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Resumen

El glaucoma es la principal causa de ceguera irreversible en el mundo, es una
neuropatia O&ptica progresiva multifactorial que se correlaciona con
alteraciones de la cabeza del nervio 6ptico, muerte de las células ganglionares
de la retina y pérdida del campo visual periférico. Se ha informado
recientemente que la hormona liberadora de gonadotropina y su analogo
sintético, acetato de leuprolida, tienen propiedades neurotroficas. El objetivo
de este trabajo fue determinar si la administracién de acetato de leuprolida
retarda el proceso neurodegenerativo de la retina y del nervio éptico en un
modelo experimental de glaucoma evaluado mediante analisis histolégico y
electrorretinografico. Se utilizaron ratas Wistar macho divididas en tres grupos:
1) control 2) glaucoma inducido por acido hialurénico y 3) glaucoma inducido
por &cido hialurénico mas tratamiento con acetato de leuprolida. El acetato de
leuprolida se administré por via intramuscular durante cuatro semanas, las
respuestas eléctricas se registraron mediante electrorretinografia simultanea
de campo completo, los 0jos se procesaron para estudio histolégico de retina
y nervio optico. Los resultados mostraron un aumento significativo en la
amplitud de la onda a-b y la relacién b/a del electrorretinograma de las ratas
con glaucoma tratadas con acetato de leuprolida respecto a las que no
recibieron tratamiento y fueron similares a las del grupo control. El andlisis
histolégico mostré que la densidad de las fibras del nervio éptico y la
astrogliosis reactiva de las ratas con glaucoma tratadas con acetato de
leuprolida era semejante al de las ratas controles. En conclusion, el acetato de
leuprolida es una potencial alternativa de tratamiento en el glaucoma ya que
frena el proceso neurodegenerativo de la retina y el nervio éptico, mejora la
actividad eléctrica, induce la recuperacion de las fibras nerviosas y reduce la

astrogliosis reactiva.

Palabras clave: ceguera, baja vision, neurotroéfico, regeneracion.



Abstract

Glaucoma is the main cause of irreversible blindness around the world, it is a
multifactorial progressive optic neuropathy that correlates with optic nerve head
disturbances, retinal ganglion cell death, and peripheral visual field loss.
Gonadotropin-releasing hormone and its synthetic analog leuprolide acetate
have recently been reported to have neurotrophic properties. The aim of this
work was to determine whether administration of leuprolide acetate holds up
the neurodegenerative process of the retina and optic nerve in an experimental
glaucoma model evaluated through histological and electroretinographic
analysis. Male Wistar rats divided into three groups were included: 1) control
2) hyaluronic acid-induced glaucoma, and 3) hyaluronic acid-induced
glaucoma plus leuprolide acetate treatment. The leuprolide acetate was
administered intramuscularly for four weeks, the electrical responses were
recorded by simultaneous full-field electroretinography and the eyes were
processed for histological study of retina and optic nerve. The results showed
a significant increase in the amplitude of the a-b wave and the b/a ratio of the
electroretinogram of rats with glaucoma treated with leuprolide acetate respect
to those without treatment and were like those of control group. The histological
analysis showed that the density of optic nerve fibers, and the reactive
astrogliosis of rats with glaucoma treated with leuprolide acetate were like
controls without glaucoma. In sum, leuprolide acetate is a potential alternative
treatment in glaucoma since it holds up the neurodegenerative process of the
retina and optic nerve, improves the electrical activity, induce the recovery of

fibers from optic nerve, and reduce the reactive astrogliosis.

Keywords: blindness, low vision, neurotrophic, regeneration.



Introduccion

El glaucoma es la principal causa de ceguera irreversible en todo el mundo @,
es una neuropatia 6ptica multifactorial y progresiva que se correlaciona con la
pérdida del campo visual periférico. Las alteraciones de la cabeza del nervio
optico y la muerte de las células ganglionares de la retina son las
caracteristicas estructurales distintivas de la enfermedad, aunque el glaucoma
no solo se limita a la retina interna, sino que informes recientes han
demostrado que las anomalias se extienden a los fotorreceptores y a las capas
plexiformes externa e interna de la retina.?® Ademas, también se han
informado alteraciones en varios lugares de la via visual central, como el
nuicleo geniculado lateral, el coliculo superior y la corteza visual primaria. ¢4
La fisiopatologia de la muerte celular en el glaucoma sigue sin estar clara, pero
la apoptosis, el estrés oxidativo, la neuroinflamacion inmunomediada, la
supresion neurotréfica por bloqueo del transporte axoplasmico y la
excitotoxicidad por o6xido nitrico y glutamato se han descrito como los
principales mecanismos asociados. ® La presion intraocular (P10) elevada es
el principal factor de riesgo relacionado con la aparicion de esta neuropatia y
el inico modificable asociado a la limitacién del dafio.®)

El dafio a la retina y al nervio 6ptico en el glaucoma se considera una condicién
potencialmente incurable porque el sistema nervioso central de los mamiferos
no tiene capacidad regenerativa intrinseca. Recientemente, se han estudiado
experimentalmente varios factores neurotroficos por sus propiedades
regenerativas solos o en sinergia con otros factores, algunos de ellos también
probados en lesiones tanto de la retina como del nervio Optico. La
administracion intravitrea de factor neurotréfico derivado del cerebro se uso
con éxito para prevenir la pérdida de células ganglionares de la retina en la
hipertension ocular aguda (), mientras que el factor de crecimiento de
fibroblastos-2 estimula la recuperacion del axon en el nervio Optico (8), se ha
informado que en combinacién con neurotrofina-3 y factor de crecimiento

nervioso, induce una regeneracion sustancial. (%10



La recuperacion sustancial de axones mielinizados en la transeccion completa
del nervio cidtico correlacionada con una mayor actividad electromiografica en
un modelo de rata evidencia las propiedades neurotréficas de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y su analogo sintético acetato de
leuprolida, independientemente de su papel en el sistema reproductivo.®) El
acetato de leuprolida también modificé las 4reas de materia gris y blanca,
disminuyo el area de la cicatriz, promovio la recuperacion del tejido preservado
y mejoré la locomocion en ratas lesionadas en la médula espinal.(? Ademas,
la administracion de leuprolida induce un aumento en el diametro axonal de
las fibras de la médula espinal de ratas con encefalomielitis autoinmune

experimental.(®)

El acetato de leuprolida es un nonapéptido sintético, agonista de la GnRH (4),
menos susceptible a la protedlisis enzimatica y con mayor afinidad por su
receptor, lo que aumenta su efecto biologico. El acetato de leuprolida es un
farmaco seguro y tolerable con pocos efectos secundarios que se utiliza en el
tratamiento del cancer de préstata, endometriosis, fibromas uterinos, pubertad
precoz, edema pulmonar, infarto de miocardio, fecundaciéon in vitro y
complicaciones de la lesién de médula espinal, como la enfermedad intestinal
y la vejiga neurégena.®® La funcidon mas conocida del acetato de leuprolida es
la supresion de la secrecion de la hormona luteinizante gonadotrépica y la
hormona foliculo estimulante y, en consecuencia, la supresiéon de los
esteroides sexuales gonadales.™ Recientemente se ha demostrado que el
acetato de leuprolida también tiene propiedades neurotréficas como
crecimiento neuritico, aumento del diametro de las fibras nerviosas y aumento
de la expresion de neurofilamentos.*® La presencia extrapituitaria y el papel
no reproductivo de la GnRH y su receptor se han descrito en varios tejidos,
incluidas las neuronas cerebrales corticales y del hipocampo. En el ojo
humano, se ha informado que los receptores de GnRH estan presentes en el

epitelio corneal, el epitelio conjuntival, el epitelio no pigmentado del cuerpo
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ciliar, el musculo ciliar, la malla trabecular, el epitelio del cristalino y
abundantemente en el nervio éptico y la retina neural.® El objetivo de este
estudio fue determinar si la administracion de acetato de leuprolida retarda el
proceso neurodegenerativo de la retina y el nervio éptico en un modelo
experimental de glaucoma en ratas evaluado mediante analisis histologico y
electrorretinografico. En ese caso, se podria desarrollar una nueva linea de

investigacion sobre el efecto de los factores neurotréficos en el glaucoma.



Planteamiento del problema
Magnitud

La neuropatia optica es la primera causa de discapacidad visual irreversible
en el mundo @7, desafortunadamente su manejo aln se orienta principalmente
al retraso y la limitacion del dafio; la adaptacion del sujeto a su nueva condicion
mediante ayudas electrénicas, Opticas y no-0pticas; la ensefianza de técnicas
de orientacién y movilidad; y ocasionalmente terapia ocupacional y asistencia

psicolégica.

En el mundo cerca de 40 millones de personas presentan ceguera total y mas
de 285 millones cursan con baja vision, lo que representa para los estados y
sus sistemas de salud un costo econdmico de alrededor de 2.7 billones de
dolares anuales; en México se estima que el costo anual asciende a casi 4570
mdp, sin embargo, resulta complicado brindar un panorama que describa

fielmente la problematica en todas sus dimensiones. 7

Trascendencia

Méas alld de la magnitud de los costos econdmicos que representa, la
discapacidad visual tiene efectos negativos trascendentales en el escenario
de la vida humana, entre los que destaca la mayor tendencia a trastornos
sociales y de salud como la pérdida de afos/vida-saludable; el aislamiento y
la ruptura de las relaciones interpersonales; el ausentismo laboral y el
desempleo; trastornos psicolégicos como el deterioro cognitivo, ansiedad,
depresion y suicidio; aumento en el riesgo de accidentes y lesiones;
sedentarismo y enfermedades metabdlicas. Todo ello conlleva a un aumento
en la demanda y el costo de los servicios de salud y, por si fuera poco, se

complica atin mas por las grandes limitantes en el acceso a la salud.*”
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Naturaleza del problema y factores relacionados.

