realizé una
incision en la piel y musculatura abdominal transversa a nivel medio. A continuacién se revertio el
higado y se cortd el ligamento falciforme para despejar el centro frénico del diafragma, que se
corté transversalmente desde el ligamento arqueado de un lado hasta el otro. Posteriormente se
realizaron dos cortes laterales de la caja costal en sentido craneal y se levanté la pared toracica;
se introdujo la aguja de perfusién por el ventriculo izquierdo hasta alcanzar la aorta y se pinzd la
aguja a nivel de la parte craneal del ventriculo con objeto de evitar el reflujo. Con la intencién de
no perfundir el tercio posterior del animal, se pinzaron la vena cava inferior y la arteria aorta
descendente contra la columna tordcica. Seguidamente se corté la auricula derecha y para
comprobar el correcto funcionamiento de la perfusién se disecd y seccioné la vena yugular
derecha. Con el objetivo de dejar sin sangre la circulacién mayor y limpiar el arbol circulatorio, se
inyectaron de forma lenta 250 ml de SSF heparinizado (B.Braun, Barcelona, Espafia); una vez se
aprecio la salida de liquido claro por la vena yugular externa se inyectaron aproximadamente 500
ml de paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato (PB) (0,1 M, pH 7,4). En este paso se producen
movimientos ténicos de la cabeza del animal que indican que el paraformaldehido ha llegado

hasta el SNC.

Obtencion de los globos oculares y de los nervios épticos

Se realizé una enucleacion transconjuntival convencional, seccionando el NO retrobulbar en el

segmento anexo a la base de la érbita.

Cada globo ocular junto con el NO se mantuvo en la misma solucion de formaldehido, utilizada
en la perfusién, durante 24 horas en una nevera a 4°C. Posteriormente, se lavaron con tampdn
fosfato salino (PBS) 4 veces cada 10 minutos, para conservarlos en el mismo tampdn hasta su

procesamiento.

Procesamiento de los ojos y del nervio dptico

Tras la fijacion, se realizé un corte a nivel del limbo esclerocorneal para separar el segmento
anterior del posterior. EI NO se separé a 1 mm de la copa dptica de forma que se incluyeron las
dos estructuras por separado en el mismo casete (Uni-Safe Embedding-Cassettes, Medim

Histotechnologie, Stensved, Dinamarca). Para diferenciar el extremo del NO mas préoximo al globo
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ocular, se utilizé una sutura de vicryl 5/0 (Ethicon, Madrid, Espafia) que identificé el segmento

mas distal.

Las muestras se sometieron a bafios en agitacién con diversas soluciones de alcoholes
crecientes y bencenos para su posterior impregnacion en parafina con el procesador de tejidos

STP-120 Spin Tissue Processor (Microm Laborgerate S.L., Barcelona, Espaiia).

Realizacidn de los cortes

Todas las muestras fueron incluidas, correctamente orientadas y por separado, en bloques de

parafina mediante el empleo de una estacién de parafina (Oxford Trade, Madrid, Espafia).

Mediante un microtomo pfm Rotary 3003 (pfm medical, KéIn, Alemania) se realizaron 6 cortes

transversales de 5 um de grosor por cada bloque.

Los cortes fueron posteriormente recogidos en un bafio de agua caliente con un portaobjetos
. .. ® . . . . .7 o
(Polysine™, Menzel-Glaser’, Braunschweig, Alemania) para su posterior tinciéon con Hematoxilina-

Eosina (Merck, Madrid, Espafia).

Estudio histoldgico de la retina y del nervio 6ptico

La valoracidon microscépica de la retina y el NO de cada rata se realizd con un microscopio
Optico de alta resolucion (Nikon Eclipse E600, Nikon®, Barcelona, Espafia) conectado a una cdmara
(Nikon Digital Camera DXM 1200, Nikon®, Barcelona, Espafia) que capturd las imagenes a través
del software Automatic Camera Tamer (ACT-1 2.70) (Nikon Instruments Inc, Amsterdam,

Holanda).

La morfometria de la retina se evalué como describié Takahata et al. (2003) con algunas
modificaciones. Por cada ojo se fotografiaron tres campos de 40x y por cada campo se evaluaron
tres zonas: los dos extremos y la parte central. En todas ellas se midieron, mediante el sistema
analizador de imagenes microscépicas NIS-Elements 2.3 (Nikon Instruments Inc, Amsterdam,
Holanda) el espesor (um) de la CCG + CFN, de la MPI, de la CNI, de la MPE y de la capa de
fotorreceptores (CNE+SEF) asi como el espesor total de la retina. Ademds se realizé la
identificacion morfoldgica de las células de la CCG, distinguiendo los perfiles celulares compatibles
con la morfologia de las CGR y las células amacrinas desplazadas. El nimero de células presentes

en la CCG + CFN se calculé mediante densidad celular linear (células por 100 um). A la
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magnificacién utilizada cada pixel de la imagen corresponde a 0,24 um. Finalmente tanto los

espesores como la densidad celular se expresaron como el promedio de 9 medidas.

El area de la seccidn transversal del NO (um?) se evalué tal y como describieron Levkovitch-
Verbin et al. (2002). Mediante el mismo sistema analizador de imagenes microscopicas se
delimito el borde externo del NO a la magnificacién de 10x-20x (dependiendo del tamafio del
corte). Por cada ojo se utilizé el promedio de 3 dreas de medida. A la magnificacion de 10x y 20x

cada pixel de la imagen corresponde a 0,95 pum y 0,48 um respectivamente.

Todos los datos fueron transferidos a una hoja de cdlculo para su posterior andlisis.

Estudio de la poblacion de células ganglionares de la retina

Para identificar, cuantificar y estudiar con mas exactitud y precisién la distribucién de la
poblacién total de CGR tras la induccion del glaucoma crénico, se combind el estudio
histopatoldgico con los procedimientos que detallamos a continuacién. Todos ellos fueron
realizados mediante un convenio de colaboracién entre el Laboratorio de Oftalmologia
Experimental del Departamento de Oftalmologia, Optometria, Otorrinolaringologia y Anatomia
Patoldgica de la Facultad de Medicina de Murcia, segin métodos previamente establecidos por
Vidal-Sanz et al. (2012), y la Unidad de Investigacion Oftalmoldgica “Santiago Grisolia” del
Hospital Universitario Dr. Peset a través de la Red Tematica de Investigacién Colaborativa en

Oftalmologia (OftaRed) del Instituto de Salud Carlos Il (Madrid).

Para ello ocho ratas (7 del grupo glaucoma experimental y 1 del grupo control), escogidas al
azar, fueron transportadas de forma homologada al animalario de la Facultad de Medicina de
Murcia, al finalizar la fase de induccién del glaucoma crénico. Con la intencién de preservar la
corteza cerebral para futuras investigaciones, el marcaje con FG se realizd solamente en seis de
las ratas, de nuevo escogidas al azar, mientras que la inmunodeteccién con Brn3a se realizd en

todas ellas (n=8). Estos procedimientos se realizaron tras una semana de aclimatacion.

Marcaje retrogrado con fluorogold

Tras la administracion intraperitoneal de 70 mg/Kg de ketamina (Ketolar®, Parke-Davies S.L.,
Barcelona, Espafia) y 10 mg/Kg de xilacina (Rompun®, Bayer S.A., Barcelona, Espafia) se rasurd el
pelo que cubre la parte dorsal de la cabeza y el cuello y se realizé una incisién sagital de la piel

para exponer el craneo. Con la ayuda de un microscopio quirurgico (Opmi-11, Zeiss, Barcelona,
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Espafia) y mediante una fresadora (Free Wheeler Cordless Moto-Tool 850, Dremel®, Breda,
Holanda) se efectué una craneotomia parietal bilateral evitando las suturas craneales frontal,
sagital y transversa. Tras retirar las meninges que cubren el cerebro, se succiond la porcién de
encéfalo e hipocampo necesaria para exponer bilateralmente la parte posterior del tdlamo y los
CS. Esto se realizé con la ayuda de una micropipeta conectada a un sistema de aspirado acoplado
a una bomba de vacio (Ordisi S.A., Barcelona, Espafia). Con unas pinzas de microcirugia se retiré la
piamadre que recubre al CS derecho e izquierdo y se aplicd sobre ellos un pequefio trozo de
esponja de gelatina absorbente y hemostatica (Espongostan” Film, Nycomed, Madrid, Espafia)
previamente empapada en FG (Fluorochrome, LLC, Colorado, EUA) diluido al 3% en

dimetilsulféxido al 10% disuelto en SSF al 0,9%.

Por ultimo, se cubrié la craneotomia con otro nuevo parche de esponja y se suturd la piel con

una sutura discontinua de seda 3/0 (Lorca Marin, Murcia, Espafia).

Una semana después del marcaje, todos los animales fueron sacrificados mediante perfusién-

fijacién siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente.

Procesamiento y obtencion de las retinas

Para el estudio correcto de la distribucién de las CGR es necesaria una buena orientacidn de la
retina y por tanto del globo ocular, por lo que antes de la perfusién se colocd una sutura en la
conjuntiva bulbar dorsal y se tomaron como puntos de referencia adicionales la insercion del

musculo recto dorsal y la cardncula nasal.

Tras la enucleacidn se realizd la postfijacién de los tejidos manteniendo los globos oculares
durante una hora y media en paraformaldehido al 4% en PB (0,1 M, pH 7,2-7,4). Posteriormente,

se conservaron en PBS (0,1 M, pH 7,2-7,4) a 4°C hasta la extraccién y procesamiento de la retina.

En primer lugar se realizd un corte a nivel del limbo esclerocorneal y se separaron las
estructuras del segmento anterior de la copa dptica. Seguidamente se realizaron cuatro cortes
(superior, inferior, nasal y temporal) de los cuales el corte mas profundo fue el superior. La retina
se separd de la ora serrata con una pinza y de su unién al NO con unas tijeras; se extendid con la
cara vitrea hacia arriba sobre un portaobjetos y se cubrid posteriormente con papel de filtro
(Whatman®, Maidstone, Inglaterra). Durante la diseccion del globo ocular se realizaron varios
lavados con PBS y a continuacidn se postfijo la retina con una solucién de paraformaldehido al 4%
durante una hora. Finalmente se quité el papel de filtro y tras tres lavados con PBS se deposité

sobre un portaobjetos y se limpid el vitreo y los restos de suciedad adherida con un pincel.
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Para el montaje a plano las retinas se cubrieron con el medio de montaje antifading (glicerol al
50% y p-fenilendiamina al 0,04% en tampdn carbonato sédico 0,1 M pH 9) para evitar la pérdida
de fluorescencia. En ultimo lugar se cubrié la muestra con un cubreobjetos (Deckglasser 24x50

.. ® . . 7 ~
mm, Menzel-Glaser , Braunschweig, Alemania) y se sellé con esmalte de ufias transparente.

Deteccidn de las células ganglionares mediante Brn3a

Para la inmunodeteccidon de las CGR, en primer lugar se permeabilizaron las membranas
plasmaticas de las mismas mediante varios lavados en Tritdn® X-100 0,5% en PBS (2 lavados de 10
minutos a temperatura ambiente) y posteriormente se congelaron a -70°C durante 15 minutos en
este mismo tampdn. Transcurrido este tiempo se realizé un lavado con PBS y se incubd con el
anticuerpo primario de cabra anti-Brn3a (Goat anti-Brn3a C-20, Santa Cruz Biotechnologies,
Heidelberg, Alemania) diluido 1:100 en solucién bloqueante de suero normal de burro diluido en
Tritdn® X-100 al 2% en PBS para el bloqueo de las uniones inespecificas. Tras la incubaciéon a 4°C
toda la noche con el anticuerpo primario, se lavaron las retinas en Tritén® X-100 0,5% en PBS (3
lavados de 10 minutos a temperatura ambiente), y para la deteccidn del anticuerpo primario se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con el anticuerpo secundario acoplado al
fluoréforo Alexa Fluor 568 (Donkey anti-goat, Alexa Fluor® 568, Molecular Probes®, InvitrogenTM,
Barcelona, Espafia) diluido 1:500 en tampdn bloqueante. Posteriormente se lavaron las muestras
en PBS (3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente) donde se mantuvieron hasta su

montaje.

Adquisicion de las imagenes de la retina

La valoracién microscopica de las retinas montadas a plano se realizé mediante el microscopio
de fluorescencia Axioscop 2 Plus (Zeiss, Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con tres filtros: el
ultravioleta (BP 365/12, LP 397) que permite la observacion de la fluorescencia blanca dorada del
FG; el de rodamina (BP 546/12, LP 590) que permite visualizar la fluorescencia naranja roja de los
anticuerpos conjugados con el fluoréforo Alexa Fluor 568 y el de fluoresceina, que permite la

visualizacidn de otros fluoréforos que no son objeto del estudio.

Las imagenes de cada drea de captura individual (drea de la retina donde se adquiere una
imagen) se capturaron con una camara digital de alta resolucién (Progres C10®, Jenoptik, Jena,
Alemania) conectada al microscopio y con la ayuda de una platina motorizada, movida por

ordenador (ProScanT'VI H128 Series, Prior Scientific Instruments, Cambridge, Reino Unido),
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conectada al programa de analisis de imagenes Image-Pro® Plus (IPP 5.1 para Windows®, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, Estados Unidos) y a un mddulo controlador del microscopio

(Scope-Pro® 5.0 para Windows®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, Estados Unidos).

El drea total de captura que cubre la retina entera estd formada por una matriz de “m” por “n”
dreas de captura individuales (con una superficie de 0,627 mm?), columnas y filas
respectivamente. Tras enfocar manualmente con el objetivo de 10x (Plan-Neofluar 10x/0,30, Zeiss
Mikroskopie, Jena, Alemania) se capturd las imagenes individuales contiguamente y sin que
hubiera superposicién entre ellas siguiendo un patréon de escaneo regular. Posteriormente se

guardaron en imagenes de color de 24 bits.

Para obtener el fotomontaje de la retina completa, se utilizd6 el programa de analisis de
imagenes Image-Pro® Plus mediante el cual cada imagen individual digital se combiné
automaticamente dando lugar a una imagen de la retina completa de alta resolucion (Salinas-

Navarro, 2011).

Contaje automatico de las células ganglionares de la retina

Para calcular el nimero total y exacto de CGR trazadas retrégradamente con FG (CGR-FG') o
marcadas con Brn3a (CGR-Brn3a®) se siguieron las subrutinas de contaje automatico, para cada
tipo de marcaje, desarrolladas por el Laboratorio de Oftalmologia Experimental del Departamento
de Oftalmologia, Optometria, Otorrinolaringologia y Anatomia Patoldgica de la Facultad de
Medicina de Murcia. Para ello se utilizd el lenguaje de macros del programa de analisis de
imagenes Image-Pro® Plus (Nadal-Nicolas et al., 2009, Salinas-Navarro et al., 2009), el cual lanza
ordenadamente una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen digital individual
gue permiten la cuantificacion de las CGR que hay en cada una de las 154 imagenes que forman la

retina.

El contaje celular fue un procedimiento a ciegas, es decir en ningin momento se conocia cudl

era el ojo glaucoma y el control.

Para las CGR-FG" se transformaron las imagenes en color a una escala de grises de 8 bits que
permitid descartar la informacién del color. Las aberraciones de iluminacién causadas por la
Optica del microscopio se corrigieron con el filtro de mejora del aplanado y los pequefios
artefactos y el ruido se quitaron mediante tres pasos del filtro de mejora de la mediana. Después
se aumentaron los bordes de las células utilizando el filtro espectro grande, que resalta las células

tefiidas de fluorescencia brillantes del fondo oscuro. Los grupos de células cuyos bordes estaban
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en contacto fueron apartados por el filtro de separacién, que en primer lugar erosioné los bordes
de las células hasta que se alejaron y luego los volvid a dilatar pero sin que llegaran a tocarse.
Finalmente las células de cada imagen fueron contadas excluyendo los objetos mas grandes que
300 pm? o més pequefios que 7 um? (parametros que corresponden al objeto mas grande o més

pequefio marcado retrégradamente e identificado como CGR).

Para la deteccién de las CGR-Brn3a® la imagen individual digital se procesé usando el filtro
HiGauss que resalta los nlcleos positivos. Posteriormente se aplicd el filtro LoPass que normaliza
las variaciones de fondo y luego el filtro HiPass. Los nucleos de cada imagen fueron contados
utilizando unos pardmetros que ayudaron a excluir aquellos objetos que por su tamafio no

pudieron ser nucleos de CGR-Brn3a”.

Los datos de todas las imagenes fueron transferidos a una hoja de cdlculo para su posterior

analisis.

Distribucion espacial de las células ganglionares de la retina

El estudio de la distribucion detallada de las CGR se realiz6 mediante los mapas de isodensidad
para lo cual, como se ha comentado anteriormente, es importante orientar correctamente la

retina para no obtener datos erréneos.

Para las CGR-FG' se dividié cada imagen individual en dreas de interés (ADI), areas de igual
tamafio en las que se divide cada imagen individual (64 para el caso de la rata). En cada ADI,
mediante la subrutina de contaje descrita previamente, se obtuvo el numero de CGR-FG'y
automaticamente se calculé la densidad. Los valores de las densidades de todas las ADI de la
retina se exportaron a una hoja de calculo y utilizando la opcién “grafico trazado de contornos
rellenados” del programa para hacer graficos Sigmaplot™ 9.0 para Windows® (Systat® Software,
Inc, Chicago, Estados Unidos) se construyeron mapas de isodensidad coloreados. Para ello, a cada
una de las 64 ADI de cada imagen se le asigné un color segun el valor de la densidad de CGR; el
rango de valores estuvo comprendido entre 0 (azul oscuro) y 3.500 o mas CGR/mm? (rojo) (Figura

11 A).

Para las CGR-Brn3a+ se realizé el mismo procedimiento pero se utilizé la subrutina de contaje

de nucleos marcados con Brn3a (Figura 11 B).
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Figura 11. A y B: mapa de isodensidad correspondiente al fotomontaje de una retina representativa
derecha mostrando las CGR-FG" y las CGR-Brn3a’ respectivamente. A cada una de las 64 ADI en las que se
divide cada imagen individual se le asigna un color segtin el valor de la densidad de CGR, en una escala de

colores de 28 pasos diferentes, con un rango de valores que va desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o0 mas

CGR/mm’ (rojo).

Deteccion de apoptosis en las células ganglionares de la retina: técnica TUNEL

La deteccién de células apoptoticas mediante técnicas inmunofluorescentes se realizé en 9
ratas del grupo glaucoma experimental y 3 ratas del grupo control, utilizando secciones de retina

de 5 pum conservadas en parafina.

Tras el desparafinado de las muestras, se utilizaron varios kits comerciales, atendiendo a las
instrucciones del fabricante, en diferentes laboratorios: el TACS.XL® Basic in situ apoptosis
detection Kit (Trevigen, Gaithersburg, Maryland, EUA) se utilizé en el Laboratorio de la Unidad de
Investigacion Oftalmolégica “Santiago Grisolia” del Hospital Universitario Dr. Peset; el In situ cell
detection kit (Roche, Madrid, Espafia) se utilizé en el Laboratorio del Departamento de Fisiologia
de la Universidad CEU Cardenal Herrera y el ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection
(Chemicon, California, EUA) se utilizé en el Laboratorio de Neurobiologia del Sistema Visual del
Departamento de Fisiologia, Genética y Microbiologia de la Universidad de Alicante mediante el
convenio de colaboracidon con la Unidad de Investigacion Oftalmoldgica “Santiago Grisolia” del
Hospital Universitario Dr. Peset a través de la OftaRed del Instituto de Salud Carlos Il (Madrid).

Posteriormente se visualizaron las muestras mediante microscopia de fluorescencia.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado con el programa SPSS Statistics

v.17.0 para el sistema operativo Windows (Chicago, EUA).

En todas las pruebas realizadas hemos utilizado un nivel de significaciéon del 95% y antes de
proceder al andlisis estadistico verificamos la homocedasticidad (test de Levene) de los datos y su

normalidad (test de Kolmogorov-Smirnoff, método grafico P-P).

Estudio de la presion intraocular

Para la variable continua de PIO estudiamos la media, la DE y el valor minimo y el maximo para
cada ojo: el control y el glaucoma. Para comparar los resultados de las diferencias entre los dos
ojos utilizamos el test de Student para datos no independientes (apareados). La comparacion de
PIO entre las ratas despiertas y anestesiadas se realizd mediante el test de Student para datos

independientes.

Estudio electrorretinogrdfico

Para las variables continuas de amplitud y latencia de las ondas a, b y de los PO, estudiamos la

media, la DE y el valor minimo y el maximo para el OD y el OS.

Para comparar los resultados de las diferencias entre los dos ojos utilizamos el test de Student
para datos apareados y para evaluar las diferencias entre cada ojo y el tiempo utilizamos un
método de analisis de varianza de una via no paramétrico (test de Kruskal-Wallis).
Subsiguientemente analizamos las diferencias presentes en los distintos tiempos mediante el test
de Mann-Whitney. Puesto que realizamos comparaciones multiples, aplicamos a los resultados

obtenidos con el test anterior la correcciéon de Bonferroni.

Estudio del perfil metabolomico del humor acuoso

El perfil metaboldmico del HA se analizd mediante un PCA con la intencién de agudizar la
separacion entre los grupos experimentales y de identificar qué variables contribuyeron mas a esa
diferenciacion. La determinacién de la significacion estadistica entre las medias de las integrales

de pico de los grupos se realizdo mediante el analisis de una via de la varianza (ANOVA).
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Cuando se observé que la separacidon entre grupos no se produjo de una forma directa y
sencilla, se procedid a realizar un andlisis discriminante supervisado, conocido como PLS-DA. El
modelo PLS-DA fue evaluado mediante una validacion cruzada empleando un método de réplicas

aleatorias (leave-one-out).

Estudio histopatologico de la retina y el nervio optico

La valoracién histoldgica de la retina y el NO incluyé el estudio de la media, la DE y el valor
minimo y maximo de las siguientes variables: nimero de CGR/100 um, espesor de las capas de la
retina (CCG + CFN, MPI, CNI, MPE y capa de fotorreceptores (CNE+SEF)), espesor total de la retina
y area del NO. Para comparar los resultados de las diferencias entre los dos ojos utilizamos el test

de Student para datos no apareados.

Estudio de la poblacion de células ganglionares de la retina

Para el andlisis de las CGR-Brn3a® estudiamos la media, la DE y el valor minimo y el maximo
para el OD y el OS. Para comparar los resultados de las diferencias entre los dos ojos utilizamos el

test de Wilcoxon para datos apareados.
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Resultados y discusion

Modelo experimental

Los roedores, y la rata en particular, son un modelo experimental de gran utilidad en
investigacion oftalmoldgica ya que poseen un ojo de pequefio tamafio, las patologias oculares son
relativamente féciles de reproducir, son econémicos y de mantenimiento sencillo (Pinazo-Duran

et al., 1993, Pinazo-Duran, 2002, Vecino, 2008).

El modelo de glaucoma crénico desarrollado en esta Tesis es el descrito por Moreno et al.
(2005). Este a su vez se basa en las investigaciones de Benozzi et al. (2002) sobre los efectos del
AH inyectado en la camara anterior de la rata Wistar. Se trata de un modelo barato y que permite
obtener una hipertensidn consistente y elevada de larga duracién; por otra parte no impide la
eliminacion del HA, lo que favorece la realizacidon de estudios con farmacos que modifican la

formacion o la eliminacion del mismo.
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Los viscoelasticos que contienen AH se han convertido en una herramienta esencial para la
cirugia del segmento anterior. Generan un espacio imprescindible para poder trabajar dentro del
ojo y reducen el traumatismo que reciben las estructuras intraoculares asi como la pérdida de
células endoteliales. Sin embargo, debido su densidad, son responsables del aumento, transitorio
pero a veces considerable, de la PIO en el postoperatorio inmediato cuando no son retirados

correctamente (Benozzi et al., 2002).

Las punciones de la camara anterior resultaron un procedimiento sencillo y facil de realizar
tanto en el OS en el que se inyectd viscoelastico, como en el OD en el que se inyectd SSF. Fueron
bien toleradas por todos los animales aunque con incidencias que se describen en el siguiente

apartado.
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Hallazgos clinicos durante el modelo experimental de

glaucoma cronico

Evolucion del peso

El peso medio inicial fue de 364,7 + 28,8 g y en el momento del sacrificio fue de 426,8 + 42,3 g
(Figura 12). En general, todos los animales ganaron peso semanalmente durante la fase
experimental. Este hecho es uno de los indicadores de bienestar animal y por tanto refleja de
forma indirecta la ausencia de dolor o malestar que pudieran estar asociados a las punciones del

globo ocular o a las complicaciones derivadas de las mismas.
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430 +

410 |

Peso (g)

390 -

370

350 -

Tiempo (semanas)

Figura 12. Evolucidon del peso medio de las ratas durante las 10 semanas del procedimiento experimental.

Hallazgos oftalmoldgicos e incidencias durante el modelo

experimental

La exploracidon oftalmoldgica se llevd a cabo en todos los animales antes de la puncién.
Inicialmente se planted el examen del fondo ocular con una lente de 92D. Sin embargo, fue
practicamente imposible de realizar con la rata despierta y sin dilatacion pupilar. Hubiera sido
muy interesante describir clinicamente las posibles lesiones asociadas de forma caracteristica al
glaucoma, como son la excavacién de la cabeza del NO o los cambios a nivel de la papila

(Distelhorst y Hughes, 2003).

Durante las diez semanas del modelo no observamos ninguna alteracidn a nivel de los érganos
anejos del globo ocular (Figura 13), ni la presencia de blefarospasmo, epifora o fotofobia que

pudieran indicar dolor o malestar.
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Figura 13. Aspecto normal de los drganos anejos en la semana 5 del experimento.

En la siguiente figura se muestran los hallazgos encontrados en el segmento anterior durante

las 10 semanas de la fase experimental; describimos a continuacién los de mayor prevalencia

(Figura 14).
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Hallazgos observados en el segmento anterior

Figura 14. Hallazgos oftalmolégicos en el OD y el OS a lo largo del modelo experimental.

Hemos observado hallazgos evidentes, como son la presencia de midriasis, sinequias y hernias
de iris, que no han sido documentados en los modelos en los que hemos basado nuestro estudio

(Benozzi et al., 2002, Moreno et al., 2005).