La visidn es un sistema sensorial predominante que en conjunto con los demas
sistemas sensoriales del sistema nervioso y los sistemas inmune y endocrino,
informan constantemente al organismo acerca de sus multiples estados en
relacion a las condiciones internas y externas para generar conductas
biol6gicamente adecuadas y regular procesos internos.®® El globo ocular es
el érgano receptor de la vision, en su superficie interna se localiza la retina, un
tejido nervioso fotosensible que se encarga de convertir la energia luminosa
proveniente del medio ambiente en un mensaje eléctrico que contiene
informacion relativa a las caracteristicas fisicas, intensidad, duracion y
localizacion espacial de los estimulos visuales. Este codigo eléctrico se
despliega a través del nervio 6ptico a varias estructuras del sistema nervioso
central (SNC) para la generacion de imagenes visuales; el control de los
reflejos oculares; el control de ritmos circadianos y circanuales; la memoria y
el aprendizaje; y la regulacion de la estrecha relacion entre el movimiento

ocular y los mecanismos de atencion sensorial.(%)

El origen de las enfermedades de la retina y el nervio 6ptico es muy diverso y
en gran parte aun desconocido, entre las causas se identifican trastornos de
origen isquémico, inflamatorio, compresivo, degenerativo, edematoso,
traumatico y glaucomatoso. Aungue algunos factores como el estado general
de salud, la herencia, la edad, el género, el grupo étnico o el estado mental
aumentan el riesgo de desarrollar glaucoma, en general se considera que la
PIO es un elemento clave en los cambios moleculares, funcionales y
estructurales que se manifiestan en diferentes tejidos del polo posterior del ojo
y que finalmente se traducen en impedimento visual @9, aunque también se
sabe que a pesar de reducir y estabilizar el valor de la P1O el dafio a los tejidos
continua y que en personas con una lesién preexistente, el dafio por glaucoma

puede ser alin mayor que en personas con presiones semejantes. @3

11



En la porcion mas interna del limbo esclero-corneal se localiza el aparato de
reabsorcion del humor acuoso compuesto por la malla trabecular -dividida en
tres regiones estructural y funcionalmente distintas-, los canales colectores
internos y externos, el canal de Schlemm, un plexo venoso epiescleral, las
venas acuosas, las células endoteliales y los elementos de su matriz
extracelular que llevan a cabo un importante proceso fagocitico de limpieza y
participan en la regulacion de la resistencia al flujo de salida del humor acuoso.
Su funcién es determinante para mantener el delicado equilibrio entre la
produccion y el drenaje del humor acuoso a traves de la via convencional. Su
participacion se puede ver comprometida significativamente al aumentar la
cantidad de particulas indigeribles de gran tamafio, aumentando la resistencia
al flujo de salida y la PIO en consecuencia. Otras causas, como la inhibicién

inducida por antiinflamatorios esteroideos, pueden tener un efecto semejante.
(22)

En las Ultimas décadas se ha postulado un dafio mecénico directo e
insuficiencia vascular de la cabeza del N.O. relacionadas a hipertension ocular
como responsables de la muerte de neuronas ganglionares, sin embargo, en
la actualidad ambas se consideran solo factores de riesgo junto con el estado
refractivo, la edad, el género, el grupo étnico, enfermedades sistémicas,
antecedentes familiares, entre otros. Existen también algunos mecanismos
presiéon-independientes asociados al desarrollo y progresiéon de la neuropatia
Optica de tipo glaucomatoso. La muerte masiva de neuronas ganglionares en
el glaucoma obedece a un desequilibrio de los procesos bioquimicos y parece
seguir la misma ruta final en diversas neuropatias opticas incluso a pesar de
gue la causa inicial haya sido eliminada. Recientemente se han descrito los

siguientes mecanismos de muerte de las células ganglionares en glaucoma.
(21)

a) Apoptosis
b) Supresion de neurotrofinas por bloqueo del transporte axoplasmico.
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c) Dafo oxidativo por inhibicion del sistema retiniano de defensa
antioxidante.

d) Toxicidad inducida por 6xido nitrico.

e) Toxicidad inducida por glutamato.

Por otro lado, todos los tipos de células gliales de laretinay el N.O. interactian
estrechamente con sus neuronas, modulando sus sinapsis, produciendo
factores de crecimiento, amortiguando la concentracion de iones vy
neurotransmisores en el espacio extracelular, regulando en parte su
metabolismo o bien aportando nutrientes celulares. Factores intrinsecos, como
la supresion del objetivo mamifero de rapamicina (mTOR) -una molécula
neuronal gue promueve la regeneracién de las células ganglionares en etapas
tempranas del desarrollo- y factores extrinsecos -como la activacion de
astrocitos, células de Muller, microglia y oligodendrocitos- son determinantes

en la degeneracion de la retina y el N.O. %3

Diversos autores han descrito el efecto negativo del microambiente celular en
la tasa de sobrevivencia y capacidad de regeneracion de las células
ganglionares de la retina y el N.O. Apenas unas horas después de la lesion,
los astrocitos son los primeros en responder, se activan incluso antes que la
microglia y los oligodendrocitos. En la fase aguda, los astrocitos reaccionan
mediante un proceso llamado astrogliosis que inicialmente puede tener ciertos
efectos neuroprotectores como la liberacion de glutation con fines
antioxidantes, aumento en la amortiguacion del potasio y en la absorcion de
glutamato. Sin embargo, se sabe que a mediano y largo plazo la astrogliosis
tiene efectos negativos como la compresion mecanica de las fibras nerviosas,
cambios morfogenéticos y una cicatrizacion astroglial que limita fisica y
molecularmente la sobrevivencia y regeneracion de las células nerviosas. Los
cambios en las células de Miiller y la microglia conducen a la acumulacién
extracelular de glutamato y la liberacién masiva de radicales libres provocando
un severo dafo por citotoxicidad y oxidacion; los oligodendrocitos incrementan

la expresion de una serie de proteinas inhibidoras del crecimiento axonico
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como la mielina asociada a glicoproteinas, la mielina oligodendrocitica y las
semaforinas; por su parte, las interneuronas amacrinas presentes en la capa
plexiforme interna liberan gran cantidad de Zinc que finalmente es absorbido
por las células ganglionares agravando el proceso degenerativo y complicando

alun mas la situacion (23.24)

Antecedentes

El primer antecedente de regeneracion de células ganglionares se remonta a
1928 cuando Francisco Tello -estudiante de Santiago Ramén y Cajal- reportd
el crecimiento de axones de algunas células ganglionares incubadas en un
nervio periférico, Tello declaré que la incapacidad regenerativa del SNC no
parecia ser intrinseca sino que parecia relacionarse a la ausencia de las
células de Schwann presentes en el sistema nervioso periférico.(?>26) En 1985,
Aguayo y su equipo estudiaron el rol de la neuroglia en el éxito o fracaso de la
regeneracion axonal trasplantando sustrato glial periférico en neuronas
lesionadas de la médula espinal, cinco afios después emplearon un injerto de
nervio periférico para unir un nervio 6ptico seccionado de rata al coliculo
superior del mesencéfalo, rastrearon el crecimiento de células ganglionares de
la retina mediante trazadores moleculares, microscopia electrénica e
inmunohistoquimica y lo correlacionaron con la respuesta electrofisiolégica a
la estimulacion luminosa insertando microelectrodos en el coliculo superior.
Como resultado encontraron un marcado aumento en la expresion de proteina
asociada al crecimiento (GAP43), axones ganglionares en crecimiento dentro
del injerto de nervio periférico y sinaptizacion con el coliculo superior; los
registros eléctricos revelaron respuestas postsinapticas inhibitorias y

excitatorias a la estimulaciéon luminosa. ¢7

En 2009, Quintanar y colaboradores observaron la presencia extrapituitaria de
receptores para GnRH en neuronas de la corteza cerebral y de la médula

espinal de embriones de rata por RT-PCR, electroforesis e
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inmunohistoquimica. El equipo de investigadores logré demostrar que la GnRH
tiene un importante efecto en el crecimiento neuritico y la expresion de
espinofilina y neurofilamentos, es decir, tiene efectos neurotréficos vy

representa un potencial agente regenerador del sistema nervioso.(?8:29.30)

La GnRH es una neurohormona hipotalamica simple pues su estructura
quimica tiene una cadena de apenas 10 amino&cidos y un peso molecular de
solo 1.2 kDa, es liberada desde el hipotdlamo hacia el sistema portal
hipotalamo-hipofisiario, sus receptores se localizan en los gonadotropos de la
adenohipofisis, donde estimulan la sintesis y secrecion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La FSH se relaciona con la
produccion de 6vulos y espermatozoides, mientras la LH promueve la sintesis
de estrégenos, progesterona y testosterona, entre otras funciones

reproductivas.@b

En 2015, Calderén-Vallejo y colaboradores demostraron que la administracion
de GnRH mejora la actividad locomotora, la funcion de la vejiga y la expresion
de neurofilamentos en ratas con lesion de la médula espinal.®? En el mismo
afo Diaz-Galindo y su equipo demostraron que el AL, un analogo sintético de
la GnRH, mejora por un lado la actividad locomotora y la marcha, el reflejo de
miccién y la morfologia de la médula espinal y, por otro, logra reducir el area

microglial en un modelo de lesion de la médula espinal en rata. ©3)

El AL es un andlogo sintético de la GnRH que es menos susceptible de
protedlisis por peptidasas, muestra mayor afinidad por los receptores para
GnRH, tiene un tiempo de vida-media mas largo que la hormona GnRH natural
y es capaz de atravesar las barreras hemato-encefalica y hemato-raquidea, lo
que potencia sus efectos bioldgicos.43%) El AL es un medicamento seguro con
pocos y bien documentados efectos adversos que ha sido usado en el
tratamiento de cancer de préstata, endometriosis, fibrosis uterina, fertilizacion
in vitro, pubertad precoz y, recientemente, en lesion aguda y cronica de la

médula espinal. (33.36.37)
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Con base en la magnitud y trascendencia de las condiciones causantes de
ceguera y baja visibn; su naturaleza y factores relacionados; y los
antecedentes expuestos anteriormente, este trabajo intenta responder a la

siguiente pregunta de investigacion:

Pregunta de investigacion

¢, Cudl es el efecto del acetato de leuprolida, un analogo sintético de la GnRH,

en la lesion de retina y nervio optico de rata?
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Justificacion

Importancia y actualidad

El SNC humano se ha distinguido historicamente por su limitada capacidad
regenerativa que se reduce drasticamente después del nacimiento y al paso
del tiempo. La retina y el nervio 6ptico son elementos constitutivos del SNC y
se cree que su pobre capacidad de reemplazo del tejido dafiado o
regeneracion obedece a los mismos factores restrictivos que el SNC. @3 E|
reto preponderante actual es restablecer la vision o al menos algo de ella.
Durante el siglo pasado se consideraba que la posibilidad era escasa, sin
embargo, en las Ultimas tres décadas ha habido avances importantes en este
sentido. Actualmente varios centros de investigacion alrededor del mundo
investigan el efecto de la terapia genética y epigenética, trasplante de células
y tejidos, sustancias promotoras del crecimiento neuronal, agentes
proinflamatorios y el desarrollo de dispositivos electrénicos, Opticos y no-
opticos para el manejo de las enfermedades causantes de ceguera y baja
vision. Aunque el panorama es prometedor, aun hay varios obstaculos por
vencer en el camino. Ademas de revertir el proceso de degeneracién o
reemplazar el tejido dafiado, se debe lograr la conexion especifica de las
neuronas correctas con los destinos correctos en las diferentes estructuras
gue conforman la via visual central como el nacleo geniculado lateral y los
nucleos pulvinares del tdlamo, la corteza cerebral, los nucleos hipotalamicos,
los coliculos superiores del mesencéfalo, el complejo pretectal y el sistema
Optico accesorio. No solo eso, sino que ademas deben hacerlo
retinotopicamente, es decir, en un arreglo de conexiones especificas que
permita una representacion espacial, temporal y cromatica coherente que
finalmente permita reproducir con fidelidad las caracteristicas fisicas,
espaciales y temporales de los estimulos visuales en el medio ambiente. De

igual manera, modular la importante respuesta glial en el proceso
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degenerativo, lograr la mielinizacion de las fibras y generar un microambiente
celular que permita la sobrevivencia del tejido a largo plazo son desafios
cruciales que requieren una delicada estabilidad fisiolégica producto de
procesos alostaticos complejos. @)

Aporte

Este estudio se basa en el tratamiento a base AL, un factor neurotréfico que
ha demostrado tener propiedades regenerativas en el SNC y simultdneamente
posee un efecto modulador de la respuesta glial. Recientemente se ha
documentado la presencia de receptores celulares para la GnRH en tejidos
oculares de invertebrados, mamiferos y humanos. Si se logra demostrar que
el AL tiene efectos oculares semejantes a los que ha mostrado tener en el
SNC, en el futuro serd posible desarrollar una linea de investigacién para
conducir estudios mas profundos y precisos que aporten informacion
sustancial en el campo de la regeneracién de la retina y nervio 6ptico,
constituyendo una posible nueva alternativa en el manejo de las enfermedades

causantes de ceguera y baja vision.