97



Resultados y discusion

La presencia de midriasis leve en el ojo inyectado con SSF (Figura 15 A) fue documentada 51
veces en distintas semanas del experimento. El tamafio de la pupila varia en funcidn del equilibrio
gue existe entre los musculos esfinter y dilatador del iris. El primero es responsable de la miosis
pupilar y estd controlado por el sistema parasimpatico. El segundo es responsable de la midriasis
y esta mediado por el sistema simpatico. Algunos estimulos que pueden producir midriasis al
actuar sobre el sistema nervioso simpatico son el dolor, la asfixia o la ansiedad (Gum et al., 2007).
Este hallazgo no fue constante a lo largo del experimento (Figura 15 B), asimismo el grado de
dilatacién pupilar fue variable, por lo que consideramos que pudo estar relacionado con el estrés
de la sujecidn y el manejo. Dado que estos factores también pueden afectar a los valores de PIO
(Wang et al., 2005, Ollivier et al., 2007) algunos autores consideran conveniente realizar una fase
de entrenamiento para que los animales se acostumbren a la sujecidn, la instilacién del colirio
anestésico, el contacto del tonédmetro con el ojo y el sonido de las sefiales de alerta del aparato
(Sappington et al., 2010). Por otro lado también hubiera sido interesante valorar objetivamente el

didmetro pupilar, tal y como han realizado otros autores (Artigas et al., 2012).

ST §

Figura 15. A: midriasis leve en el OD de una rata en la semana 6 del experimento. B: miosis pupilar
observada en el OS de un animal diferente en la misma semana del experimento.

En el OS sin embargo, sélo observamos la presencia de midriasis en 7 ocasiones; atribuimos
esta diferencia a la presencia de sinequias, documentada mayoritariamente en este ojo. Las
sinequias son adherencias del iris a la cornea (anteriores) o al cristalino (posteriores) (Hendrix,
2007). En nuestro caso, todas fueron anteriores (Figura 16) y estuvieron asociadas al momento de
la puncién, debido al aumento inmediato de la presién en la cdmara anterior tras la inyeccion del

viscoelastico o el SSF, que producia la salida a presion de parte del material inyectado junto con el
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iris. Esto mismo origind la aparicion de 22 hernias de iris en el OS que asociamos a que el
viscoelastico (mucho mas denso que el SSF) produce un aumento de volumen de la camara
anterior mayor y mas duradero en el tiempo en comparacién con la inyeccién de suero, que tan
sélo produjo esta complicacion en 3 ocasiones. La mayoria de hernias tuvieron un tamafio
reducido y desaparecieron a los pocos dias sin signos de malestar ocular. Sélo en la rata 8 se
produjo una hernia de iris de tamafo superior al resto que tardé mas tiempo en desaparecer.
Asociado a las hernias de iris, en 2 OS la pupila adoptd una posicién errdtica y desplazada

ventralmente (Figura 17).

Figura 16. Sinequia anterior dorsal presente en el OS en la semana 3 del experimento.

Figura 17. Hernia de iris ventral con desplazamiento ventral de la pupila en la semana 5 del experimento.
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En 19 punciones (7 en el OD y 12 en el OS) se produjo un hifema que se resolvié en pocos dias,
no encontrando evidencias del sangrado a la semana siguiente en ninguno de los ojos. El contacto
de la aguja con los vasos del iris o del limbo esclerocorneal fue el responsable de esta

complicacién.

En 13 OD y 11 OS observamos un leve edema de cérnea (Figura 18) que, en todos los casos, se
asocio al punto de inyeccion. Este hecho también fue documentado por Benozzi et al. (2002) y por

Moreno et al. (2005), en casi todos los ojos de sus experimentos.

Figura 18. Edema de cornea dorsal en el OD en la semana 5 del experimento.

En 7 ratas (28%) documentamos una catarata capsular anterior de pequeiio tamafio (2 en el OD
y 5 en el OS) (Figura 19). Este hecho fue descrito en un porcentaje inferior por Benozzi et al.
(2002) (12,5%) y Moreno et al. (2005) (6,25%) y pensamos que puede estar asociado al contacto

de la aguja con la lente durante la puncién.
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Figura 19. Catarata capsular anterior y hernia de iris dorsal lateral en el OS en la semana 7 del
experimento.

En 2 OS, la Ultima semana del procedimiento experimental observamos una Ulcera estromal
superficial central que asociamos a una causa traumatica. La lesidn cicatrizod sin complicaciones en

pocos dias, no observandose signos de ulceracién una semana después.
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Evolucion temporal de la PIO durante el modelo

experimental de glaucoma cronico

. e . . ®
A continuacion relacionamos los datos sobre la PIO recogidos con el Tono-Pen Vet durante la

fase de induccién del glaucoma.

La PIO (media + DE) de las ratas del grupo control fue de 17,6 + 5,6 mm Hg (n=10 ojos). Este
valor es muy similar al de las ratas del grupo glaucoma experimental en la semana 0 del
experimento, que fue de 17,6 + 2,16 mm Hg (n=30 ojos). Ambos resultados se asemejan al
descrito por Mermoud et al. (1994) que obtuvieron una PIO normal corregida medida con el
Tono-Pen® 2 de 16,98 + 5,17 mm Hg en la raza Lewis anestesiada con CO,. Sin embargo son
bastante superiores al obtenido por Benozzi et al. (2002), que describieron una PIO basal en la
raza Wistar de 12,2 + 0,4 mm Hg utilizando el Tono-Pen® XL. El estudio de Moreno et al. (2005),

en el que hemos basado nuestro modelo experimental, no aporta ningln valor de PIO basal.
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El tonémetro utilizado en este modelo ha sido el Tono-Pen’ Vet, previamente calibrado. Este
aparato se ha utilizado con éxito en el perro, el gato, el caballo, el mono, el conejo y algunas aves,
obteniendo medidas de PIO muy fiables sin mucha dificultad (Yu et al., 2009, Nagata et al., 2011,
Pereira et al., 2011). En nuestro conocimiento, no existe en la literatura ningun trabajo sobre la
PIO en la rata medida con el Tono-Pen” Vet. Todas las mediciones se han realizado por la misma

persona con amplia experiencia en el manejo y utilizacién del aparato.

Al igual que en los humanos, la PIO estd sujeta a variaciones circadianas. Por ello todas las
medidas fueron tomadas a la misma hora del dia (09:00-11:00 a.m.). Los animales estabulados
con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, presentan un leve aumento de la PIO en Ia
fase de oscuridad con respecto a la luminosa. Dicho aumento seguramente esta relacionado con
un aumento en la produccion de HA y con una limitada capacidad para la evacuacion del mismo
debido al pequefio tamafio del globo ocular (Moore et al., 1996, Morrison et al., 2008). Este
fendmeno se hizo patente en el estudio de lJia et al. (2000b) donde en algunos casos, los

aumentos de PIO sdlo se demostraron en la fase nocturna.

En la siguiente Figura mostramos los valores medios de PIO para el OD y el OS (n=25)

registrados cada semana antes de la inyeccion intraocular.
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Figura 20. Valores de PIO, tomados con el Tono-Pen® Vet para el OD y el OS cada semana del
experimento. Los datos se expresan como media  DE (*p<0,05).

Como se puede observar, sélo detectamos un incremento significativo de PIO en el OS en la
primera semana; en el OD, a diferencia de lo que cabria esperar, observamos un incremento

significativo de PIO con respecto al OS en la semana 52.

104



Resultados y discusion

Hemos basado nuestro modelo de glaucoma en el de Moreno et al. (2005), que evaluaron los
efectos de la inyeccion semanal de AH durante 10 semanas. Estos autores encontraron en todos
los ojos tratados (n=20) un valor de PO superior al de los ojos control; asimismo observaron un
incremento significativo de la PIO en el ojo inyectado con AH en las semanas 32, 62 y 102. No
hemos podido demostrar clinicamente el aumento progresivo y constante de la PIO en el ojo
glaucoma que documentaron los autores que describieron este modelo; de hecho, practicamente

no existieron diferencias significativas entre los dos ojos a lo largo de nuestro experimento.

La bibliografia confirma que los resultados de PIO varian dependiendo del tipo de tondmetro. El
Tono-Pen se ha utilizado previamente para medir la PIO tanto en la rata anestesiada como en la
rata despierta y se ha considerado como un método de medicién valido en esta especie (Moore et
al., 1993, Moore et al., 1996, lia et al., 2000b, Jia et al., 2000a, Benozzi et al., 2002, Goldblum et
al., 2002, Moreno et al., 2005). Moore et al. (1993) afirmaron que es posible calibrarlo para tomar
lecturas fiables en la rata anestesiada y posteriormente muchos investigadores lo han utilizado,
incluso sin aplicar férmulas de correccion o calibraciones (Moore et al., 1996, Jia et al., 2000b, Jia
et al., 2000a, Bayer et al., 2001b, Benozzi et al., 2002, Moreno et al., 2005). El correcto uso de
este aparato depende de muchos factores. Es necesaria una buena iluminacién y que la punta del
aparato contacte perpendicularmente y en su totalidad con la cérnea. Las medidas deben
tomarse mediante un golpe rapido y estable que no ejerza demasiada presion y es importante
discriminar los valores validos de los invélidos. En nuestra opinién, los resultados obtenidos con el
Tono-Pen® Vet han sido dificiles de interpretar, ya que han variado considerablemente para un

mismo individuo y un mismo momento durante todas las semanas que ha durado el experimento.

Hemos registrado 15 lecturas en cada ojo para garantizar una mayor precisién en la medida, tal
y como recomendaron Moore et al. (1993). Segun varios autores, el contacto repetido de la punta
del aparato con la cérnea puede afectar a los valores de PIO ademds de que implica un mayor
consumo de tiempo (Whitacre et al., 1991, Cohan y Bohr, 2001, Goldblum et al., 2002). Una
hipdtesis que no se ha podido demostrar sugiere que las sucesivas mediciones favorezcan la
eliminacion del HA a través de las vias de drenaje y que el adelgazamiento de la cérnea que se

produce tras las mismas puede ser el responsable del descenso de la PIO (Cohan y Bohr, 2001).

El Tono-Pen fue originalmente disefiado para medir la PIO en el ojo del ser humano, que tiene
una mayor curvatura corneal. Hemos comprobado que la punta del aparato es demasiado grande
para el ojo de la rata, por lo que puede ser menos preciso en estos animales, coincidiendo con

otros autores (Goldblum et al., 2002, Morrison et al., 2008, Saeki et al., 2008).
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La rata despierta ha sido un animal ddcil y facil de manipular a lo largo del experimento, por lo
gue no resultd necesaria la anestesia para realizar la exploracidn ocular. Sin embargo, el estrés de
la sujecidon y el manejo también puede haber influido en la medicidn de la PIO (Whitacre et al.,
1991, Wang et al., 2005). En nuestro conocimiento, no existen estudios que evallien el efecto del
entrenamiento de los animales, y por lo tanto la disminucidn del estrés, sobre la PIO. Aunque hay
investigadores que realizan las medidas de presidn en la rata dormida, otros recomiendan evitar
el uso de anestésicos siempre que sea posible, ya que en general disminuyen significativamente la
PIO (Jia et al., 2000b). Estos autores demostraron que el isofluorano y la mezcla de ketamina,
xilazina y acepromacina, producen un descenso significativo de la PIO y concluyen que la
ketamina es el farmaco de eleccidon en los casos en los que no se pueda evitar el uso de
anestésicos para tomar la PIO. Adicionalmente, el uso de anestésicos aumenta la DE de las
medidas, debido a la variabilidad que hay en la respuesta que producen en los animales. En 3
ratas del grupo control, determinamos la PIO de los dos ojos a los cinco minutos de la anestesia
con isofluorano. En contra de lo que cabria esperar, no observamos diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de la rata despierta (18,38 = 1,24 mm Hg) y anestesiada (17,22 +
1,72 mm Hg), hecho que atribuimos a la poca precision del tonémetro de aplanamiento que

hemos utilizado.

Por otra parte la midriasis, en menor medida, también puede estar relacionada con la
variabilidad de los valores de PIO. Cuando la pupila se dilata se produce un estrechamiento del
angulo iridocorneal y un aumento temporal de la PIO (Herring, 2007). Es muy probable, pues, que
la midriasis (documentada 51 veces en el OD y tan solo 7 veces en el OS a lo largo del

experimento) haya reducido las diferencias entre las medidas de ambos ojos.

Entre los distintos tondmetros de rebote, el TonolLab® estd especificamente disefiado para
roedores. Ofrece lecturas de PIO bien relacionadas con la presién intracameral manométrica dada
por un transductor, siendo mas precisas que las del Tono-Pen. Se puede utilizar tanto en la rata
como en el ratdén consciente y no necesita aplicar factores de correccion para obtener los valores
de presién, ya que esta disefado exclusivamente para esta especie. La fuerza ejercida por el
tondmetro al impactar con la cérnea repetidas veces no parece afectar a las mediciones, pues no
se ha observado ningun descenso de la PIO incluso después de 90 lecturas realizadas en pocos
minutos, asimismo, no necesita anestesia tépica, es facil de utilizar y no requiere mucha practica
para aprender a manejarlo (Wang et al., 2005). En el estudio de Goldblum et al. (2002) se
comparoé la fiabilidad del Tono-Pen para medir la PIO en ratas anestesiadas con un prototipo de
tondmetro de rebote adaptado por Kontiola et al. (2001). Estos autores concluyeron que la DE de

todas las medidas mostrd cinco veces menos variabilidad con el segundo aparato que con el
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primero en el rango de presiones de 8,9-20 mm Hg. Estos datos coinciden con otro estudio
posteriormente publicado en el conejo en el que se compard el tondmetro de aplanamiento
Tono-Pen’ Avia con el tonémetro de rebote TonoVet (Pereira et al., 2011). Sin embargo otros
estudios concluyen que no hay diferencias significativas en la precisién de los dos aparatos en los
rangos normotensos de PIO (10-25 mm Hg) aunque el tondmetro de aplanamiento fue menos

preciso que el de rebote (Nagata et al., 2011).