Accesibilidad

Para el estudio se cuenta con la infraestructura y el capital humano minimo
necesarios para efectuar los andlisis funcionales, morfométricos y bioquimicos

gue lleven a alcanzar los objetivos propuestos.
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Referentes tedricos y contextuales

Organizacion del sistema nervioso central

La neurona

El sistema nervioso central (SNC), comprende aproximadamente 100,000
millones de neuronas que emiten sefiales a través de conexiones sinapticas.

Segun sus funciones se pueden clasificar en tres tipos:

Sensoriales: obtienen informacidn sobre lo que esta sucediendo dentro y fuera

del cuerpo, y la llevan hacia el SNC para que se pueda procesar.

Neuronas motoras: estas obtienen informacién de otras neuronas y transmiten

ordenes a tus musculos, 6rganos y glandulas.

Interneuronas: solo se encuentran en el SNC, conectan una neurona con otra.
Este tipo de neuronas recibe informacion de otras neuronas (ya sean
sensoriales o interneuronas) y transmiten la informacion a otras neuronas (ya

sean motoras o interneuronas). ¢

Receptores sensitivos

Toda respuesta del SNC se desencadena con ayuda de los receptores de los
diversos sistemas sensoriales. Estas respuestas vienen dirigidas desde el
encéfalo y con ello almacenarse por un tiempo determinado para ser usado en
algin momento de la vida. Son terminaciones nerviosas 0 células
especializadas capaces de captar estimulos internos o externos y generar en

respuesta impulsos nerviosos.

La informacion que llega al SNC es procedente de los nervios periféricos y se

traslada hacia zonas como: 1) médula espinal, 2) bulbo raquideo,
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protuberancia y mesenceéfalo, 3) cerebelo, 4) talamo y 5) areas de la corteza

cerebral. (1

Procesamiento de la informacion

El SNC elabora respuestas ante el estimulo presente, sin embargo, el 99% de
la informacion procedente de los receptores es descartada de acuerdo con los
niveles de interés o importancia. Cuando la informacion es seleccionada,
inmediatamente se envian sefiales hacia regiones motoras e integradoras para

que se susciten respuestas oportunas y correctas. %

Niveles de funcion del SNC
Nivel medular

El nivel medular (aunque mucho lo consideran como un mero conductor) tiene
multiples funciones dotadas de una gran organizacion, aunque, es el nivel mas
burdo es el Unico que opera con reflejos de diferentes tipos como: dolor,
gravedad, miccion, peristalsis, entre otros. La informacién se dirige a los

centros de control de la medula y de ahi, se deriva la ejecucion de funciones.
(31)

Nivel encefalico inferior o subcortical

Este nivel regula la presion arterial y la respiracion sin intervencion de la
conciencia. Las regiones o estructuras inferiores son las que integran el nivel
(bulbo raquideo, protuberancia, mesencéfalo, hipotalamo, talamo, cerebelo y

ganglios basales).

Otra funcién (aunque combinada) es el control del equilibrio, los reflejos de

alimentacion, patrones emocionales, reacciones al dolor y al placer.
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Nivel encefélico superior o cortical

Este nivel es el mas complejo, ya que actia en funcion a los niveles antes
mencionados. El nivel cortical es un inmenso cumulo de informacién que, suele

convertirse en funciones determinadas y precisas.®?

Sinapsis del SNC

Llamados también impulsos nerviosos son los encargados de pasar

informaciodn de una neurona a otra en una sucesion o reaccion en cadena.

Sinapsis quimicas.

En este tipo de cadenas de impulsos el factor mas importante es un producto
quimico que se segrega en el SNC, es decir, un neurotransmisor. Esta
sustancia actia como desencadénate a una reaccion ya sea para inhibir,
excitar o modificar su sensibilidad de alguna forma. Entre las sustancias
quimicas mas conocidas estan: acetilcolina, noradrenalina, adrenalina,

histamina, GABA, glicina, serotonina, glutamato, entre otras.

Sinapsis eléctricas.

En estas conexiones los citoplasmas de las células estan conectados a un
grupo de canales i6nicos también llamados uniones en hendidura. Estos
canales se cierran y se abren de acuerdo con las cargas iénicas con ello, se
realizan los potenciales de accion para emitir respuesta a un estimulo

determinado.®b
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Receptores sensitivos

Tipos de receptores sensitivos
La clasificacidbn muestra cinco tipos basicos de receptores:

Mecanorreceptores: detectan la presion mecanica propia o de tejidos

circundantes.
Termorreceptores: identifican los cambios de temperatura.

Nocirreceptores: manifiestan dafios fisicos o quimicos, se les nombre

receptores del dolor.
Receptores electromagnéticos: detectan la luz en retina.

Quimiorreceptores: identifican el gusto, olfato, cantidad de oxigeno y otros

receptores para completar la bioquimica del organismo.

Estos receptores se ocupan de diversas sensaciones muy especificas con
ayuda de los diferenciadores que cada uno tiene. Cada uno de los principales
receptores tienen modalidad de sensacion, esto nos ayuda a que el SNC
detecte cada una de diferente manera ya que llegan a zonas especificas y por

lo tanto estimulan zonas distintas.

Los receptores tienen algo en comun, el potencial de receptor. Existen cuatro
mecanismos para excitar a los recetores: 1) mecénica, 2) quimica, 3) térmica
y 4) radiacion electromagnética. En cualquier tipo lo que se crea es una
permeabilidad de la membrana y el paso ionico de sustancias al interior donde

crea la respuesta.

Sin embargo, los receptores tienen una caracteristica particular, la adaptacion.
Es decir, cuando un estimulo excita durante un tiempo prolongado al receptor

este entra en un estado de reposo 0 meseta en el cual ya no se registra
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estimulacién y por lo tanto tampoco respuesta. Por ejemplo, en el ojo los conos
y bastones se adaptan al modificarse las concentraciones quimicas sensibles

alaluz. G

El ojo

El ojo es un 6rgano receptor capaza de transmitir y convertir luz en electricidad.
De ahi, se desprenden un sinfin de experiencias creadas por la visién. Sin
embargo, para poder entender la vision y el 0jo es necesario conocer sus

caracteristicas.(*9

Optica de la vision

El ojo casi siempre es comparado con el funcionamiento de una camara
fotografica, sin embargo, es mucha mas complejo que eso. El sistema ocular
posee cuatro superficies de refraccion: 1) coérnea, 2) humor acuoso, 3)
cristalino y 4) humor vitreo las cuales tienen un poder diéptrico que le da el
valor total al globo ocular. De la misma manera que un vidrio es capaz de tener
foco y formar una imagen en algun papel asi el sistema ocular con ayuda de
las superficies enfoca la imagen sobre la retina. Sin embargo, aunque la
percepcion de los objetos sea derecha su orientacion es al revés debido a que
para el cerebro es normal identificar una imagen invertida. Existen diversas
anomalias o disfunciones presentes en el funcionamiento 6ptimo de la 6ptica
del ojo, los mas comunes y conocidos son los errores de refraccion. Esto
conlleva a mala calidad de la visibn e incluso en cambios internos y

estructurales del globo ocular.(93b

Sistema humoral del ojo
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El ojo esta colmado de liquido intraocular que ayuda a mantener la forma del
globo ocular. Estos liquidos intraoculares se dividen en humor acuoso y humor
vitreo. El humor acuoso se forma en el 0jo a una velocidad de 2 a 3ml/min con
ayuda de los procesos ciliares que salen del cuerpo ciliar hacia el espacio que
queda atras del iris donde se fijan los ligamentos del cristalino. EI humor
acuoso viaja de manera libre por la cAmara anterior (superficie posterior de la
cornea hasta superficie anterior del cristalino) cuya principal funcién es nutrir
y oxigenar las estructuras del globo ocular que no tienen aporte sanguineo. En
condiciones normales el humor acuoso de renueva cada 90 minutos siguiendo
toda una ruta de salida que va desde el angulo que forma la cérnea y el iris
pasando por la malla trabecular y finalmente entrando al conducto de Schlemm
que desemboca en las venas extraoculares. El humor vitreo o también llamado
cuerpo vitreo por su consistencia, es una masa gelatinosa compuesta por
proteoglucanos su funcién es dar volumen al ojo, pero sobre todo sostener la

retina y dar transparencia para que la luz pase de manera normal. (931

Presioén intraocular

La presion intraocular (P1O) es la medida de cuanta presion ejercer los liquidos
intraoculares para mantener la forma ideal, lo normal es tener 15mmHg con
un intervalo desde 12-20 mmHg. La PIO permanece constante debido al flujo
continuo del humor acuoso, pero, cuando la cantidad de particulas son mayor
a lo habitual o a lo que se considera normal, el acumulo y cantidad ya no puede
fluir de una manera adecuado y por lo tanto el paso al canal de Schlemm no
se realiza. Inmediatamente la PIO comienza a ascender saliendo de valores
normales y dafiando internamente al ojo lo que puede causar deterioro y mal
funcionamiento estructural. Existen multiples enfermedades provocadas por el
aumento de la PIO, sin embargo, el mas comun es el glaucoma. Esta
enfermedad es la mayor causante de ceguera, es una enfermedad ocular en

la que la presion sube a niveles patoldgicos registrandose incluso hasta
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60mmHg. Las presiones o mediciones por encima de 25mmHg pueden
provocar perdidas de vision. La presion elevada hace que los axones del
nervio optico queden comprimidos en la salida del globo ocular. Se cree que
la compresion bloque el flujo axénico del citoplasma desdelos somas situados
en la retina hacia las fibras del nervio éptico que se dirigen al cerebro. Lo que
resulta en una ausencia de nutricion para las fibras y la muerte y/o dafio
neuronal importante. En el caso del glaucoma el Gnico tratamiento que se
sigue es el control de la PIO y la adaptacion a la calidad de vida de las

personas en condiciones de baja vision.®®)

Funciones receptoras y nerviosas de la retina

Anatomia y funcion de los elementos estructurales de la retina

Las capas de la retina se disponen de la siguiente manera:

1) Epitelio pigmentario

2) Fotorreceptores (conos y bastones)
3) Limitante externa

4) Nuclear externa

5) Plexiforme externa

6) Nuclear interna

7) Plexiforme interna

8) Ganglionar

9) Fibras del nervio 6ptico

10)Limitante interna.

La papila éptica o punto ciego es una zona circular situada en el centro de la
retina (la cabeza del nervio Optico), donde se agrupan todas las
prolongaciones de las neuronas para llevar el impulso hacia el cerebro. Carece

de sensibilidad a los estimulos luminosos al carecer de conos y bastones. La
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arteria y las venas de la retina son las encargadas de nutrir las capas mas
internas de la retina. La macula es la parte mas importante de la retina ya que
nos permite ver con la maxima agudeza visual. Se trata de una pequefia area
situada justo en el centro de la retina, por lo que es la encargada de nuestra
vision central pero también de la visidon en detalle y en movimiento. Gracias a
la méacula es posible distinguir las caras, los colores y los objetos mas
pequefios. Esto se produce porque en la zona donde tenemos mayor
concentracion de conos y se encuentra precisamente en la févea. La fovea es
una region especifica de la retina donde se encuentra y se concentra un mayor
namero de fotorreceptores que poseen una estructura especial para detectar
detalles en la escena visual. Asi mismo, en esta region los vasos sanguineos,
las células ganglionares, la capa nuclear interna y las plexiformes quedan
desplazados hacia un lado en vez de apoyarse directamente sobre la parte
superior de los conos, lo que permite que la luz llegue hasta estos sin ningun
impedimento. La retina periférica es la que permite la vision a nuestro
alrededor. Es decir, si alguien nos observa fuera de nuestro foco central de
vision, esta parte de la retina nos permite reconocer la forma y silueta gracias

a este campo de vision periférica. 19

Fotoquimica de la vision

Los fotorreceptores son los encargados de detectar la luz, colores, tonalidades
tenues y basicamente la vision en blanco y negro. Ambos fotorreceptores
(conos y bastones) contienen producto quimico que se descompone ante la
entrada de luz. La rodopsina es la sustancia sensible a los bastones, mientras
que los pigmentos de color pertenecen a los conos, ambas sustancias se
aplican del mismo modo.El extremo del bastdén se desenvuelve hasta el epitelio
pigmentario, lo que hace mas facil de captar la luz. Cuando la rodopsina entra
en juego absorbe toda la energia procedente de la luz, la empieza a

descomponer en cuestion de segundos ya que, desemboca al pigmento
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carotenoide retinal que tiene un tipo especializado llamado 11-cis-retinal para
sintetizar de una forma rapida y efectiva. Al desplegarse pasa de cis a todo-

trans para que la orientacion cambie a la proteina escotépica. (19

Cuando los bastones se encuentran expuestos a energia luminica aumento la
carga negativa en el potencial de membrana lo que supone un estado de
hiperpolarizacion, es decir, lo contrario al proceso de despolarizacion que
normalmente pasa en los receptores sensitivos. La razén por la que sucede
de manera inversa es que la rodopsina cuando se descompone disminuye la
conductancia de la membrana para los iones sodio en su segmento externo
provocando la hiperpolarizacién. Por otro lado, los conos tienen la capacidad
de integrar el retinal con la fotopsina para que la sensibilidad al color sea mas
exacta. Los pigmentos presentes son al azul, verde y rojo, teniendo
caracteristicas de absorcion dependiendo de las longitudes de onda 445 nm

para el azul, 535 nm para el verde y 570 nm para el rojo. 19

Adaptacion a la luz y a la oscuridad

La adaptacion a la luz es un fendmeno importante, cuando un ojo esta
expuesto a una luz constante durante un tiempo prolongado una gran parte de
las sustancias quimicas se reduciran al grado de retinal. La sensibilidad se ve
reducida por la excitacion constante del estimulo, asi que se adapta a la luz.
Por el contrario, si un 0jo permanece en total oscuridad durante un tiempo
determinado el retinal en combinacion con la opsina no pueden desencadenar
el potencial adecuado dando paso a la adaptacion del medio ambiente en el

que se esta desarrollando la vision, es decir, adaptacion a la oscuridad. (9

La recepcion de imagenes en la retina requiere la deteccidon de puntos
luminosos y de oscuridad en una escena visual, resulta fundamental que su
sensibilidad este siempre ajustandose de modo que los receptores respondan
a las zonas de interés ya sea luminosa u oscura. Entre los limites de

adaptacion tanto a la luz como a la oscuridad, el ojo puede modificarse hasta
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1 millén de veces, con ayuda de una correccion automatica ante los cambios

luminicos. 19

Funciones nerviosas de la retina

Para tener conexiones nerviosas estables se requiere de todo un circuito

neuronal que contienen:

Fotorreceptores que transmiten las sefiales hacia la capa plexiforme externa,

donde hacen sinapsis con células bipolares y horizontales.

Las células horizontales trasmiten informacion desde los fotorreceptores hasta

las bipolares.

Las células bipolares hacen sinapsis con las células ganglionares y amacrinas
con ayuda de las horizontales pasando por la plexiforme interna de manera

vertical.

Las amécrinas fungen de manera local llevando informacion tanto de bipolares

a ganglionares y de horizontales a bipolares.

Las células ganglionares transmiten sefiales de salida desde la retina hasta el

cerebro por medio del nervio oOptico.

La célula interplexiforme transmite sefiales en sentido retrogrado para inhibir

y controlar la dispersién de los impulsos dados por las demas células.

Las células ganglionares son el punto de origen de las fibras que salen del
nervio Optico y llegan al cerebro. La conduccion se debe a un sinfin de
potenciales de accion, incluso cuando no estan estimuladas envian impulsos

nerviosos rapidos en su inicio y lentos al final. 19

Neurofisiologia central de la vision

Vias visuales
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Las principales vias de vision resultan desde los impulsos eléctricos que van
de la retina pasando a través de los nervios opticos, de ahi, van directamente
hacia el quiasma 6ptico haciendo un cruce de fibras de la retina nasal del ojo
derecho se junta con la retina temporal del ojo izquierdo asi mismo, la retina
temporal del ojo derecho se conecta con la retina nasal del ojo izquierdo hacia
el lado opuesto donde se forman las cintillas 6pticas o también llamados
tractos Opticos. Las fibras de las cintillas hacen sinapsis en el ndcleo
geniculado lateral dorsal del tAlamo, cuando la informacion es intercambiada
en ese sitio las fibras geniculo-calcarinas se dirigen a las radiaciones Opticas

enfilandose a la corteza visual primaria en el area que le corresponde. (19:31)

Funcioén de la corteza visual

La corteza visual esta constituida por la corteza visual primaria y areas visuales
secundarias. La corteza visual primaria también llama V1 se halla en el area
de cisura calcarina se extiende desde el polo occipital hacia delante por la cara
medial de cada corteza occipital. Esta area alberga a las sefiales visuales
procedentes de ambos 0jos. Las que se originan en la macula acaban cerca
del polo occipital mientras que las de la retina periférica finalizan por delante
del polo, pero todavia sin abandonar la cisura calcarina en el I6bulo occipital
medial. La févea es la responsable de los niveles mas altos de agudeza visual

asi que en la corteza representa un nimero mayor que la retina periférica.

La corteza visual primaria esta dividida dentro de seis capas funcionales,
etiuetadas de 1 al 6 (I-VI). La capa 4, la cual recibe la mayor entrada de sefal
visual del nudcleo geniculado lateral, esta también dividida en 4 capas,
etiquetadas como 4A, 4B, 4Caq, y 4CpB. La sub-lamina 4Ca recibe una buena
parte de la entrada magnocelular proveniente del nacleo geniculado lateral

mientras que la capa 4Cp recibe la entrada proveniente de la via parvocelular.
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V1 tiene un mapa muy bien definido de la informacién espacial en vision. En
los humanos el banco superior de la cisura calcarina responde fuertemente a
la mitad baja del campo visual (por debajo del centro), y el banco inferior de la
cisura responde a la mitad superior del campo visual. Conceptualmente ésta
retinotopia (que describe la organizacion espacial de las respuestas
neuronales) es una transformacion de la imagen visual de la retina en V1. La
correspondencia entre una locacion dada en V1 y en el subjetivo campo visual
es muy precisa: incluso los puntos ciegos estan mapeados dentro de V1. En
los humanos y los animales con una févea en la retina, una gran porcion de
V1 esta mapeada en la pequefia porcion central del campo visual, un
fenémeno conocido como magnificacion cortical. Quizas con el propdésito de
lograr una codificacion espacial minuciosa, las neuronas en V1 tienen el
campo receptivo mas pequefio que cualquier regidon microscoépica de la corteza

visual. (19.31)

Las areas visuales secundarias también llamadas areas de asociacion ocupan
las zonas laterales, anteriores, superiores e inferiores a la corteza visual
primaria. Las areas de asociacion reciben impulsos con el fin de analizar los
significados de la escena visual. El area 18 de Brodmann o llamada V2 es el
lugar donde llegan toda la informacién para ser decodifica, las demas areas
secundarias denominadas V3, V4, etc., hasta llegar a V12. Lo importante es
gue todas ellas van diseccionando y analizando progresivamente los diversos

aspectos de la imagen visual. 1939
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Analisis de la informacion visual

La informacion entrante se analiza por dos vias principales de las areas de

asociacion:
Via répida de la posicion y el movimiento

Esta via explora la forma basica global de la escena visual, asi como el
movimiento que produce, es decir, donde este cada objeto en cada instante y
si estd en movimiento o no. Después de salir de la corteza visual primaria, los
impulsos viajan en general hacia el area temporal media posterior y ascienden
hacia la corteza occipitoparietal. En el borde anterior de la corteza parietal se
superponen con los que proceden de las areas de asociacion somaticas
posteriores dedicadas a analizar los aspectos tridimensionales de las sefales
somatosensitivas. La informacion obtenida encargada de la posicién forma y
movimiento basicamente vienen en fibras grandes del nervio Optico y

transmiten impulsos rapidos, pero Ginicamente en blanco y negro. (19:31)

Via de la exactitud al color

Esta via es muy habil para analizar es especificidades del color, se ocupa de
identifican trazos (letras), lectura, determinar texturas de los objetos, colores
detallados, descifrar lo que es y lo que significa un objeto a partir de toda la

informacion.
Patrones neuronales de estimulos durante el andlisis de una imagen visual.

Andlisis de los contrastes en la imagen. Las sefiales de la corteza visual se
ocupan sobre todo de los contrastes en la escena visual, mas que de regiones

no contrastadas.

Las células simples. La corteza visual solo detecta la existencia de lineas y
bordes en las diferentes zonas de la imagen retiniana, sino también en la que

se estan orientadas cada una de ellas, es decir, si son verticales u horizontales

31



0 si guardan un cierto grado de inclinacion. Se cree que esta capacidad

obedece a la excitacion de neuronas que inhiben mutuamente.

Las células complejas. A medida que la sefial disminuye su intensidad de las
areas de asociacion las conexiones también lo hacen, sin embargo, estas

células (escasas 0 en menor nimero) seguiran activadas.

En condiciones normales, los astrocitos confieren estabilidad mecéanica a los
tejidos y se involucran importantemente en los procesos homeostaticos. Se
encuentran formando parte de la barrera hematorretiniana y junto con la
microglia, los oligodendrocitos y las células epiteliales de la pared vascular
organizan unidades neurovasculares, una pieza clave en el acople nervioso-
vascular. También absorben iones locales de potasio y cloro y moderan la
concentracion de aguay con ello el pH extracelular. Los astrocitos evitan altas
concentraciones de neurotransmisores como el glutamato, que ha demostrado
tener un efecto citotéxico importante, por ello los tejidos implementan diversos

mecanismos para el control de su concentracion.

Las células de Miiller se orientan de manera radial en la retina y se extienden
practicamente en todo su espesor, participan del ciclo visual de los
fotorreceptores, regulan la concentracion de potasio, hidrogeno,

neurotransmisores, glutamato y GABA en el espacio extracelular.