A pesar de que no era un objetivo inicial en nuestro estudio, realizamos una toma de PIO a las
24 horas post-inyeccion en la semana 72 y a las 48 horas post-inyeccién en las semanas 0, 52, 72,
82, 92 y 103, para observar el posible incremento de PIO inmediatamente después de la
administracién intracamerular de AH. Los resultados encontrados son muy contradictorios, ya que
en el OS se produjo un descenso significativo de PIO a las 24 horas en la semana 72 y a las 48

horas en la semana 82 del experimento (Figuras 21y 22).
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Figura 21. Valores de PIO, tomados con el Tono-Pen® Vet para el OD y el OS en la semana 7 del
experimento y 24 horas después. Los datos se expresan como media + DE (*p<0,05).
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Figura 22. Valores de PIO, tomados con el Tono-Pen® Vet para el OD y el OS en lasemana 0,5,7,8,9y 10
del experimento y 48 horas después. Los datos se expresan como media + DE (*p<0,05).

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Benozzi et al. (2002) que comprobaron con el
mismo modelo de glaucoma que a las 24 horas post-inyeccidon en el ojo inyectado con AH se
produjo un incremento de la PIO que casi alcanzé el doble del obtenido con el SSF en el ojo

control; dicho aumento se mantuvo durante 5 dias y fue descendiendo levemente hasta el dia 8

post-inyeccioén.
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Valoracion de los cambios electrorretinogradficos

asociados al glaucoma cronico

Con la intencidn de evaluar los cambios funcionales que sucedieron en las distintas capas de la
retina, realizamos ERG escotdpicos en 15 ratas del grupo glaucoma experimental antes de

comenzar el experimentoyalas5,7,9y 11 semanas.

El aparato Retiport fue adaptado para su uso en la rata mediante un electrodo corneal activo
especifico de roedores (Goldring electrode, Acrivet, Henningsdorf, Alemania) y un estimulador de
luz blanca situado siempre a la misma distancia (2 cm del ojo). Para estandarizar la técnica y
comprobar la validez del aparato, en las 15 ratas anestesiadas realizamos dos estudios
electrorretinograficos previos antes de comenzar la fase experimental (datos no publicados).

Aunque algunos autores recomiendan el uso de un fotoestimulador binocular (Ganzfeld), hemos
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utilizado un estimulador que permitié la distribucién de la luz de manera constante y uniforme

hacia la retina en cada ojo por separado (Rosolen et al., 2005).

Es dificil realizar comparaciones de nuestros resultados con otros estudios, ya que los datos
dependen de muchos factores, como son la distancia del estimulo de luz, la estimulacién mono o
binocular, el protocolo utilizado o las horas de adaptaciéon a la oscuridad, entre otros (Rosolen et
al., 2005). En nuestro conocimiento no existe en la literatura ningun trabajo de investigacion

sobre la actividad eléctrica de la retina de la rata realizado con el Retiport.

En la siguiente Tabla se muestran los valores basales (media + DE) de la amplitud y latencia de

las ondas ay by los PO (n=30).

Tabla 2. Valores basales de amplitud y latencia de la onda a y b (a altas y bajas intensidades de flash) y de
los PO (a altas intensidades de flash).

Intensidad de flash

(cd.s/m?) Amplitud (uVv) Latencia (ms)
a b a b PO
00E 11,60+9,47 69,10 £ 24,29 16,43+ 6,88 53,87 +5,85
22,2+
3 51,28+20,46 1817745551 31,9+12,80 18,50+1,55 31,50+1,83 13

Los valores se expresan como media + DE.

Los ERG registrados antes de comenzar el experimento no mostraron diferencias significativas
entre el OD y el OS en ninguno de los pardmetros evaluados (amplitud y latencia de laonda a, by
PO) a bajas intensidades de flash (0,03 cd.s/m?) y altas intensidades de flash (3 cd.s/m?). En la

Figura 23 se muestra un ERG representativo del OD y el OS al inicio de la fase experimental.
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Figura 23. ERG escotdpico a bajas y altas intensidades de flash en el OD (A) y el OS (B) al comienzo del
experimento (N: momento del inicio del flash, a: onda a, b: onda b). Cy D: PO del OD y el OS
respectivamente (N2: momento del inicio del flash, P2: sumatorio de latencias de los PO).

La amplitud de la onda a no mostré diferencias significativas para ninguno de los dos ojos con
respecto al tiempo, ni entre el OD y el OS en los ERG realizados en las semanas 5, 7, 9 y 11 del
experimento. Estos resultados difieren de lo descrito por Moreno et al. (2005) con el mismo
modelo de glaucoma, en el que si observaron diferencias en las semanas 6 y 10. Sin embargo la
amplitud de la onda b del OS mostré una reduccion estadisticamente significativa en comparacion
con el OD en la semana 5, a altas intensidades de flash, coincidiendo con estos autores (Figura
24). En los ERG realizados en las semanas 7, 9 y 11, observamos una menor amplitud de la onda b
en el OS con respecto al OD, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. En el
ojo glaucoma la amplitud de la onda b disminuyé aproximadamente un 30%, 28%, 36% y 29% de

su valor basal en las semanas 5, 7, 9 y 11 del experimento respectivamente.
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Figura 24. Amplitud de la onda b del OD y el OS, a altas intensidades de flash, a lo largo del experimento.
Los datos se expresan como media t DE (n=15), **p<0,02.

En la siguiente Figura se muestra un ERG representativo realizado a las 5 semanas del comienzo

de la fase experimental a bajas y altas intensidades de flash.
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Figura 25. ERG escotopico, a bajas y altas intensidades de flash, en el OD (A) y el OS (B) tras cinco
semanas del comienzo del experimento (N: momento del inicio del flash, a: onda a, b: onda b). Cy D: PO
del OD y el OS respectivamente (N2: momento del inicio del flash, P2: sumatorio de latencias de los PO).
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La amplitud de la onda b del OS presentd una disminucidén, respecto al principio del
experimento, desde la semana 5 hasta la semana 11, siendo estadisticamente significativa la
reduccion a bajas intensidades de flash a las 5 semanas (Figura 26). El OD también ha mostrado
una tendencia descendente similar, aunque mucho menos evidente, siendo la reduccién
significativa en la semana 9 a altas intensidades de flash (Figura 27). Pensamos que este hecho
puede estar relacionado con la paracentesis semanal, siendo la inflamacién o el estrés oxidativo
los fendmenos implicados (Hamasaki et al., 1993). En este sentido, hubiera sido interesante medir
objetivamente los efectos de la puncidon a través de marcadores inflamatorios. Moreno et al.
(2005) no estudiaron la evolucién temporal de este pardametro y por tanto no es posible realizar

comparaciones en el mismo modelo de glaucoma.
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Figura 26. Evolucion temporal de la amplitud de la onda b en el OS a bajas intensidades de flash. Los
datos se expresan como media + DE (n=15), **p<0,02.

T
kK 3k
T | -
5 7 9 11

Tiempo (semanas) 3 cd.s/m?

240
220
200
180
160
140 -
120
100
80
60
40 -
20

Amplitud onda b {puV)

Figura 27: Evolucién temporal de la amplitud de la onda b a altas intensidades de flash para el OD. Los
datos se expresan como media + DE (n=15), ***p<0,001.
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En todo el experimento no observamos diferencias en las latencias de las ondas a y b entre el

OD vy el OS, al igual que Moreno et al. (2005). Sin embargo, en el OS si observamos, a altas

intensidades de flash,

un aumento significativo de la latencia de la onda b en las semanas 9y 11

con respecto a la semana 0 (Figura 28) coincidiendo con varios autores en otros modelos de

glaucoma (Bayer et

intensidades de flash,

al.,, 2001b, Chauhan et al.,, 2002, Bui et al.,, 2005). En el OD, a altas

la latencia de la onda a aumentd de manera significativa en la semana 11

(Figura 29) al igual que la latencia de la onda b en las semanas 9 y 11 (Figura 30), debido

probablemente al efecto de las inyecciones repetidas.
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Figura 28. Evolucién temporal de la latencia de la onda b del OS. Los datos se expresan como media + DE
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Figura 29: Evolucion temporal de la latencia de la onda a del OD. Los datos se expresan como media * DE
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Figura 30. Evolucién temporal de la latencia de la onda b del OD. Los datos se expresan como media + DE
(n=15), *p<0,05, ***p<0,001.

El sumatorio de la amplitud de los PO mostré una reduccidn significativa en el OS con respecto
al OD en las semanas 5 y 11. Esta disminucidn se mantuvo en la semana 7, si bien no fue
estadisticamente significativa (Figura 31). En el ojo glaucoma el sumatorio de la amplitud de los
PO disminuyé aproximadamente un 30%, 28%, 29% y 36% de su valor basal en las semanas 5, 7, 9

y 11 respectivamente.
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Figura 31. Comparacion entre el sumatorio de la amplitud de los PO del OD y el OS a lo largo del
experimento. Los datos se expresan como media + DE (n=15), *p<0,05, **p<0,02.

Estudiando la evolucién del sumatorio de la amplitud de los PO a lo largo del experimento, en el
OS comprobamos una disminucién significativa en las semanas 5, 7, 9 y 11 con respecto al inicio,

mientras que en el OD tan solo lo fue a las 9 semanas (Figura 32 Ay B).
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Figura 32. Evolucidn temporal del sumatorio de la amplitud de los PO en el OS (A) y en el OD (B). Los
datos se expresan como media + DE (n=15), **p<0,02, ***p<0,001.

El sumatorio de las latencias de los PO no mostrd diferencias entre el OD y el OS en ningun
momento del experimento. Sin embargo en el OS si observamos un aumento significativo del
mismo en las semanas 9 y 11 con respecto a la semana 0; en el OD sélo observamos esta

elevacion significativa en la semana 11 (Figura 33 Ay B).
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Figura 33. Evolucidn temporal del sumatorio de la latencia de los PO en el OS (A) y en el OD (B). Los datos
se expresan como media + DE (n=15), **p<0,02, ***p<0,001.

Existen discrepancias sobre cuales son los parametros del ERG que reflejan con mas antelacién
los cambios patolégicos que tienen lugar en la retina glaucomatosa. Varios estudios
experimentales han puesto de manifiesto que la elevacién crénica de la PIO produce una
reduccion significativa de los PO escotépicos antes que la reduccion de la amplitud y la
prolongacion de la latencia de las ondas a y b (Bayer et al., 2001b, Moreno et al., 2005). Ademas,
este hecho es mas evidente a bajas intensidades de flash (Bayer et al., 2001b). Por ello, la suma
de la amplitud de los PO en el ERG escotdpico a bajas intensidades de flash se consolida como el
indicador mas temprano y sensible de la lesidon glaucomatosa, tanto en los modelos de glaucoma
cronico como agudo (Bayer et al., 2001b, Bui et al., 2005, Moreno et al., 2005). La alteracion
prematura de los PO tiene sentido, pues anatdmicamente la MPI (lugar donde algunos autores

creen que se generan los PO) esta estrechamente relacionada con la CCG (Korth, 1997).
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Nuestros resultados han puesto de manifiesto que en la semana 5 del experimento se produjo
una reduccidn significativa de la amplitud de la onda b y de los PO en el OS con respecto al OD a
altas intensidades de flash, manteniéndose la tendencia descendente hasta la semana 11. Para
poder afirmar cual de los dos pardmetros se redujo antes, deberiamos haber realizado los

estudios electrorretinograficos también en las semanas iniciales del experimento.

Por otro lado, segun el estudio desarrollado en la rata por Fortune et al. (2004), el STR es el
pardmetro mas sensible para detectar alteraciones funcionales retinianas secundarias al
glaucoma. En este trabajo de investigacion el resto de componentes del ERG (fotdpico y
escotopico), registrados con mayores intensidades de flash, se vieron alterados con aumentos
mas severos de PIO. Este hecho sugiere que las elevaciones moderadas de PIO producen una
lesién selectiva de las CGR (reflejado en el STR), mientras que los aumentos mas marcados
producen un dafio retiniano no selectivo que puede estar directamente relacionado con la PIO o
indirectamente relacionado con la isquemia. Puesto que la intensidad de flash utilizada en esta
investigacion estuvo comprendida entre -6,64 y -3,30 log cd.s/m” y estos valores son inferiores a
la intensidad de flash mds baja utilizada en nuestro estudio (0,03 cd.s/mz), no es posible realizar

comparaciones.

Nuestros resultados evidencian que la inyeccién semanal de AH, en la cdmara anterior de la
rata, indujo cambios funcionales retinianos significativos en el OS reflejados a nivel de laonda by
los PO. Puesto que la primera representa la actividad de las células de Miiller y las células
bipolares y estos ultimos reflejan la actividad de los fotorreceptores (Dong et al., 2004, Moreno et
al., 2005), la alteracion de estos dos parametros pone de manifiesto que este modelo produjo una

degeneracion del segmento externo de la retina que se prolongé a lo largo del tiempo.

El PERG estd considerado como un indicador directo del estado de las CGR y la prueba mas
sensible en la deteccién de alteraciones funcionales secundarias al glaucoma en los humanos
(Bach, 2001). Aunque se ha utilizado en roedores (Berardi et al., 1990), es técnicamente mucho
mas complicado que el flash ERG, que tradicionalmente se ha establecido como un reflejo de la
actividad de las neuronas distales a la CCG (Korth, 1997). Desde hace tiempo son muchos los
estudios que han puesto de manifiesto una disminucion de la amplitud de los POy laondaayb
junto con un aumento de la latencia de la onda b en diferentes modelos de glaucoma (Mittag et
al., 2000, Bayer et al., 2001a, Bayer et al., 2001b, Bayer et al., 2001c, Velten et al., 2001a, Velten
et al., 2001b, Chauhan et al., 2002, Moreno et al., 2005, Salinas-Navarro et al., 2009). Los cambios
funcionales que hemos observado en la retina de las ratas fueron facilmente registrables a través
de los ERG, lo que refuerza la teoria de que esta técnica electrodiagndstica es Util para evaluar la

NOG de una manera no invasiva, especialmente en los modelos experimentales.
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Hallazgos en el perfil metabolomico del humor acuoso

tras la induccion del glaucoma

En nuestro conocimiento este trabajo es el primer estudio metabolémico desarrollado en la

rata mediante RMN sobre los efectos del glaucoma a nivel del HA.

El HA del OD y el OS procedente de 15 ratas del grupo glaucoma experimental y 2 ratas del
grupo control fue extraido para su analisis mediante RMN, minutos antes de la perfusion de los
animales. En dos OS y un OD la muestra se contaminé con una pequefia cantidad de sangre tras el
contacto de la aguja con el iris por lo que fueron eliminadas del estudio. Puesto que las cuatro
muestras de las ratas control fueron consideradas como OD, finalmente analizamos 18 OD y 13

Os.

En general, la calidad de los espectros fue buena a pesar de la poca cantidad de muestra (15 pl)

y la baja concentracion de los metabolitos. De la misma manera que en el estudio de Tessem et al.
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(2005), observamos zonas donde las sefales aparecen aisladas y su asignacion es sencilla.
Asimismo en la region comprendida entre 3-4,5 ppm se concentran y superponen gran cantidad
de sefiales, con diferentes multiplicidades, que dificultan la correcta identificacién y posterior
cuantificacion de los picos (Figura 34). En la region comprendida entre 4,7-4,8 ppm aparece la
sefal residual, ancha y distorsionada, de la molécula del H,0 después de aplicar un pulso de

presaturacidon sobre la misma.

H,0
Zona Aromatica l Zona Alifatica
A A
- N f I
M N
J /el _1,‘ l ”_ _u__‘_.,»L,,»\x_w, NonsA

| 'h “ 0s
el J)‘.";.,u u.%,.‘., N BTy A

0 9 8 7 6 5 4 3 2 1

ppm

Figura 34. Espectro representativo del HA procedente del OD y el OS en el que se muestran las zonas
aromatica y alifatica.

En la Figura 35 se muestra la comparacién entre el perfil metabolémico del HA del OD y del OS,
asi como la asignacién de resonancias correspondientes a varios metabolitos presentes en la zona
alifatica del espectro. Algunos metabolitos presentaron mas de una sefial, cada una de las cuales
corresponde a un protdn o grupo de protones con un entorno quimico diferenciado. Al igual que
en otros estudios realizados con muestras de HA de diferentes especies (Brown et al., 1986,
Tkadlecova et al., 1999, Tessem et al., 2005) la mayoria de resonancias se obtuvieron en la region
espectral de 0 a 5 ppm (regién alifatica). En la region de 5-10 ppm (regidon aromatica) sélo se

observaron las asignadas a metabolitos tales como glucosa, tirosina y fenilalanina.
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Figura 35. Comparacion entre el perfil metabolémico del HA del OD y el OS y asignacidn de diferentes
metabolitos de la zona alifatica.

En los dos ojos las sefales mads intensas del espectro fueron asignadas al lactato y la glucosa,
dos metabolitos esenciales para la cérnea, la lente, el cuerpo ciliar y la retina, que en condiciones
normales se encuentran en el HA en una concentracidon superior a la del plasma (Riley, 1972). Este
hecho coincide con otros estudios realizados con muestras de HA procedentes de ojos de
personas, bacalao y conejo (Brown et al., 1986, Gribbestad y Midelfart, 1994, Midelfart et al.,
1996c¢).

Aungque el HA es un filtrado del plasma sanguineo su composicidon quimica es distinta, siendo la
concentracién de proteinas y de AA los principales elementos diferenciadores (Tkadlecova et al.,
1999). Debido a la baja concentracién de proteinas que tiene, es posible analizarlo directamente
por RMN sin ser necesario un tratamiento previo de la muestra, asumiéndose en tal caso que los
picos asignados a aminoacidos especificos proceden de aminoacidos libres y no de los péptidos o
de las proteinas (Brown et al., 1986, Srivatsa et al., 1991, Gribbestad y Midelfart, 1994). En las
muestras de HA analizadas se ha determinado la presencia de gran cantidad de aminodcidos,
como por ejemplo: valina, alanina, lisina/leucina, glutamato, glutamina, metionina, taurina y
fenilalanina; todos ellos han sido descritos previamente en posiciones similares del espectro

(Brown et al., 1986, Gribbestad y Midelfart, 1994, Midelfart et al., 1996c, Tessem et al., 2005).

El AA es un antioxidante presente en el HA en una concentracién muy superior a la del plasma
en numerosas especies diurnas, pues protege las estructuras intraoculares del dafio foto-
oxidativo (Reiss et al., 1986, Rose y Bode, 1991, Ringvold et al., 2000). Varios trabajos de
investigacion realizados con muestras de HA procedentes de ojos de conejo y de humanos han
identificado la presencia de este metabolito en forma de doblete entre 4,0-4,5 ppm del espectro

(Brown et al., 1986, Gribbestad y Midelfart, 1994); sin embargo, el analisis del HA procedente de
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ambos ojos en nuestro estudio no ha evidenciado la presencia de AA en esta posicidn. Segln
DiMattio (1989), los niveles de AA en la rata (especie nocturna) son inferiores en comparacion con
las especies diurnas en el plasma, el HA y el vitreo. Mientras que este autor encontré en el HA una
concentracién de 2 mg/100 ml, Cole (1970) describié una concentracién muy inferior (0,0 mg/100
ml); ambos trabajos se realizaron mediante cromatografia en capa fina. En nuestro conocimiento
no existen estudios realizados con RMN sobre el perfil metabolémico del HA en la rata, por lo que
es dificil realizar comparaciones. Sin embargo, no debemos olvidar que en relacién con otras
técnicas espectroscdpicas o cromatograficas la RMN es menos sensible, no pudiendo cuantificar

concentraciones inferiores a 0,1 mM (Midelfart et al., 1996c).

Con la intencion de observar las diferencias entre el perfil metaboldmico del OD y el OS y de
identificar qué variables contribuyeron mas a la diferenciacién, aplicamos un PCA al conjunto de
datos. El PCA es una técnica estadistica no supervisada (no es necesario conocer a qué grupo
pertenece cada muestra para su analisis) que permite proyectar en un espacio de pocas
dimensiones la complejidad de un sistema experimental multivariable. Se usa mas comunmente
para identificar como una muestra es diferente de otra, qué variables contribuyen mas a esa
diferencia y si esas variables participan de la misma manera (estdn correlacionadas) o de forma
independiente (no estan correlacionadas). Mediante este analisis (Figura 36) observamos cémo la
muestra procedente del OS de la rata 8 (08 OS) presentd diferencias metabdlicas
estadisticamente significativas con respecto al resto de OS por lo que fue considerada como un
outlayer y no fue incluida en analisis posteriores. Este animal perteneciente al grupo glaucoma
experimental, desarrollé una hernia de iris grave en la semana 42 del experimento que se
mantuvo hasta la ultima semana, momento en el cual se desprendid. La uveitis asociada a la
hernia de iris puede ser la responsable del descenso significativo de los metabolitos que se

reflejan en la Tabla 3 (Yadav et al., 2010).
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Figura 36. PCA donde se seiala la posicion del outlayer 08 OS. En rojo se exponen las muestras
correspondientes al OS y en azul al OD.

Tabla 3. Regiones con diferencias estadisticamente significativas entre la muestra 08 OS y el resto de OS.

Metabolitos Region p oS 8 0S

Lactato 1,31-1,345 0,002 0,146 £ 0,007 0,041
Alanina 1,46-1,50 0,0008 0,0177 +0,0007 0,0055
Acetoacetato 2,27-2,305 0,0005 0,0059 + 0,0002 0,0016
Succinato/Piruvato  2,365-2,39 0,001 0,0098 = 0,0005 0,0023
Glutamina 2,44-2,49 0,009 0,0157 £ 0,001 0,0043
Glucosa 3,45-3,55 0,000002 0,139 £ 0,003 0,0371
Glucosa 3,80-3,87 0,000003 0,0651 + 0,001 0,0255
Glucosa 5,215-5,28 0,000002 0,0253 + 0,0006 0,0074

Los resultados se expresan como media del drea contenida en la regidon sefialada + DE, excepto para los
valores de drea de la muestra aislada donde el cdlculo del error es imposible.

En el resto de muestras no observamos un agrupamiento espontaneo acorde a los criterios de
clasificacidon de OD y OS, por lo que empleamos rutinas de analisis discriminante tipo PLS-DA, con
el fin de maximizar la separacién de los dos grupos (Figura 37). El PLS-DA es una técnica de
discriminacién supervisada que maximiza la separacidon entre grupos de observaciones de los
componentes rotatorios del PCA, de tal modo que se obtiene una separacién mdaxima entre las

clases (Trygg et al., 2007, Young y Wallace, 2009).
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Figura 37. Diagrama de puntuaciones del PLS-DA (parte alifatica) maximizado. En rojo se exponen las

El PLS-DA generd un modelo discriminatorio con nuevas variables fruto de la combinacion lineal
de las variables primitivas, en nuestro caso, regiones del espectro. Las variables que mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre OD y OS vienen representadas en la Tabla 4 y

Scores on LV 2 (10 91%)

Scores on LV 1(54.39%)

muestras correspondientes al OS y en azul al OD.

Figuras 38 y 39.

124

Metabolitos
Acetato
Acetoacetato
Acidos grasos
Alanina

Citrato

Colesterol
Creatina/Creatinina
Desconocido
Glucosa
Glutamato+Glutamina
Glutamina
H-L-Prolina
Lipidos/Colesterol
Lisina

Valina

VLDL

discriminatorio.

Region
1,915-1,935
2,27-2,305
2,305-2,315
1,425-1,50

2,68-2,725
1,065-1,145
3,03-3,07
2,92-2,93
5,215-5,28
2,085-2,14
2,44-2,49
2,16-2,19
0,88-0,895
1,69-1,76
1,02-1,06
0,82-0,88

p
0,04
0,03
0,03
0,01
0,02
0,03
0,01
0,00
0,01
0,01
0,03
0,01
0,05
0,00
0,01
0,04

(01
0,0054 + 0,001
0,0059 + 00,0008
0,0013 + 0,0001
0,0255 + 0,003
0,0058 + 0,0007
0,012 + 0,002
0,0104 + 0,001
0,0013 +0,0002
0,0253 + 0,002
0,0172 +0,004
0,0157 +0,003
0,0049 +0,0008
0,0029 +0,0008
0,02 + 0,002
0,0095 +0,0004
0,0115 + 0,003

Tabla 4. Metabolitos que contribuyeron de manera significativa a la construcciéon del modelo

oD

0,0046 + 0,0008
0,0053 + 0,0006
0,0011 + 0,0002
0,0227 + 0,003
0,0051 + 0,0008
0,0108 + 0,001
0,0089 + 0,002
9,98¢™ +0,0002
0,0271 +0,001
0,0138 + 0,003
0,0123 + 0,004
0,0041 + 0,0007
0,0025 + 0,0005
0,0176 + 0,002
0,0084 + 0,0002
0,0091+0,003

Los resultados se expresan como media del drea contenida en la region sefialada + DE.
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Figura 38. Metabolitos, ordenados alfabéticamente, que contribuyeron de manera significativa a la
construccién del modelo discriminatorio, ¥*p<0,05, **p<0,02, ***p<0,001.
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Figura 39. Metabolitos, ordenados alfabéticamente, que contribuyeron de manera significativa a la
construccion del modelo discriminatorio, *p<0,05, **p<0,02.
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En la siguiente tabla se incluyen otros metabolitos cuyas diferencias entre OD y OS, aunque no

resultaron ser estadisticamente significativas (debido a que nuestro estudio estd compuesto por

un numero de muestras relativamente bajo), pueden aportar informacién valiosa complementaria

a la Tabla anterior.

Tabla 5. Metabolitos que no contribuyeron de manera significativa a la construccion del modelo

discriminatorio.

Metabolitos Region p (o} oD
Fenilalanina 7,33-7,36 0,30 0,0029 +3e™ 0,0028 + 4e™
Glucosa 3,45-3,55 0,05 0,026 £0,002 0,027 +0,002
Lactato 1,31-1,35 0,19 0,11+0,02 0,12 +0,02
Lactato 4,09-4,15 0,20 0,018£0,003 0,019 +0,002
Leucina 3,715-3,735 0,11 0,031+£0,003  0,033+0,003
Lisina 3,75-3,77 0,19 0,015 + 0,002 0,016 + 0,002
N-acetilglutamato 1,865-1,91 0,05 0,008+0,002 0,007 +0,002
Tirosina 6,84-6,93 0,12 0,0054 + 4e™* 0,0050 + 7™
Tirosina 7,175-7,25 0,07 0,0067 +6e™  0,0063+6e”

Los resultados se expresan como valor medio del drea comprendida en la region del espectro sefialada + DE.

Para un mismo metabolito hay varias regiones; todas siguen la misma tendencia pero pueden presentar

valores diferentes de significaciéon estadistica (valor de P).

A continuacién se detallan los cambios mas relevantes en el perfil de lipidos, hidratos de

carbono y aminoacidos (Tabla 4 y Figuras 38 y 39).