Las células de la microglia forman parte de los mecanismos de control del
glutamato, estas células estan involucradas en la actividad de la glutamina
sintetasa, una enzima catalizadora de glutamato. La microglia también es
sensible a la concentracion del potasio y durante la lesion pueden

desencadenar una liberacion masiva de radicales de oxigeno en el tejido.

Por otro lado, los oligodendrocitos tienen un abundante componente lipidico,
el 70% de su peso son lipidos y el 30% restante lo representan proteinas
enriquecidas con esfingolipidos como la galactosa, la ceramida y la sulfamida.
Los oligodendrocitos se encargan de la mielinizacion neuronal. Agrupan a

varias fibras nerviosas regulando la propagaciéon y sincronizacion de sefales
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eléctricas, ademas brindan soporte estructural y tienen funcion tréfica. Son
altamente sensibles a la isquemia, el trauma y la inflamacién. Su muerte
masiva provoca esclerosis multiple, déficit motor, esquizofrenia y ceguera,
entre otras. En caso de lesion, las células progenitoras migran
transitoriamente, se diferencian en oligodendrocitos y favorecen la
mielinizacion que forma parte del fendmeno de recuperacién espontanea y

pasajera. (19:31)
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Metodologia

Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto del acetato de leuprolida en la lesion de retina y nervio

Optico de rata.

Obijetivos especificos

1.

Identificar los rangos normales de presion intraocular en los sujetos de
estudio.

Estandarizar el modelo experimental de glaucoma inducido en rata.
Medir la amplitud basal de la onda a-b y la relacion b-a en el
eletrorretinograma de los sujetos que conforman la muestra total.
Inducir glaucoma experimental en los sujetos de los grupos 2 y 3
mediante AH/HPMC.

Evaluar el efecto del tratamiento con AH/HPMC en la amplitud de la
onda a-b y la relacion b-a en el eletrorretinograma de los sujetos que
conforman los grupos de estudio 2 y 3.

Administrar el tratamiento con AL a los sujetos que conforman el grupo
de estudio 3.

Evaluar el efecto del tratamiento con AL en la amplitud de la onda a-b
y la relacion b-a en el eletrorretinograma de los sujetos que conforman
el grupo de estudio 3.

Determinar el efecto del acetato de leuprolida en la lesion de retina y

nervio éptico mediante analisis histolégico.
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Disefio metodologico

Criterio
Ocurrencia y registro
Periodo y secuencia
Control de variables
Analisis y alcance
Tipo de hipdtesis de trabajo
Muestreo
Tamafo de muestra
Tema

Objeto de estudio

Sujeto de estudio

Criterios de inclusioén

Criterios de exclusion

Criterios de eliminacion

Tabla 1. Disefio metodoldgico.

Tipo de estudio
Tipo
Prospectivo
Longitudinal
Serie cronoldgica experimental
Analitico, experimental
Hipotesis simple de diferencia de grupos
No aleatorio
60 ojos / 30 ratas
Regeneracion neuronal
Efecto del acetato de leuprolida en la lesion
de retina y nervio éptico
Rata albina wistar macho
Animales sanos de 270-300 gramos de peso
promedio
Animales con enfermedad ocular, sistémica o
fuera del rango de peso establecido.
Muerte o enfermedad ocular o sistémica

adquirida durante el periodo de estudio.
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Conceptualizacion de variables

Variable  Definicion Dimension Técnica Indicador
Presion Presion de los  Biologica  Tonometria de mmHg
Intraocular fluidos y rebote

tejidos internos
del ojo.

Amplitud  Distancia pico  Bioldgica Electrorretinograma Microvolts

de laonda a pico entre las simultaneo de (nVv)
a-b curvasayb campo completo

del ERG.
Relacion  Resultado de  Bioldgica Electrorretinograma Microvolts
b-a la division de simultaneo de (LVv)

la amplitud de campo completo

la onda b por

la amplitud de

la onda a

Tabla 2. Conceptualizacion de variables.

Sistema de hipoétesis
Hipotesis de investigacion (Hi): El acetato de leuprolida mejora
significativamente la recuperacion estructural y funcional en la lesion de retina

y nervio optico de rata.

Hipotesis nula (HO): El acetato de leuprolida no mejora significativamente la
recuperacion estructural y funcional en la lesion de retina y nervio éptico de

rata.

Hipotesis alternativa (Ha): El acetato de leuprolida no tiene ningun efecto en la

lesion de retina y nervio Optico de rata.
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Procedimientos y equipo
Animales

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho (n=30) de 10 semanas de
edad con un peso de 270 a 300 g, se alojaron en una habitacién con
temperatura (25°£2° C) y luz controlada (ciclo de luz/oscuridad de 12 horas)
con suministro ad libitum de alimentos y agua. Todos los animales fueron
orquiectomizados para evitar el posible efecto neuroprotector de las hormonas
sexuales ya que el acetato de leuprolida puede inducir un aumento de estas
hormonas. Las ratas se dividieron en tres grupos: 1) grupo de control, que se
sometid a cirugia simulada (n = 10), 2) glaucoma no tratado (n = 10), inyectado
en la camara anterior con acido hialurénico e hipromelosa (HA/HPMC), y 3)
Glaucoma tratado (n=10), inyectado en camara anterior con &cido hialurénico,
hipromelosa y acetato de leuprolida intramuscular (HA/HPMC+LA). Por
consideraciones éticas, los animales fueron manejados de acuerdo con las
Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT, 2011), y el Reglamento Institucional de Bienestar Animal de la

Universidad Autonoma de Aguascalientes.

Grupos de estudio

2. Glaucoma 3. Glaucoma +AL

1. Grupo control
up 15d AH/HPMC 15d AH/HPMC

(n=20 ojos)

(n=10 ojos) (n=10 ojos)

Imagen 1. Distribucién de los grupos de estudio.
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Cronologia de experimentos

1. Las ratas fueron sometidas a orquidectomia y estuvieron en
recuperacion y observacion por un periodo de dos semanas antes de
iniciar los experimentos.

2. Eneldia‘cero’ se realizo el registro electrorretinografico basal (T1) para
tener un punto de referencia acerca de la suma de las respuestas
eléctricas generadas por los diferentes tipos celulares que componen la
retina a la estimulacién luminosa previo al desarrollo del resto de los
experimentos.

3. Eldia 1 comenzo el tratamiento con AH/HPMC (induccién de glaucoma
experimental) por un periodo de 2 semanas. Las inyecciones
intracamerales de AH/HPMC se aplicaron cada 96 horas, es decir, los
dias 1, 4, 8, 12.

4. El dia 15 se realiz6 nuevamente un registro electrorretinogréafico (T2)
para conocer el efecto del tratamiento con AH/HPMC en la respuesta
eléctrica de la retina a la estimulacion luminosa.

5. Durante dos semanas mas no se condujo experimento alguno
considerando el periodo de recuperacion espontanea después de la
lesion. (26,27)

6. El dia 30, antes de iniciar tratamiento con AL, se realiz6 un registro
electrorretinografico (T3) para conocer la respuesta eléctrica de la retina
a la estimulacion luminosa después del periodo de recuperacion
espontanea.

7. EI dia 31 se inici6 el tratamiento con AL, las inyecciones
intramusculares se aplicaron cada 72 horas por cuatro semanas
continuas.

8. El dia 60 se realizé un registro electrorretinogréafico (T4) para conocer
el efecto del tratamiento con AL en la respuesta eléctrica de la retina a

la estimulacion luminosa.
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9. Durante dos semanas mas no se condujo experimento alguno.

10.El dia 75 se realiz6 un registro electrorretinografico (T5) para conocer
la respuesta eléctrica de la retina a la estimulacion luminosa después
de suspender el tratamiento con AL.

11.Finalmente, se inicio la preparacion de tejidos para estudios histologicos

y bioquimicos.

Cronologia de experimentos

D-0 D-15 D-30 D-60 D-75

ERG ERG ERG ERG ERG
AH/HPMC AL

5d 30d
|
OgX N

1
IHIHI “Ixxlxxlxx XX

4 8 12 123

Glaucoma

Imagen 2. Cronologia de experimentos.

Tratamientos

Los ojos derechos de los grupos 2 y 3 fueron tratados con inyeccion
intracameral de HA/HPMC cada 96 horas por un periodo de 2 semanas para
inducir glaucoma, los ojos izquierdos fueron usados como control. La presién
intraocular se control6 mediante tonometria de rebote y las respuestas
eléctricas se registraron mediante electrorretinografia de flash simultanea de
campo completo. En las dos semanas siguientes no se administré tratamiento
y a partir de la quinta semana se administr6 acetato de leuprolida intramuscular

(10 mgl/kg, cada 3 dias) durante cuatro semanas mas (grupo 3). Los ojos
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fueron enucleados dos semanas después de finalizado el tratamiento con
acetato de leuprolida y procesados para estudio histologico de retina y nervio

optico.

Anestesia

La anestesia quirargica se indujo mediante la administracion intraperitoneal de
pentobarbital sodico a la dosis de 40 mg/kg y la anestesia ocular se realizé
instilando gotas de solucién oftalmica de clorhidrato de tetracaina (0,5%).

Orquidectomia

Indicaciones preoperatorias

1. En el instrumento de recoleccion de datos se registra la fecha de
cirugia, identificacién, grupo de estudio, cepa, sexo y peso corporal.

2. Todo material que estara en contacto con los tejidos se lava con agua
y jabén y se limpia con gasa estéril humedecida con alcohol al 70%
entre cada cirugia.

3. Antes de iniciar la cirugia se procede a numerar al animal con el
perforador de orejas, se rasura la parte ventral de la piel del escroto y
se limpia con solucién antiséptica.

4. Se coloca sobre la mesa de operaciones en decubito dorsal, sujetando
la cabeza con la horquilla para incisivos. Con los hilos se atan las patas,
extendiéndolas sobre la mesa y sujetandolas a las rondanas localizadas

alrededor de la mesa.
Procedimiento

1. Con las tijeras y la pinza de diseccion con dientes
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2. Se hace un corte en la parte media-distal de la linea media de la piel del
escroto de 1-1.5 cm de longitud. Al abrir la piel, por transparencia se
observan los testiculos, cada uno en su propio saco escrotal.

3. Para exponer el testiculo, con la pinza de diseccion con dientes se
sujeta a la tanica albuginea y se cortan en una longitud de 1 cm
aproximadamente.

4. Haciendo un poco de presion sobre la parte baja del abdomen, se
exterioriza el testiculo, el epididimo y parte del conducto deferente. Se
levantan dichas estructuras y se pasa una ligadura que incluye al
conducto deferente y los vasos sanguineos epididimarios apretandola
fuertemente.

5. Se corta entre la ligadura y el testiculo, epididimo y conducto deferente.
Se colocan las estructuras sobre una gasa y se procede a extirpar el
testiculo del lado opuesto.

6. Se revisa que no haya sangrado, se regresan los tejidos remanentes al

saco escrotal y se procede a suturar la piel.