Cambios en el perfil de lipidos

A las 11 semanas de la induccién del modelo de glaucoma crénico apreciamos diferencias

significativas en el metabolismo de los lipidos/colesterol y acidos grasos entre los dos ojos, siendo

mayor la intensidad de la regién en el OS con respecto al OD. Asi mismo, observamos una mayor

intensidad en la regidn de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el OS con respecto al

OD. Estos cambios pueden estar relacionados con la patogénesis del glaucoma pues las VLDL

inducen la expresion de proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina, densificandola y

dificultando asi la filtracion del HA a través de la malla trabecular (Akiba et al., 2006).
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Cambios en el perfil de aminoacidos

Los niveles de los aminoacidos alanina, glutamato+glutamina, glutamina, H-L-prolina, lisina y
valina fueron significativamente superiores en el OS. El glutamato, la glicina y el dcido gamma-
aminobutirico (GABA) son los principales aminodacidos neurotransmisores presentes en el globo
ocular, especialmente en la retina. Por otro lado la glutamina, el aspartato, la alanina y la arginina
son precursores que participan en la formacidn y degradacion del glutamato y el GABA (Hu et al.,

2012).

El potencial téxico del glutamato sobre la CCG esta bien documentado desde hace afos (Dreyer
et al., 1996) aunque su papel en la patogénesis del glaucoma todavia no estd establecido (Okuno
et al., 2006). El OS ha presentado una mayor intensidad en la regidn espectral del glutamato y
alguno de sus precursores en comparacion con el OD; estos hallazgos estan en concordancia con
la teoria de la apoptosis como mecanismo fundamental del dafio retiniano en el glaucoma y con
otros trabajos de investigacion realizados en humanos, monos, ratas y perros que padecieron un
glaucoma natural o experimental (Dreyer et al., 1996, Brooks et al., 1997, Yoles y Schwartz, 1998,
Okuno et al., 2006, Doganay et al., 2012). En cambio, otros estudios realizados en humanos,
perros y ratas no han encontrado variaciones significativas en los niveles de glutamato entre los
ojos glaucoma y los ojos control (Honkanen et al., 2003, Kallberg et al., 2007, Hu et al., 2012).
Atribuimos este hecho a que los autores han utilizado métodos de determinacion diferentes
(espectroscopia dentro de un estudio de imagen por resonancia magnética y cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC)) o/y a que han comparado distintos tipos de glaucoma (GPAA, GAC
y secundario a uveitis) con pacientes sometidos a vitrectomia, lo que pudo incrementar los niveles

de glutamato.

En nuestro conocimiento, y segun las fuentes bibliograficas consultadas, no existen estudios

sobre el resto de aminodcidos que hemos detectado en el humor acuoso de la rata.

Cambios en el perfil de hidratos de carbono

El OS ha demostrado tener una reduccion significativa de los niveles de glucosa con respecto al
OD, debido a la disminucion directa e indirecta del aporte de nutrientes y oxigeno asociada al
aumento de la PIO en el OS. La hipertensién induce compresién de los tejidos y una reduccién del

flujo sanguineo capilar (Burgoyne et al., 2005).
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El lactato es esencial para la produccidon de ATP y para la actividad excitatoria de las neuronas.
Se acumula cuando el metabolismo oxidativo no es capaz de satisfacer el requerimiento de
energia necesario (Schurr, 2002). En nuestro estudio, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de lactato entre el OD y el OS aunque si una clara
tendencia decreciente en el OS con respecto al OD. Esta reduccién puede explicarla el hecho de
que el lactato es el producto final de la glicdlisis anaerobia, y en el OS los niveles de glucosa
fueron inferiores a los del OD. No obstante, estos hallazgos difieren de lo descrito en varios
trabajos de investigacién en los que este metabolito aumenta en los ojos glaucoma con respecto a
los control (Song et al., 2011, Doganay et al., 2012), si bien los resultados son dificilmente
comparables: en el caso de Doganay et al. (2012) las estructuras analizadas fueron el NGL y el
vitreo de personas con glaucoma mediante espectroscopia dentro de un estudio de imagen por
resonancia magnética; y el estudio de Song et al. (2011) se basa en un modelo de glaucoma
inducido por la administracidn de glucocorticoides en conejos, siendo la triamcinolona un farmaco

con muchas influencias sobre el metabolismo de los hidratos de carbono.
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Valoracion histologica del dario retiniano asociado al

glaucoma cronico

Para analizar el efecto del modelo de glaucoma crénico sobre el segmento posterior del globo
ocular evaluamos la morfologia de la retina y el NO. Algunas muestras de los OD y los OS se
dafiaron en el procesado de los tejidos, lo que explica la disparidad entre el nimero de retinas y

NO procedentes de los ojos control y glaucoma.

En 9 ratas del grupo glaucoma experimental (8 OD y 7 OS) y 3 ratas del grupo control (30D y 2
0S) estudiamos el espesor (um) de la CCG + CFN, de la MPI, de la CNI, de la MPE y de la capa de
fotorreceptores (CNE+SEF) asi como el espesor total de la retina. Asimismo realizamos el recuento
de CGR + amacrinas desplazadas/100 um presentes en la CCG. En 9 ratas del grupo glaucoma
experimental (7 ODy 6 OS) y en 2 ratas del grupo control (2 OD) evaluamos el drea total (um?) del

NO.
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Entre las retinas derechas e izquierdas pertenecientes al grupo glaucoma experimental no
observamos diferencias estadisticamente significativas ni en el espesor total ni en el espesor de
ninguna capa (Figura 40), coincidiendo con Moreno et al. (2005) en el mismo modelo de glaucoma
cronico y con otros modelos (Levkovitch-Verbin et al., 2002, Yu et al., 2006). Sin embargo
nuestros resultados difieren de los presentados por Guo et al. (2011) y Biermann et al. (2012) que
describen una disminucién del espesor global de la retina en su modelo de glaucoma,
posiblemente por la afectacidén de otras células aparte de las CGR, lo cual depende del patrén de

incremento de PIO.

En nuestro modelo, sorprendentemente, el espesor medio de todas las capas estudiadas en los
OS fue superior al de los OD, si bien estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(Tabla 6). El glaucoma es una enfermedad degenerativa y progresiva que se caracteriza por la
pérdida de CGR vy atrofia del NO, por lo que cabria esperar un adelgazamiento de la CCG y CFN
(Distelhorst y Hughes, 2003, Adatia y Damji, 2005, Morrison et al., 2008). El grosor de la retina
varia segln su regién anatémica; es menor en la periferia (0,1 mm) y va aumentando
progresivamente hacia el polo posterior (0,23 mm). En el centro de la févea adelgaza otra vez (0,1
mm) para aumentar de nuevo alrededor del NO (0,21 mm) (Spalton y Marshall, 1995). En nuestro
caso hemos realizado cortes seriados de la retina periférica, tallando los bloques de parafina a
varias alturas para obtener muestras de calidad; esto puede haber influido en el resultado, ya que

se ha analizado la retina procedente de distintas areas.

e
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Figura 40. Seccidn transversal de una retina, tefiida con hematoxilina eosina, perteneciente a una rata en
la que un ojo ha sido inyectado con SSF (A) y el otro con AH (B) durante 10 semanas.
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Tabla 6. Espesor medio total y de las distintas capas de la retina en los ojos de las ratas del grupo
glaucoma experimental.

Espesor (um) oD (o}

Total 421,35+85,81 499,72 £ 65,75
CCG+FN 41,02 £13,89 45,32 £ 13,29
MPI 108,49 £ 40,00 134,58 £ 21,56
CNI 55,03 +15,11 65,60 £ 9,97
MPE 20,68 * 3,88 23,88 * 3,36
CNE 113,70 £16,65 128,72 £ 22,04
SEF 72,43+13,27  85,21+12,56

Los valores se expresan como media *+ DE.

En la Tabla 7 se reflejan los valores promedio del espesor total de la retina y de cada una de las
capas del grupo control, que no presentaron diferencias estadisticamente significativas con las

retinas de los OD y los OS del grupo glaucoma experimental.

Tabla 7. Espesor medio total y de cada una de las capas de las retinas del grupo control.

Espesor (um) ‘ Ojos ratas control

Total 458,17 + 84,77
CCG+FN 40,26 £ 14,00
MPI 119,89 + 21,74
CNI 70,35 + 18,06
MPE 31,22 £+10,84
CNE 114,33 £ 57,47
SEF 77,69 £ 13,90

Los valores se expresan como media * DE.

El primer paso para poder realizar un estudio cuantitativo de las CGR es su identificacién y
diferenciacion con respecto a las células amacrinas desplazadas. En roedores éstas se encuentran
en igual proporcion que las CGR en la CCG (Perry, 1981, Perry et al., 1983, Silveira et al., 1989) y
no son facilmente distinguibles por la morfologia o el tamafo celular. Aunque las células
amacrinas son mas pequefias que la mayoria de CGR, existe una superposiciéon de tamanos entre
las amacrinas grandes y las CGR pequefias (Perry, 1981). Ademas, las CGR lesionadas pueden
cambiar su fenotipo morfolédgico, haciendo mas complicada todavia su diferenciacion de otros
tipos neuronales (Sellés-Navarro et al., 1996). La identificacion segun criterios morfoldgicos se
basa en analizar, por microscopia dptica, el tamafno del soma neuronal en secciones histoldgicas o
retinas montadas en plano mediante tinciones celulares inespecificas. Debido a que estos criterios

son poco precisos, en nuestro caso hemos contado el nimero total de células presentes en la CCG
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sin distinguir el tipo celular, tal y como hicieron Moreno et al. (2005) con el mismo modelo de

glaucoma.

El recuento de células/100 um (media + DE) presentes en la CCG de las retinas pertenecientes
al grupo control fue de 14,11 + 4,91 células/100 pm, valor superior al documentado por Moreno
et al. (2005) con el mismo modelo de glaucoma. El promedio de células/100 um presentes en la
CCG de las retinas izquierdas (11,57 células/100 um) del grupo glaucoma experimental no ha
mostrado diferencias estadisticamente significativas con respecto a las derechas (10,75
células/100 um) a diferencia de lo publicado por otros autores con el mismo y otros modelos de
glaucoma (Bayer et al., 2001c, Levkovitch-Verbin et al., 2002, Moreno et al., 2005, Yu et al., 2006,
Biermann et al., 2012). Este hecho contrasta con la definicidn de glaucoma, que implica una
pérdida irreversible de CGR (Distelhorst y Hughes, 2003, Adatia y Damiji, 2005, Morrison et al.,
2008). Puesto que estas células se distribuyen heterogéneamente por toda la retina y su densidad
disminuye conforme aumenta la distancia respecto del NO (Danias et al., 2002), pensamos que la
ausencia de diferencias en nuestro estudio puede ser debida a que hemos analizado en cada caso
un drea concreta de la retina, que ha variado dependiendo de cada ojo. Por otra parte, tanto el
marcaje retrégrado con FG como la inmunodeteccién con Brn3a, que analizamos posteriormente
en este trabajo, si han puesto de manifiesto un menor nimero de CGR en los OS del grupo
glaucoma, tal y como describieron Vidal-Sanz et al. (2012). En futuros estudios, para que el

estudio histolégico resulte consistente deberemos obtener muestras de retina del mismo nivel.

El NO de los ojos glaucoma mostré una pérdida generalizada de la uniformidad e integridad del
patrén de tincion (Figura 41), coincidiendo con otros autores (Ueda et al., 1998, Moreno et al.,
2005, Sappington et al., 2010). El espacio entre axones aumento por la pérdida de los mismos y el
aparente desarrollo de células gliales, hecho que ha sido observado también en ojos

glaucomatosos de personas (Ueda et al., 1998).

Figura 41. Seccidn transversal, tefiida con hematoxilina eosina, del NO del ojo control con patrén de
tincion homogénea (A) y del ojo glaucoma (B).

134



Resultados y discusion

En el grupo glaucoma experimental el drea transversal media del NO de los OS (3,30x10° um?)
no presenté diferencias estadisticamente significativas con respecto a los OD (2,87x10° um?). Este
resultado difiere de lo publicado por Mabuchi et al. (2003 y 2004) en su modelo de glaucoma
desarrollado en el ratén, en el que el didmetro del NO disminuyd debido a la atrofia. Pensamos
gue nuestros resultados, pueden estar relacionados con el procesado de los NO, ya que, al igual
gue con las retinas, los bloques de parafina se tallaron a varias alturas para conseguir una muestra

de calidad, y el didametro del NO varia a lo largo de su recorrido (Jonas et al., 1995).

En muchos trabajos experimentales sobre el glaucoma crénico desarrollados en la rata se ha
evaluado el nimero y la distribucion de los axones del NO (Ueda et al., 1998, Levkovitch-Verbin et
al., 2002, Mabuchi et al., 2003, Mabuchi et al., 2004, Moreno et al., 2005, Sappington et al.,
2010). En el nuestro, no hemos podido determinar si existen diferencias entre el nimero de
axones de los ojos glaucoma y los ojos control, ya que para ello es fundamental utilizar objetivos
de mayor aumento (de los que no disponiamos) o bien la microscopia electronica (Levkovitch-

Verbin et al., 2002).
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Estudio de la poblacion de células ganglionares tras la

induccion del glaucoma

Con la intencidon de valorar con mas precision que con la identificacion y cuantificacion
histolégica, el efecto del incremento de PIO sobre la poblacion de CGR, realizamos la
identificacion, cuantificacion y el estudio de la distribucién de la poblacién total de estas células
combinando la aplicacidon de trazadores retrégrados con la inmunodeteccién con marcadores
neuronales. Como hemos explicado previamente, el marcaje con FG se realizd en seis ratas,

mientras que la inmunodeteccidn con Brn3a se realizé en ocho.
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Cuantificacion y distribucion de las células ganglionares de

la retina trazadas retrogradamente con Fluorogold

La poblacidon de CGR trazadas retrégradamente con FG desde el CS se ha analizado en cinco
ratas del grupo glaucoma experimental, para estudiar el efecto del aumento de la PIO sobre el
transporte axonal, y en una rata del grupo control, para estudiar las CGR-FG" de la retina intacta.
Es importante destacar que las ratas fueron escogidas al azar y que el contaje celular fue un

procedimiento realizado a ciegas.

El cd&mputo total de CGR-FG" de las dos retinas de la rata control fue muy similar entre si (OD:
103.630 CGR y 0OS: 101.603 CGR), siendo la media (102.616 CGR) comparable a la de Siu et al.
(2002), que estimaron un total de 98.725 CGR en la rata albina Sprague-Dawley (SD). Nuestros
recuentos son algo inferiores a lo descrito por Ko et al. (2001) en la rata Wistar (119.988 CGR) o
Danias et al. (2006), que encontraron un total de 112.128 CGR en esa misma raza. En cambio
nuestro resultado es superior al obtenido por Salinas-Navarro et al. (2009) en ratas adultas
albinas (81.486 CGR) y pigmentadas (87.229 CGR). Estas diferencias pueden explicarse por
diversos factores: las variaciones en la densidad de CGR a lo largo de toda el area retiniana; el
numero de zonas que se ha examinado; las diferencias genéticas entre razas; o los métodos
empleados en la aplicacién del trazador y en la estimacion del total de la poblacion de CGR

(Fukuda et al., 1982, Fileta et al., 2008, Salinas-Navarro et al., 2009).

Las retinas de los OD del grupo glaucoma experimental tuvieron una media de CGR-FG'
superior a las de los OS; estas diferencias no pudieron ser analizadas estadisticamente debido al
bajo nimero de muestras (Tabla 8). El promedio de CGR-FG" en el OS fue inferior al descrito por
Salinas-Navarro et al. (2011) en su modelo de hipertension ocular por fotocoagulacion con laser.
Es interesante resaltar que, aunque es necesario ampliar el nimero de animales para extraer
conclusiones mas firmes, nuestro modelo de glaucoma induce claramente a largo plazo un mayor

descenso de CGR.
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Tabla 8. Recuento de CGR-FG" de las retinas del grupo glaucoma experimental.

1 90054 91843

2 93648 86930

3 90332 81037

4 93967 17593

5 95699 47753
Media 92740,00 65031,20
DE 2454,52 31636,75

En una rata (# 1), el OS tuvo un recuento de CGR-FG' levemente superior al OD (Tabla 8).
Puesto que con este animal no hubo ninguna incidencia en el momento de las inyecciones,
atribuimos esta diferencia a la variabilidad en la severidad del dafio retiniano que puede
experimentar cada animal o bien a una menor difusién del trazador desde el CS a la retina del OD

(Levkovitch-Verbin et al., 2002, Vidal-Sanz et al., 2012).

+

Al examinar las retinas con el microscopio de fluorescencia observamos cémo las CGR-FG
pertenecientes a los dos ojos del grupo control y a los OD del grupo glaucoma experimental, no se
distribuyeron uniformemente sino en un gradiente decreciente del centro a la periferia (Figura 42
Ay C). En la mayoria de los casos la regidon que presentd una densidad celular mas alta fue la
superior, localizdndose aproximadamente a 1 mm del NO y extendiéndose a lo largo del eje
horizontal temporal. Estos resultados son similares a los observados previamente por otros

autores (Fukuda, 1977, Perry, 1981, Salinas-Navarro, 2011, Vidal-Sanz et al., 2012).

Para analizar con mas detalle esta regidon de mayor densidad celular construimos los mapas de
isodensidad de las retinas (Figura 42 B y D). Los codigos de colores revelaron que, en efecto, el
area de mayor densidad de CGR (colores calidos naranjas-rojos) se localizé a lo largo del eje
nasotemporal dorsal de la retina adoptando la forma de una estria visual. Estos resultados
coinciden con lo descrito por Salinas-Navarro et al. (2011) y sin embargo son diferentes a lo
descrito por Danias et al. (2002), que concluyen que la distribucion celular en la retina es

homogénea, aunque no analizaron los mapas de isodensidad de alta resolucién.
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Figura 42. Distribucién de la totalidad de la poblacién de CGR-FG'. Fotomontaje de una retina derecha
representativa del grupo glaucoma experimental (A) y una retina izquierda del grupo control (C)
mostrando las CGR marcadas con FG. La zona con mas alta densidad se distribuye a lo largo de una estria
nasotemporal en la retina dorsal. Mapa de isodensidad (B y D) correspondiente a los fotomontajes de las
dos retinas. En todas las retinas el polo dorsal esta orientado a las 12 horas.

Los ojos glaucomatosos manifestaron gran variabilidad en la severidad del dafio retiniano, al
igual que en el estudio Levkovitch-Verbin et al. (2002). En dos OS se evidencié una ausencia casi
completa de CGR-FG"* que adoptd una forma triangular con el vértice dirigido hacia el NO (Figura
43). Este hecho coincide con lo descrito por Vidal-Sanz et al. (2012) y estd asociado a la
distribucidon de los vasos sanguineos alrededor de los haces de axones del NO tipica de los
roedores. Esta caracteristica anatdomica lleva implicito que ante un aumento considerable de PIO
se produzca una intensa constriccion de los vasos que ocasione la interrupcidn del transporte
axonal y la muerte sectorial de las CGR (Villegas-Pérez et al., 1998, Wang et al., 2003). En el resto
de retinas glaucomatosas se observaron grandes areas con una pérdida localizada de CGR-FG" y

otras mas pequeias con pérdida difusa (Figura 44). El patron de lesién retiniana obtenido en

140



Resultados y discusion

nuestro modelo ha manifestado variaciones que posiblemente estan relacionadas con el diferente
grado de aumento de la PIO, hecho que no hemos podido estudiar con el Tono-Pen® Vet y que es

importante tener en cuenta para futuras modificaciones en el modelo.

Figura 43. Ausencia casi completa de CGR-FG+ en dos OS del grupo glaucoma experimental. Ay C:
fotomontaje de dos retinas izquierdas que muestran la ausencia casi total de CGR-FG+ y sus
correspondientes mapas de isodensidad (B y D). En las zonas de menor densidad celular los colores son
mas frios que en las retinas control.
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Figura 44. Distribucién de las CGR trazadas con FG donde se muestra el patrén de pérdida de CGR-FG*
localizado (A y B) y difuso (C y D). Ay C: fotomontaje de las dos retinas izquierdas y sus correspondientes
mapas de isodensidad (B y D).

De la misma manera que en otros modelos de hipertensidon ocular realizados en la rata
(Levkovitch-Verbin et al., 2002, Morrison et al., 2008, Salinas-Navarro et al., 2010, Vidal-Sanz et
al., 2012), las retinas glaucomatosas mostraron una mayor pérdida de CGR principalmente en la
zona dorsal. El mecanismo responsable de este dafio selectivo no se conoce exactamente, pero
podria estar relacionado con la disposicidon de los vasos sanguineos en la cabeza del NO justo
antes de entrar en la retina (Mabuchi et al., 2003, Mabuchi et al., 2004, Salinas-Navarro et al.,

2010).

El andlisis de la poblacién de CGR-FG" se ha realizado al finalizar la fase experimental. Aunque
este no ha sido el objetivo de nuestro estudio, hubiera sido interesante comprobar el caracter
progresivo de la NOG inducida en nuestro modelo animal, evaluando la pérdida de CGR trazadas

con FG en distintos momentos a lo largo del experimento.
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Marcaje neuronal de las células ganglionares de la retina

con Brn3a

La poblacion de CGR identificadas con Brn3a se ha analizado en 7 ratas del grupo glaucoma

experimental y en una rata del grupo control. Al igual que para el marcaje con FG, las ratas fueron

escogidas al azar y el contaje celular fue un procedimiento realizado a ciegas.

Las retinas de los OD del grupo glaucoma experimental tuvieron una media de CGR-Brn3a*

superior a las de los OS, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Figura 45).
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Figura 45. CGR inmunodetectadas mediante Brn3a en el OD y el OS. Los histogramas muestran la media *

DE, *p<0,05

En las retinas de los OD del grupo glaucoma experimental y en las retinas del grupo control

(n=9) la distribucién de CGR-Brn3a"’ fue paralela a la de CGR-FG" (Tabla 9 y Figura 46), tal y como

describieron Nadal-Nicolas et al. (2009) y Vidal-Sanz et al. (2012).
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Tabla 9. CGR trazadas y marcadas con Brn3a al finalizar el modelo experimental.

oD (01
Animal # CGR-FG® CGR-Brn3a® CGR-FG' CGR-Brn3a’
1 90054 85285 91843 86390
2 93648 85965 86930 80220
3 90332 87622 81037 79876
4 93967 88247 17593 25883
5 95699 91431 47753 44347
6 87492 82570
7 92389 31466
Media 92740,00 88347,29 65031,20 61536,00
DE 2454,52 2650,95 31636,75 26509,12
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Figura 46. CGR trazadas con FG y marcadas con Brn3a al finalizar el modelo experimental. Los
histogramas muestran la media + DE.

Tanto en el grupo glaucoma experimental como en el grupo control, la mayoria de ojos
mostraron un nimero total de CGR-Brn3a" inferior al de CGR-FG* (Tabla 9). Este hecho se observa
claramente comparando los mapas de isodensidad para los dos tipos de marcaje (Figura 47). En el
mapa correspondiente a las CGR-FG" se aprecia que hay mas colores calidos que en el de las CGR-
Brn3a’. Nuestro resultado es contradictorio teniendo en cuenta que el Brn3a detecta las CGR
supervivientes, mientras que el FG es un indicador del transporte axonal activo de estas células.
De hecho, nuestros resultados difieren de lo descrito por Vidal-Sanz et al. (2012) en su modelo de
glaucoma (fotocoagulacién con laser del tejido limbar) realizado en la rata albina SD. En este
modelo, a los 8 dias del incremento de la PIO el nimero de CGR-BRn3a" fue superior al nimero de
CGR-FG" y posteriormente fue descendiendo significativamente hasta los 35 dias; lo que refuerza

la teoria de que las células comienzan a perder su funcionalidad normal antes de morir (Lafuente
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et al., 2002). En trabajos realizados por Galindo-Romero et al. (2011) se han descrito diferencias
en el niumero de CGR-Brn3a’ entre distintas razas, por lo que es posible que las ratas de nuestro
estudio, de raza Wistar, presenten un menor nimero de CGR-Brn3a* que las SD utilizadas por
Vidal-Sanz et al. (2012). Por otro lado puede haber variabilidad asociada a la propia técnica, por lo
qgue hubiera sido interesante estudiar la evolucién del marcaje con FG y Brn3a a lo largo del

experimento, y no sdélo al final del modelo experimental.

Figura 47. Comparacion entre los mapas de isodensidad para las CGR-FG' (Ay C) y las CGR-Brn3a’ (B y D)
de una retina representativa del OD (A y B) y del OS (Cy D).

Hemos observado variaciones en el grado de lesion retiniana entre el modelo de glaucoma
escogido por nuestro grupo de investigaciéon y el de Vidal-Sanz et al. (2012), seguramente

asociadas con la distinta magnitud del aumento de la PIO que se consigue con uno u otro modelo.
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En el de Vidal-Sanz et al. (2012) se consiguid una elevacién de la PIO que doblé el valor basal en
las primeras 12 horas y que se mantuvo significativamente incrementada tras 3-4 semanas, hasta
qgue disminuyo progresivamente a los valores preoperatorios. Sin embargo, el modelo que hemos
reproducido pretende obtener un incremento de PIO moderado y sostenido en el tiempo, que
reproduzca en la medida de lo posible la NOG, caracterizada por un comienzo insidioso y una
progresion lenta de la enfermedad a lo largo de meses y afios. También es importante recordar
que entre cada rata existe variabilidad en la severidad del dafo retiniano (Levkovitch-Verbin et
al., 2002, Vidal-Sanz et al., 2012), por lo que seria recomendable aumentar el nimero de animales

para minimizarla.

Clasicamente se ha aceptado que en la NOG se produce un dafio selectivo de las CGR y de sus
axones que produce déficits visuales sin afectar al resto de neuronas de la retina. Sin embargo, no
todos los investigadores estan de acuerdo con que el dafo, tanto en las personas como en los
modelos animales de experimentacidn, quede restringido a las CGR (Vidal-Sanz et al., 2012). En
medicina humana por ejemplo, hay trabajos que demuestran la pérdida de neuronas también en
la CNE (Nork et al., 2000, Choi et al., 2011) y en la CNI (Lei et al., 2008, Lei et al., 2009). Con la
intencién de comprobar si la hipertensién pudo afectar a las células amacrinas desplazadas
ademas de las CGR, Vidal-Sanz et al. (2012) compararon, en varios grupos de retinas sometidas a
un incremento de PIO, la poblacién de CGR-Brn3a® con la de nucleos positivos a la tincion DAPI
(nucleos-DAPI") presentes en la CCG. Puesto que no se encontraron regiones de la retina
desprovistas de nucleos-DAPI, los autores concluyeron que en su modelo de glaucoma se produjo
una pérdida selectiva de las CGR, que no afectd al resto de células. Los resultados obtenidos en
nuestros ERG confirman la degeneracidn del segmento externo de la retina, aunque no hemos
evidenciado este hecho con técnicas de inmunohistoquimica, por lo que consideramos de gran

interés para futuras investigaciones realizar esta comparacion.