Indicaciones posoperatorias
Se coloca la rata dentro de la camara de recuperacién sobre el colchon

térmico. Se le inyectaran 10 Ul de penicilina intramuscular durante 3 dias. Una

vez que se recuperan del procedimiento se pasan a su jaula nuevamente.
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Instrumental Material

Tijera Mayo recta Mesa de cirugia
Pinza de diseccion fina Rasuradora

Porta agujas Perforador de orejas
Aguja de sutura Hilo para suturar

Hilos para ligar vasos y conducto

deferente

Antibiotico topico

Jeringa de 1ml

Camara de recuperacion

Colchoén térmico

Hilos para patas

Atomizador con alcohol al 70%
Pentobarbital sédico 6.3/100ml

Lubricante ocular

Tabla 3. Lista de instrumentos y materiales para orquidectomia.

Tonometria

Procedimiento

1. Inducir anestesia superficial por administracion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (6.3gr/100ml) a temperatura ambiente y a dosis de
30mg/kg.

2. Se coloca la rata en decubito ventral sobre la mesa de trabajo.

3. Durante la medicion el tonometro debe estar alineado horizontalmente
y situado perpendicularmente respecto al apice corneal, la distancia de
la sonda de contacto a la cornea debe ser de entre 4-8mm, el tonébmetro
puede ser rotado los 360 grados siempre y cuando se mantengan las

condiciones anteriores.
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Se enciende el tondmetro presionando el boton de inicio y se inserta la
sonda en la base, el campo magnético que sostiene la sonda se activa
presionando nuevamente el boton de inicio.

Se procede a la medicién una vez que la pantalla muestra el valor “00”,
se aproxima el instrumento al ojo y se presiona el boton de inicio en 6
ocasiones para obtener un valor promedio de la PIO.

El sexto registro corresponde al promedio de 4 de los cinco valores
previos, el sistema elimina automaticamente el valor mas bajo.

Junto con el resultado final, en la pantalla se muestra la desviacion
estandar de las lecturas mediante una letra parpadeante y una linea
lateral. Cuando la letra no parpadea y no se muestra la linea lateral,
significa que la desviacion estandar es menor a 1.8 mmHg; cuando la
letra parpadea y aparece una linea lateral inferior significa que la
desviacién se encuentra entre 1.8 a 2.5 mmHg; cuando la letra
parpadea y se muestra una linea lateral intermedia, significa que la
desviacion se encuentra entre 2.5 a 3.5 mmHg; cuando la letra
parpadea y se muestra una linea lateral superior significa que la
desviaciéon es mayor de 3.5 mmHg.

El procedimiento se realiza cuidadosamente ya que la PIO puede
cambiar por efecto del pulso, la respiracion, el movimiento ocular, la
posicion corporal y maniobras de defensa propias del animal. Se realiz6
limpieza semanal del dispositivo mediante agua destilada y aire

presurizado.
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Instrumental Material

Tondmetro veterinario de rebote | Pentobarbital s6dico 6.3/100ml

Icare Tonovet

Sondas metalicas Jeringa 1ml

Guantes de latex

Guantes de algodon

Mesa de cirugia

Bascula

Cémara de recuperacion

Colchoén térmico

Tabla 4. Lista de instrumentos y materiales para tonometria.

Electrorretinograma

Procedimiento
Configuracion del canal de registro

Previo al registro del f-ERG es necesario configurar adecuadamente los
canales de registro. Se procede a ensamblar los elementos en el siguiente

orden:

Modulos EEG100C

Amplificador DA100C

Modulo de Interfase Universal

Unidad de adquisicion de datos MP150 (imagen 3)
Computadora

o 00k~ w DN R

Conectar los electrodos de anillo de plata al médulo EEG100C (Vin-)

44



7. Conectar el cable del transformador primero al médulo MP150 (el
enchufe se encuentra en la parte posterior del médulo) y luego a la
toma de corriente.

8. Conectar un extremo del cable ethernet en el médulo MP150 (el
enchufe se encuentra en la parte posterior del médulo) y el otro
extremo al enchufe correspondiente de la computadora.

9. Utilizando el selector de canales localizado en la parte superior del
Amplificador, seleccione el canal 1y 2

10. Establecer la ganancia en 5000 y los filtros en 1.0 Hz, Normal, ON.

11. Encender la computadora y establecer la conexion con el sistema
MP150

12. Abrir el programa AcgKnowledge y la ventana de MP150.

13. Seleccionar Setup channels, nombrar a los canales 1 ERG OD y 2
ERG Ol.

14.No es necesario calibrarlos. Cerrar y pasar a MP150-Set up aquisition

15. Seleccionar record-apennd-disk, Aquisition. Sample rate 500, Total
length 10 horas.

16.En la barra de herramientas seleccionar: Block de notas, cuadricula y
marcador de eventos.

17.En la barra de mediciones seleccione: P-P en una ventana y Delta-T
en la otra.

18.Llevar a cabo un pre-registro para garantizar que ambos canales
registren sefales idénticas.

19.Proceder a realizar la preparacion bioldgica y obtener el ERG.
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Imagen 3. Ensamble del sistema de adquisicion de datos.

Pre-registro

Una vez ensamblado el sistema de adquisicion de datos y configurado el canal
de registro se procedio a realizar un pre-registro de sefiales eléctricas a fin de
asegurarse que ambos canales registren sefiales eléctricas idénticas antes de

obtener los registros electrorretinograficos.

1. Conectar los electrodos activos de registro y los electrodos de tierra en
un extremo a las puntas de salida del estimulador electrénico y en el
otro extremo a los modulos de electroencefalograma evitando en lo
posible fuentes de ruido cercanas.

2. Configurar el estimulador electronico en duracion 6ms, intensidad 6v,
frecuencia 1.0Hz, pulsacion continua.

3. Pantalla 5seg/div, 0.1mv/div.
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Imagen 4. Pre-registro de sefiales eléctricas.

Electrorretinograma simultaneo de campo completo

1. Habiendo hecho todos los ajustes previos necesarios, se procede a
obtener el registro electrorretinografico en condiciones escotopicas.

2. El f-ERG se realiza por las noches a partir de las 22:00 horas para
reducir en lo posible el ruido ambiental generado por la entrada y salida
de personas ajenas al experimento.

3. Evitar la presencia de aparatos electronicos no indispensables dentro
del laboratorio.

4. Laboratorio en condiciones mesopicas iluminado con luz roja.

Evitar cualquier fuente de luz que incida directamente en los ojos de las
ratas para mantener la adaptacion a la oscuridad.

6. Evitar todo ruido sonoro que pueda perturbar a las ratas.

47



7. Se cubren todos los cables cercanos con cinta aislante para reducir el
ruido ambiental.

8. El periodo de adaptacion a la oscuridad es de 2 horas previo al inicio
del experimento, adicionalmente se permite un tiempo adicional de 7
minutos de oscuridad total antes de iniciar el registro.

9. Inducir anestesia quirargica por administracion intraperitoneal de
pentobarbital sédico (6.3gr/100ml) a temperatura ambiente y a dosis de
40mg/kg.

10.La rata se coloca sobre la mesa de operaciones en decubito ventral,
sujetando la cabeza en el instrumento fijador estereotaxico para cabeza
y teniendo especial cuidado con la lengua para evitar asfixia durante el
procedimiento.

11.Fijar a larata en la mesa de cirugia atando las cuatro patas con los hilos
y sujetandolas a las rondanas localizadas alrededor de la mesa.

12.Configurar el estimulador electrénico en duracion 6ms, intensidad 6v,
frecuencia 1.0Hz, pulsacion continua.

13.Pantalla 5seg/div, 0.1mv/div.

14.El LED de estimulacion se coloca a una distancia de 25 de los ojos
sobre el soporte universal.

15.Para mejorar la conduccion eléctrica, galvanizar los electrodos de
registro activo de plata con cloro y una bateria de 9v durante 20
segundos. Empleando las puntas caiman conectar un extremo del
electrodo al polo negativo de la bateria y el otro extremo al polo positivo,
sumergir en agua salina normal y observar que gradualmente la plata
del electrodo adquiere una coloracion blanquecina caracteristica de la
capa de cloro.

16.Inducir anestesia quirargica por administracién intraperitoneal de
pentobarbital sodico (6.3gr/100ml) a temperatura ambiente y a dosis de
40mg/kg.

17.Se debe vigilar constantemente el nivel de anestesia, el registro de f-

ERG no debe extenderse por mas de 20 minutos.
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18.Instilar 1 gota de anestésico (tetracaina oftalmica) en cada ojo para
evitar el dolor al contacto con los electrodos activos de registro de plata.

19.Instilar 1 gota de midriatico (Tropicamida-fenilefrina) en cada ojo para
lograr estimulacion total de la retina.

20.Retraer ligeramente los parpados y pestafias con un par de ganchos
atados a los tornillos de la mesa de cirugia, sin ejercer traccion sobre el
0j0 y evitando el contacto entre los ganchos y la superficie ocular.

21.Instilar 1 gota de hipromelosa 5% en cada ojo.

22.Colocar el electrodo de referencia en la frente, el electrodo de tierra en
la cola y los electrodos activos de registro en bien alineados y en
contacto directo con la cOrnea central.

23.Activar el registro de sefiales en la ventana del software AcqgKknowledge
4.1

24.Encender el estimulador electrénico y permitir 15 pulsos continuos.

25.Para el registro en la base de datos promediar el valor de la onda a-b

de los 15 registros electrorretinograficos correspondientes.
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Instrumental

Materiales

Sistema de adquisicibn de datos
MP150 Biopac® Systems, Inc.

- Amplificador diferencial
DA100C
- Mobdulo de interfase

universal UIM100C
- Unidad de adquisicion de
datos MP150
- Cable ethernet
- 2 modulos de
electroencefalograma

EEG100C

Pentobarbital s6dico 6.3/100ml

Equipo de computo

Jeringa 1ml

Software de adquisicion y analisis de
datos AcqKnowledge 4.1

Clorhidrato de tetracaina solucién

oftalmica (5mg/ml)

Electroestimulador electrénico SI-10

Hipromelosa oftalmica 0.5%

Cables de salida del estimulador

Hipromelosa oftalmica 2%

Canalizador de pulsos

T-P ofteno solucibn oftalmica

(tropicamida-fenilefrina
(8mg/50mg/ml)

2 puntas tipo caiman

Tobramicina oftalmica

LED Galio-Nitriuro ultrabrillante de luz

blanca 5mm/800mcd

Hilos para patas

2 electrodos activos de anillo de plata

de 7cm de largo x 4mm de didmetro

Porta agujas

Electrodos de alfiler de tierra

Masking-tape

Mesa de cirugia

Camara de recuperacion

2 Blefarostatos

Colchén térmico

Tabla 5. Lista de instrumentos y materiales para f-ERG.
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Glaucoma experimental inducido

Dada la semejanza anatomica con las estructuras del segmento anterior

humano, la hidrodinamica del humor acuoso y los cambios del nervio éptico

asociados al aumento de la presion intraocular se seleccioné y estandarizé un

modelo de glaucoma experimental inducido en ratas basado en la inyeccion

intracameral de una mezcla de AH de alto peso molecular e HPMC 0.5%.

Procedimiento

Preparacion de AH/HPMC

1.

En la balanza electrénica pesar una bandeja con 240mg de hialuronato
de sodio en polvo.

En la mezcladora térmica preparar 3 ml de HPMC 0.5% a una
temperatura de 30°.

Agregar el hialuronato de sodio con la HPMC 0.5% y mezclar con
agitador magnético a una temperatura constante de 30°C y velocidad
de 300rpm durante tres minutos, tiempo aproximado para obtener una
mezcla homogénea y sin grumos que puedan obstruir la jeringa.

Teiiir la mezcla con media tira de fluoresceina BioGlo 1mg.

5. Cargar 25l de la mezcla en la Jeringa de insulina Ultra Fine™ 3ml con

aguja corta 30g x 6mm

Expulsar las burbujas de aire acumuladas en la jeringa.

Presionar ligeramente el émbolo de la jeringa hasta que se observe una
pequefia gota de la mezcla en el bisel de la aguja para prevenir la

entrada de aire en la cAmara anterior durante la administracion.
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Administracion de AL/HPMC

1. La inyeccion intracameral es una microcirugia de alta precision, se
recomienda presentarse en condiciones normales de salud, sin suefio,
sin fatiga, sin estrés emocional y con disponibilidad de tiempo.

2. Se debe estar sentado en un banco fijo y comodo.

3. Es posible administrar la mezcla bajo midriasis de la pupila, lo que
facilita la administracion y reduce el riesgo de lesion del iris, sin
embargo, aumenta significativamente la posibilidad de hacer puncion
en el cristalino, lo que conduce a catarata traumética, infiltracion de
macrofagos en la retina, activacion de las células de Muller, aumento
en la expresion de GAP-43y liberacidn de fatores troficos como el factor
neurotréfico ciliar (CNTF) y el factor inhibidor de leucemia (LIF). Por lo
tanto, en este estudio se procedio a la administracién de AL/HPMC sin
midriatizacion.

4. En cada aplicacién las inyecciones se alternaron una hora en sentido
de las manecillas para reducir el trauma corneal, permitir la cicatrizacion
y evitar la fuga de humor acuoso.

5. Se debe realizar una herida autosellante para evitar la necesidad de
suturar.

6. Ajustar la distancia interpupilar y el enfoque de los oculares del
microscopio quirdrgico.

7. Inducir anestesia quirargica por administracion intraperitoneal de
pentobarbital sédico (6.3gr/100ml) a temperatura ambiente y a dosis de
40mg/kg.

Medir y registrar la PIO basal antes del procedimiento.

9. Instilar 1 gota de anestésico (tetracaina oftalmica) en cada ojo para
evitar el dolor durante el procedimiento.

10.Colocar la rata anestesiada bajo el microscopio, en decubito ventral sin

mesa de cirugia para lograr mayor comodidad y rango de movimiento.
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11.Separar los parpados con blefarostato para exponer el globo ocular.

12.Es posible realizar la inyeccion aprovechando el lubricado de fabrica de
la aguja, sin embargo, esto facilita el derrame de humor acuoso y
reduce la posibilidad de realizar una herida autosellante.

13. Secar la superficie ocular con gasas.

14.Es recomendable relajarse y realizar varias respiraciones profundas
antes de iniciar el procedimiento. Durante el procedimiento es
importante mantener conciencia de la respiracion, la postura y el tono
muscular. Una respiracion agitada, bostezos o cualquier movimiento
extrafo puede provocar perforacion completa del globo ocular,
desgarres y hernias del iris, hemorragias internas, fuga de humor
acuoso y puncién del cristalino.

15.Aproximar la aguja de la jeringa previamente cargada con 25ul de
AH/HPMC tangencialmente al limbo esclero-corneal y paralelamente a
la superficie del iris con el bisel hacia arriba.

16.Introducir lenta y suavemente la aguja en el estroma corneal, es posible
observar una zona traslucida alrededor del bisel al introducir y desplazar
la aguja, lo que indica que se encuentra adecuadamente en el espesor
del estroma. Al no estar lubricada la aguja habra mayor fricciéon con el
tejido, se debe desplazar la aguja pausada y lentamente para dar
tiempo a que el tejido la cubra antes de inclinarla hacia la camara
anterior.

17.Una vez que el bisel completo de la aguja se interna en el estroma
corneal inclinar ligeramente la aguja hacia la cadmara anterior e
introducirla lenta y suavemente hasta que se observe el bisel completo
(+1mm) dentro de la camara.

18.Al ingresar la aguja en la camara, hacer cuidadosamente un ligero
movimiento torsional de manera que la punta del bisel gire y se separe
del endotelio corneal y del iris para reducir el riesgo de lesion.

19. A continuacion, presionar suavemente el émbolo de la jeringa a una

velocidad aproximada de 20pul/min.
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20.La fluoresceina permite observar la entrada y distribucion de AH/HPMC.

21.No dejar de presionar el émbolo de la jeringa hasta asegurarse de no
haber introducido burbujas de aire a la camara. En caso de presencia
de aire es posible extraer burbujas pequeinas acercando el bisel a la
burbuja y dejando de presionar lentamente el émbolo.

22.Una vez administrado el volumen total de AH/HPMC se procede a
extraer cuidadosamente la aguja.

23. Realizar nuevamente un ligero movimiento torsional para que el bisel
gquede nuevamente paralelo a la superficie del iris antes de la
extraccion.

24.Extraer la aguja lentamente permitiendo que el estroma corneal se vaya
deslizando sobre el bisel, sellando la herida.

25.Retirar rapidamente el blefarostato para que los parpados cubran la
herida.

26.Dejar la rata 5 minutos bajo el microscopio, sin moverla, para evitar el
derrame accidental de humor acuoso y AH/HPMC.

27.Pasar a la rata a la cAmara de recuperacion, cuidar la posicion de la
lengua para evitar asfixia. Preferentemente colocar abre-hocicos.

28.Vigilar constantemente la frecuencia respiratoria y cardiaca durante la
recuperacion.

29.Medir y registrar la PIO a los 30 minutos del procedimiento para
asegurarse de haber inducido un cuadro de hipertension ocular.

30. Aplicar tobramicina unguento oftalmico.
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Instrumental

Materiales

Microscopio estereoscopico con luz

integrada

Jeringa de insulina Ultra Fine™ 3ml
con aguja corta 30g x 6mm

Mesa de cirugia con orificio para

estereotaxico

Jeringa 1ml

Instrumento fijador estereotéxico

para cabeza

Pentobarbital sdédico 6.3/100ml

Lampara para restirador

Tetracaina sol. oft. 5mg/mi

Pinza de diseccién con dientes

Hipromelosa 0.5%

Pinza de diseccion fina con dientes

Hipromelosa 2%

Porta agujas

Tobramicina ung. oft. 3mg/gr

Pipeta 1ml

Hialuronato de sodio de alto peso
molecular (800kDa)

Puntas para pipeta 1ml

Tiras de fluoresceina BioGlo® 1mg

3 vasos de precipitados de 1ml

4 hilos para patas

1 vaso de precipitados de 10ml

Bandejas para balanza

Balanza electronica Espatulas
Caja de Petri Hisopos
Mezcladora térmica Gasas
Agitadores magnéticos Papel

Camara de recuperaciéon

Guantes de latex

Colchén térmico

Guantes de algodén

Bascula

Blefarostato

Termémetro

Tonodmetro veterinario de rebote

Icare Tonovet

Sondas metalicas

Tabla 6. Lista de instrumentos y materiales para glaucoma experimental inducido.
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Preparacion de tejidos

Enucleacion del globo ocular y diseccidon de nervio éptico

7.
8.
9.

Inducir anestesia quirdrgica por administracion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (6.3gr/100ml) a temperatura ambiente y a dosis de
40mg/Kkg.

Instilar 1 gota de anestésico (tetracaina oftalmica) en cada ojo para
evitar el dolor durante el procedimiento.

Instilar 1 gota de vasoconstrictor (nafazolina oftalmica) en cada ojo para
reducir el sangrado durante el procedimiento.

La rata se coloca sobre la mesa de operaciones en decubito ventral,
sujetando la cabeza en el fijador estereotaxico teniendo especial
cuidado con la lengua para evitar asfixia durante el procedimiento.
Fijar a la rata en la mesa de cirugia atando las cuatro patas con los hilos
y sujetandolas a las rondanas localizadas alrededor de la mesa.
Ajustar la distancia interpupilar y el enfoque de los oculares del
microscopio quirdrgico.

Separar los parpados con blefarostato para exponer el globo ocular.
Colocar la rata bajo el microscopio quirargico.

Irrigar la superficie ocular con solucién de paraformaldehido 4%.

10. Infiltrar la cAmara vitrea tangencialmente con 10pul de paraformaldehido

4% empleando la jeringa para insulina BD Ultrafine™ 3ml y teniendo
especial cuidado de no hacer puncidon del cristalino durante la

administracion.

11.Irrigar constantemente el globo ocular con hipromelosa 0.5% para evitar

desecacion.

12.Sujetar la conjuntiva ocular con las pinzas de diseccion finas con

dientes y proceder a cortarla con las tijeras de diseccion lo mas cerca
posible del limbo esclero-corneal, respetando y conservando la

membrana nictitante, localizada en el canto interno, lo que permitira
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identificar posteriormente los cuadrantes temporal, nasal, superior e
inferior de la retina y nervio Optico. Las arterias ciliares anteriores que
irrigan la conjuntiva suelen sangrar profusamente, procurar tener
suficiente algodén a la mano para contener el sangrado y retirar el
exceso de sangre de la cavidad orbitaria pues puede obstruir la
visibilidad y dificultar el procedimiento.

13.A continuacién, identificar el paquete de muasculos extraoculares que
incluye en su interior a la arteria oftalmica y la porcion orbitaria del nervio
optico.

14.Con las tijeras de diseccion separar con cuidado los musculos y el
nervio optico.

15.Con las tijeras de diseccion cortar los musculos extraoculares 1o méas
cerca posible a su insercion en la escleroética. Las arterias musculares
que irrigan a los musculos suelen sangrar profusamente, procurar tener
suficiente algodon a la mano para contener el sangrado y retirar el
exceso de sangre de la cavidad orbitaria pues puede obstruir la
visibilidad y dificultar el procedimiento.

16.Con las pinzas finas con dientes, sujetar el globo ocular por la
membrana nictitante, protruir suave y ligeramente, cortar el nervio
optico con las tijeras de diseccidén desde el apice de la orbita.

17.Para la extraccion de proteinas el nervio éptico debe ser extirpado
desde el quiasma 6ptico, continuar con las indicaciones a continuacion.

18.Limpiar la piel del craneo con solucion antiséptica.

19.Con el bisturi, hacer una incisi6n de 2cm en sentido anteroposterior
desde la base de la nariz hasta el occipucio.

20.Con las tijeras de diseccion separar la aponeurosis y el periostio que
recubre los huesos parietales y el frontal.

21.Localizar el bregma (articulacion fronto-parietal).

22.Con el bisturi, raspar con cuidado los huesos parietales a nivel de las
crestas frontales desde el bregma hasta la sutura lamboidea
(articulacién parieto-occipital).
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23.Introducir con cuidado la legra para hueso por debajo de los huesos
parietales, de lado a lado, desprender los huesos parietales haciendo
palanca sobre los huesos temporales, dejando expuesto el cerebro de
la rata.

24.Con la legra para hueso desprender cuidadosamente el cerebro y
levantarlo ligeramente desde los bulbos olfatorios para exponer los
nervios Opticos y cortarlos desde el quiasma éptico.

25.Extraer con cautela el globo ocular de manera que los nervios opticos
se deslicen suavemente a través del agujero orbitario.

26.Enjuagar el globo ocular y nervio 6ptico en abundante solucion salina.