Deteccion de apoptosis mediante la técnica TUNEL

Diversos estudios han demostrado que la apoptosis es un mecanismo fundamental de muerte
de las CGR en el glaucoma (Hernandez, 2000, Morgan et al., 2000). Uno de los métodos mas

utilizados para estudiar la apoptosis es la técnica TUNEL, descrita por Gavrieli et al. (1992).

En nuestro modelo experimental, no hemos conseguido evidenciar apoptosis en las secciones
de retina de los grupos control y glaucoma, en ninguno de los 3 laboratorios en los que se realiz

la técnica. Puesto que es improbable la ausencia de apoptosis en las CGR, ya que el marcaje
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retrégrado con FG y la inmunodeteccion con Brn3a son altamente sugestivos de muerte de este
tipo celular; cabe pensar, pues, que se ha tratado de un problema de penetracion o de unién de
los reactivos en la muestra por incompatibilidad con el método de conservacién de los tejidos en
parafina, a pesar de que segun las indicaciones del fabricante las muestras de tejidos
desparafinados son validas para realizar la técnica TUNEL. En todo caso las secciones
criopreservadas son las de eleccidon para realizar técnicas de inmunofluorescencia, aunque

puedan resultar en una peor conservacién de la morfologia de los tejidos (Chidlow et al., 2011).
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos deducir las siguientes conclusiones:

1.

El tondmetro de aplanamiento Tono-Pen® Vet no ha demostrado ser una herramienta util
para poner de manifiesto las variaciones clinicas de la presién intraocular en la rata
despierta, tras inyectar semanalmente acido hialurénico en la cdmara anterior durante un

periodo de 10 semanas.

El modelo de glaucoma crénico basado en la inyeccién intracamerular seriada de acido
hialurdnico en la rata induce cambios funcionales retinianos, principalmente reflejados en

la amplitud de la onda b y en los potenciales oscilatorios.

El estudio histopatoldgico de la retina y nervio dptico tras la inyeccidn seriada de acido
hialurdénico en la cdmara anterior de la rata no ha conseguido evidenciar las alteraciones

citoarquitecturales caracteristicas del glaucoma crénico.
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La inmunodeteccién con Brn3a y el marcaje retrégrado con Fluorogold demuestran la
alteracién estructural y funcional de las células ganglionares de la retina en el modelo

experimental basado en la inyeccién intracamerular seriada de acido hialurénico en la rata.

El modelo de glaucoma crénico basado en la inyeccidn intracamerular semanal de acido
hialurdnico en la rata produce cambios en el perfil metabolémico del humor acuoso. De
ellos, los hallazgos diferenciales en la expresién de glutamato son sugestivos de

citotoxicidad, tal y como estd descrito en el glaucoma crénico.

El modelo experimental en la rata que se ha desarrollado mediante la inyeccidon
intracamerular semanal de 4&cido hialurénico, ha inducido cambios estructurales,
funcionales y moleculares compatibles con las descripciones de glaucoma crénico en los
humanos y en roedores, por lo que consideramos que, con algunas modificaciones, resulta

un modelo valido de glaucoma crénico experimental.
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Existen evidencias de que el dafio glaucomatoso no se limita a estructuras intraoculares sino
que se extiende hasta los centros visuales en el cerebro (Bayer et al., 2002). Como futuras lineas
de investigacion se plantea, con el modelo de glaucoma crénico experimental que hemos
caracterizado en este trabajo, poner de manifiesto la relacidn entre la hipertensién ocular crénica
inducida y la progresion de las lesiones de la retina y nervio dptico hasta las dreas visuales de la

corteza cerebral.

A tal fin, hemos conservado los cerebros de 20 animales sobre los que se pretende realizar, por
un lado, el analisis histopatolédgico de la arquitectura del cdrtex cerebral, en concreto del area
visual primaria (V1), mediante localizacidn con los mapas topograficos de Paxinos; y por otro, la
caracterizacién morfolégica y morfométrica de las neuronas NADPH diaforasa y ONS en dicha drea

V1.
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Resumen

El glaucoma es una enfermedad crdénica e irreversible, caracterizada por un aumento de la
presion intraocular, que deriva en la degeneracion de las células ganglionares retinianas y fibras
del nervio dptico, con la consiguiente pérdida de vision (Adatia y Damji, 2005, Morrison et al.,
2008). Los modelos animales de glaucoma se constituyen como una herramienta muy util para el
estudio de la etiologia de esta enfermedad, asi como para entender los mecanismos de formacién
y eliminacion del humor acuoso y el mantenimiento de la presién intraocular. En el presente
trabajo de investigacion hemos caracterizado un modelo de glaucoma crdénico, descrito por

Moreno et al. (2005), basado en la inyeccion intracamerular de acido hialurénico en la rata.

Para ello hemos realizado un estudio prospectivo experimental en 25 ratas (grupo glaucoma
experimental) a las que se les inyecté semanalmente 4cido hialurénico en la cdmara anterior del

ojo izquierdo (ojo glaucoma) y suero salino fisioldgico en la cdmara anterior del ojo derecho (ojo
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control) durante un periodo de diez semanas, bajo anestesia general inhalatoria. Antes de la
anestesia los animales fueron sometidos a una exploracidon ocular completa, que incluyd la
medicién de la presién intraocular con el tondmetro de aplanamiento Tono-Pen’ Vet. Para
demostrar posibles cambios en la actividad eléctrica de la retina se realizé un estudio
electrorretinografico en 15 animales antes de comenzar la fase experimentalyalas 5, 7,9y 11

semanas, tras 12 horas de adaptacion a la oscuridad.

Tras las diez semanas todos los animales fueron eutanasiados y enucleados, y se procedié al
analisis histopatolégico de la retina y el nervio éptico (n=9), el estudio de la poblacién de células
ganglionares de la retina mediante la aplicacién del trazador neuronal Fluorogold® (n=5), la
inmunodeteccién del marcador molecular especifico Brn3a (n=7) y la detecciéon de apoptosis
mediante la técnica TUNEL (n=9). Antes de la eutanasia de los animales, se procedié a la
extraccién del humor acuoso (n=15) con el fin de valorar el perfil metabolémico mediante

espectroscopia por resonancia magnética nuclear.

El estudio se completd con un grupo control formado por 5 ratas, cuyos ojos intactos fueron
utilizados para estudiar los valores basales de presion intraocular (n=5), el perfil metabolémico
(n=2), la histologia normal de la retina (n=3) y el nervio éptico (n=2), la presencia de células
ganglionares apoptdticas en la retina normal (n=3) y el contaje y la distribuciéon de las mismas

(n=1).

El andlisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado con el programa SPSS Statistics

v.17.0 para el sistema operativo Windows, utilizando un nivel de significacion del 95%.

Las medidas de presion intraocular obtenidas en la rata despierta con el tondmetro de
aplanamiento Tono-Pen® Vet han resultado muy variables a lo largo del experimento. No hemos
detectado el incremento clinico de la presidn intraocular en el ojo inyectado con acido hialurdnico
durante las 10 semanas, al contrario que Moreno et al. (2005); ademas, los valores de presion del
ojo glaucoma y el control sélo han mostrado diferencias estadisticamente significativas en la
primera semana del experimento. Consideramos que este tondmetro de aplanamiento es poco
preciso en la rata, a pesar de que ha sido utilizado y validado en esta especie por otros autores
(Moore et al., 1993, Moore et al., 1996, Jia et al., 2000b, Jia et al., 2000a, Benozzi et al., 2002,
Goldblum et al., 2002, Moreno et al., 2005).

El estudio electrorretinografico realizado ha demostrado cambios funcionales a nivel de la
retina en los ojos inyectados con &acido hialurdénico. Asi, la amplitud de la onda b y de los
potenciales oscilatorios del ojo glaucoma han mostrado una clara tendencia descendente desde el

principio del experimento hasta la semana 11, siendo esta reduccién estadisticamente
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significativa a las 5 semanas, a bajas intensidades de flash, para la amplitud de la onda by a las 5,

7 y 11 semanas para la amplitud de los potenciales oscilatorios.

El humor acuoso del ojo glaucoma y el control ha presentado diferencias estadisticamente
significativas en el perfil de lipidos, proteinas e hidratos de carbono. Cabe destacar que los
hallazgos diferenciales en la expresidon de glutamato son sugerentes de citotoxicidad, tal y como
se describe en el glaucoma crdénico (Dreyer et al., 1996, Brooks et al., 1997, Yoles y Schwartz,

1998, Okuno et al., 2006, Doganay et al., 2012).

Las retinas de los ojos control del grupo glaucoma experimental tuvieron una media de CGR-
FG' superior a las de los ojos glaucoma, aunque es necesario un mayor nimero de muestras para
realizar el estudio estadistico. Asimismo, la poblacién de CGR identificadas con Brn3a fue
significativamente inferior en los ojos izquierdos. Sin embargo, no hemos podido demostrar la

presencia de células apoptdticas en las secciones de retina conservadas en parafina.

Los hallazgos histoldgicos no han evidenciado diferencias estadisticamente significativas entre
las retinas de los OD y los OS del grupo glaucoma asi como entre los NO. Es probable que este
hecho esté relacionado con el procesado de los globos oculares, siendo este aspecto un punto

importante a tener en cuenta en futuras investigaciones.

Por todo ello podemos concluir que el modelo experimental de glaucoma en la rata que se ha
desarrollado mediante la inyeccién intracamerular semanal de acido hialurdnico, ha inducido
cambios estructurales, funcionales y moleculares compatibles con las descripciones de glaucoma
cronico en los humanos y en roedores; consideramos pues que, con ciertas modificaciones,

resulta un modelo valido de glaucoma crénico experimental.
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Glaucoma is a chronic, irreversible disease characterized by increased intraocular pressure,
which results in the degeneration of retinal ganglion cells and the optic nerve fibers, and
therefore loss of vision (Adatia and Damiji, 2005, Morrison et al., 2008). Animal models of
glaucoma are established as a useful tool for both the study of the disease etiology and to
understand the mechanisms of aqueous humor formation and elimination as well as the
maintenance of intraocular pressure. In the present investigation we have characterized a chronic
glaucoma model in the rat, described by Moreno et al. (2005), based on the intracameral injection

of hyaluronic acid.

In a prospective study, 25 rats (experimental glaucoma group) were weekly injected into the
anterior chamber with hyaluronic acid in the left eye (glaucoma eye) and with saline solution in
the right eye (control eye) for ten weeks, under inhalatory anesthesia. A complete eye

examination which included the measurement of intraocular pressure with the applanation
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tonometer Tono-Pen® Vet, was carried out before anesthesia. To demonstrate possible changes
in the electrical activity of the retina, an electroretinographic study was performed in 15 animals
before starting the experimental study and at 5, 7, 9 and 11 weeks, in every case after 12 hours of

dark adaptation.

Ten weeks later all animals were euthanized and enucleated. Histopathological analysis of the
retina and optic nerve (n=9), study of the population of retinal ganglion cells by applying the
neuronal tracer Fluorogold® (n=5), immunodetection of the specific molecular marker Brn3a (n=7)
and detection of apoptosis by the TUNEL technique (n=9) were performed. In 15 rats, to assess its

metabolomic profile by nuclear magnetic resonance spectroscopy, agueous humor was extracted.

The study was completed with a control group of 5 rats whose eyes were used to study the
intraocular pressure (n=5), metabolomic profile (n=2), normal retinal (n=3) and optic nerve (n=2)

histology, presence of apoptotic retinal ganglion cells (n=3) and their distribution (n=1).

Statistical analysis of the data was performed with the SPSS Statistics ® program v.17.0 for

Windows operating system, using a significance level of 95%.

Intraocular pressure measurements obtained with the applanation tonometer Tono-Pen® Vet
have been highly variable throughout the experiment. An increase of the intraocular pressure in
the glaucoma eye was not detected, in contrast to Moreno et al. (2005). The pressure values for
the glaucoma and control eyes only showed significant differences in the first week of the
experiment. The applanation tonometer Tono-Pen® Vet has been shown to be imprecise in the
rat, while having been used and validated in this species by other authors (Moore et al., 1993,
Moore et al, 1996, Jia et al., 2000a Jia et al., 2000b, Benozzi et al., 2002, Goldblum et al., 2002,
Moreno et al., 2005).

The electroretinographic study revealed functional changes in the retina of eyes injected with
hyaluronic acid, with a reduction of both the b wave amplitude and the oscillatory potentials from
the beginning of the experiment until week 10. This reduction was statistically significant at 5
weeks at low flash intensities for the b wave amplitude, and at 5, 7 and 11 weeks for the

amplitude of oscillatory potentials.

Statistically significant differences in the lipid, protein and carbohydrate profile of the aqueous
humor in the glaucoma and control eyes were found. Mainly the differential expression of
glutamate is suggestive of cytotoxicity, as described in chronic glaucoma (Dreyer et al., 1996,

Brooks et al., 1997, Yoles and Schwartz, 1998, Okuno et al., 2006, Doganay et al., 2012).
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The retinas of control eyes showed a higher amount of retinal ganglion cells traced with
Fluorogold® compared to glaucoma eyes, although a larger number of samples is needed to carry
out a statistical study. Also, the population of retinal ganglion cells identified with Brn3a was
significantly lower in the left eyes. However, we were unable to demonstrate the presence of

apoptotic cells in paraffin retina sections.

The histological findings have shown no significant statistically differences between the retinas
of the right and left eye or between their optic nerves. This might be related to the processing of

the eyeballs, this aspect being an important point to be considered in future research.

Therefore, we can conclude that the experimental glaucoma model in the rat which has been
developed by weekly intracameral injection of hyaluronic acid has induced structural, functional
and molecular changes consistent with chronic glaucoma in both humans and rodents. Thus we

consider that, with certain modifications, it is a valid model of experimental chronic glaucoma.
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