27.Depositar el globo ocular en un tubo de ensayo con 3ml de
paraformaldehido 4% para cortes histolégicos o en un tubo Eppendorf
de propileno para extraccion de proteinas segun corresponda.

28.Almacenar los nervios Opticos en el ultracongelador a una temperatura
constante de -80°C.

29. Sacrificar a la rata por seccion de la médula espinal.
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Instrumental

Materiales

Microscopio estereoscopico con luz
integrada

Jeringa 1ml

Mesa de cirugia con orificio para

estereotaxico

Pentobarbital sédico 6.3/100ml

Instrumento fijador estereotaxico

para cabeza

Jeringa de insulina Ultra Fine™ 3ml|

con aguja corta 30g x 6mm

Lampara para restirador

Tetracaina sol. oft. 5Smg/ml

Pinza de diseccién con dientes

Hipromelosa 0.5%

Pinza de diseccion fina con dientes

Nafazolina sol. oft. 1mg/1ml

Porta agujas

Paraformaldehido 4%

1 vaso de precipitados de 10ml

Solucion antiséptica

Bascula 4 hilos para patas
Tijeras de diseccion Hisopos
Blefarostato Gasas

Bisturi Papel

Tijeras de diseccién

Guantes de latex

Legra para hueso

Guantes de algodén

Tubos Eppendorf de propileno

Tubos de ensayo

Tabla 7. Lista de instrumentos y materiales para enucleacion de globo ocular y diseccion de

nervio optico.

Técnica histologica

1. Después de las 4 semanas de tratamiento con AL se analizaron 7 o0jos

por cada grupo bajo microscopia éptica.
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. Los ojos fueron enucleados, conservados en paraformaldehido al 4%,
refrigerados a una temperatura de -80° y posteriormente fueron
incluidos en resina epoxy.

. Se obtuvieron cortes sagitales de retina (region prelaminar) y cortes
transversales de nervio 6ptico (1mm detras del polo posterior) de 10um
de espesor (Leica RM 2125RT Microtome) que fueron tefiidos mediante

el protocolo estdndar de hematoxilina.

Analisis de imagenes

. Las preparaciones histolégicas fueron visualizadas mediante el
microscopio invertido Zeiss Axioscope 40/40 FL, capturadas
digitalmente con una camara AxioVision MR3 (Zeiss) en un formato de
salida de 1388x1040 pixeles/150ppp y procesadas con el software
Image Pro Plus Sofware 4.5.1.

El conteo de axones del nervio Optico se realiz6 por secciones
completas mediante un proceso automatizado a un aumento de 40x

(4p/um) mediante el software Fiji (Distribucion ImageJ).
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Resultados

Presién intraocular

La gréfica 1 muestra la curva de estandarizacién (30min, 60min, 6hrs, 24hrs,
48hrs, 96hrs) de la PIO de 30 ratas (peso 325.93+£10.4gr) tratadas con
AH/HPMC en ojo derecho (19.66+5.46 mmHg) y solucion salina en o0jo
izquierdo (8.83x0.75 mmHg). El incremento de la PIO en el OD fue significativo
(p=0.0001) respecto al Ol, alcanzando un pico a los 30’ y estabilizandose en

un valor promedio del doble de la presion basal hacia las 24hrs.

ESTANDARIZACION DE PIO

—e—STDPIOOD STDPIOOI  (mmHg)

35
30 30
25
20
15 15
10 9 30 9 9 . . 9
5
0

BASAL 30' 60' 6HRS 24HRS 48HRS 96HRS

Gréfica 1. Curva de estandarizacion de la PIO durante la administracion de AH/HPMC.

La PIO media (grafica 2) de los ojos derechos inyectados durante dos
semanas con HA/HPMC super¢ significativamente a la de los ojos izquierdos
inyectados con solucion salina durante el mismo periodo (29,1 £0,54; 8,6 £0,26
mmHg; p<0,001). La administracion de solucion salina en el grupo control no

afectd significativamente los valores de PIO.
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Gréfica 2. Presion intraocular promedio de los ojos derecho e izquierdo inyectados durante
dos semanas con AH/HPMC y solucidn salina respectivamente.

Electrorretinograma

Se realiz6 un ff-ERG escotdpico para identificar el estado funcional de la retina
interna. Se determinaron la amplitud promedio de la onda a-b y la relacién b/a
(amplitud de onda b dividida por la amplitud de onda a). No se encontraron
diferencias significativas en la amplitud inicial de la onda a-b y la relacién b/a
(grafica 3) de los ojos derechos del grupo control (421 +31 pv; 1,813 +0,076),
el grupo HA/HPMC (429 +30 uv; 1,808 £0,076), y el grupo HA/HPMC+LA (424
+38 uv; 1,804 +0,052).
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Grafica 3. La amplitud inicial de la onda a-b de los grupos control, HA/HPMC y
HA/HPMC+LA no muestra diferencias significativas. La relacién b/a inicial evidencia un
equilibrio entre la onda a y la onda b del electrorretinograma en todos los grupos.

Durante quince dias, los ojos derechos de los grupos 2 y 3 fueron inyectados
en la cAmara anterior para inducir el glaucoma. Dos semanas mas después de
las inyecciones, es decir 30 dias desde el inicio del estudio, la amplitud de la
onda a-b y la relacion b/a (grafica 4) del grupo control permanecieron
aparentemente inalteradas (426 +43 pV; 1,813 + 0,076), mientras que en el
electrorretinograma de los otros grupos se observé una reduccion de la onda
b, disminuyendo tanto la amplitud de la onda a-b como la relacién b/a del grupo
HA/HPMC (283 £14 pV; 0,912 + 0,058) y el grupo HA/HPMC+LA (299 £7 nV,
0,914 +0,060).
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Graéfica 4. La amplitud de la onda a-b y la relacion b/a disminuyeron en los grupos HA/HPMC
y HA/HPMC+AL dos semanas después de la induccién de la hipertensién ocular.

El tratamiento con acetato de leuprolida intramuscular se inici6 a partir del dia
31 y se prolongd por cuatro semanas, se dejaron dos semanas mas sin
tratamiento y luego se registré el ultimo ff-ERG. La amplitud a-b del grupo
control y la relacion b/a (grafica 5) parecian mantenerse estables (413 £34 uV;,
1,813 +£0,076), mientras que el grupo HA/HPMC aun presentaba una reduccion
significativa en dichos pardmetros (260 +23 uV;0,724 +0,027). En cambio, el
grupo HA/HPMC+LA mostr6 un aumento significativo en la onda b que
determind un aumento considerable en la amplitud a-b y la relacion b/a
(368+15 pV; 1,485 +0,026).
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Grafica 5. La amplitud de la onda a-b y la relacion b/a del grupo HA/HPMC+LA aumenté
significativamente después del tratamiento con acetato de leuprolida.

Analisis histologico

Seccion sagital de la retina

Se analizé el espesor promedio bruto y normalizado de las secciones sagitales
de la retina (Imagen 5). En el grupo de control (A) se observé un espesor
retiniano total normal y una distribucion equilibrada de la retina interna y
externa (173 £2 ym; 100 £3,11 um; 69,1 £0,31 um), asi como una disposicion
y trayectoria uniforme de sus capas. En cambio, el grupo HA/HPMC (B)
presentd encogimiento en practicamente todas las capas de la retina, y un
adelgazamiento significativo (p<0,001) de la retina interna junto a la ruptura de
la capa nuclear interna y la capa nuclear externa en comparacion con los del
grupo control (115 £1,45 ym; 57,7 £1,06 um; 60,3 +0,67 um). En cambio, el
grupo tratado con HA/HPMC+LA (C) muestra un aumento significativo
(p<0,001) del espesor retiniano total e interno con respecto al grupo
HA/HPMC, aungque no hubo una diferencia significativa en el espesor retiniano
externo entre estos grupos. (144,4 +2,22 um; 80,7 +0,95 uym; 61,8 £1,39 um),

resulta evidente una estructura mas saludable del grupo tratado.
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Imagen 5. Microfotografias de corte sagital de la retina (40x). A) El grupo control muestra un
grosor y disposicion uniforme entre las diferentes capas de la retina, asi como una proporcion
equilibrada entre la retina interna (RGC, IPL, INL) y la externa (OPL, ONL, PR). B) El grupo
HA/HPMC presenta retraccion en practicamente todas las capas de la retina, siendo las capas
nuclear interna y plexiforme interna las que presentan la afectacion mas severa. C) El grupo
HA/HPMC muestra una diferencia significativa en el espesor y la disposicién de las capas.
CGR: células ganglionares de laretina; IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna;

OPL: capa plexiforme externa; ONL: Capa nuclear externa; PR: Fotorreceptores)

Seccion transversal del nervio optico

Cortes transversales del nervio Optico

La imagen 6 muestra una descripcion general del nervio 6ptico en los sujetos
experimentales. El grupo control presentd una morfologia sana, un patron
uniforme de tincion en las regiones central y periférica, sin areas de perfil glial
(A). Se observa una poblacién astrocitica normal y no activada propia de esta
porcion del nervio Optico emergente, con procesos astrociticos discretos y
delgados y un area astrocitica reducida (1,2%) (B). Los axones nerviosos
estaban estrechamente agrupados (12 579 + 512 fibras/mm2) en haces y

separados por tabiques delgados (C).
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El nervio 6ptico del grupo HA/HPMC mostro una evidente pérdida de integridad
y un patron de tincidén irregular con numerosas areas de palidez (D). Se
evidencia astrogliosis reactiva significativa y procesos astrociticos
hipertroficos, presencia de puntos negros axénicos degenerativos y mayor
espaciamiento entre fibras (E). También se observa un menor niumero de
fibras nerviosas (5.686 + 312 fibras/mm2; p<0,001), edema axonal y una

importante zona astrocitica (2,8%) (F).

En cambio, el nervio optico del grupo HA/HPMC+LA mostré una tincion mas
regular y areas menos palidas (G), menor activacion de astrocitos y menor
area astrocitica (1,3%) (H), pocas areas de cicatrizacion glial y una cantidad
de fibras significativamente mayor (9641 + 290 fibras/mmz2; p<0,001) (I).

CONTROL HA/HPMC HA/HPMC+LA

a AR,
Lrezes s
f 1.

Imagen 6. Micrografias de seccidon transversal del nervio 6ptico (10x, 40x, 100x). El grupo

control (A, B, C) presenta una morfologia sana de elementos neurales y no neurales. El grupo

67



HA/HPMC (D, E, F) manifiesta varios signos de neurodegeneracién, como astrogliosis reactiva
y pérdida axonal. El grupo HA/JHPMC+LA (G, H, I) muestra una glia menos reactiva y un perfil

neuronal mas sano.
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Discusioén

La PIO elevada es un hilo comun que conecta la mayoria de las formas de
glaucoma y es el principal factor de riesgo de la enfermedad. La ultima via
comun de dafio tisular en el glaucoma es el dafio axonal que se manifiesta
como atrofia del nervio éptico, lo que provoca la pérdida progresiva del campo

visual que finalmente conduce a la ceguera.

Se han reportado diferentes modelos experimentales de glaucoma en
animales. Estos incluyen los basados en la administracion de solucion salina
hipertonica, cauterizacion de venas epiesclerales, fotocoagulacion de la malla
trabecular, inyeccion de globulos rojos, mutaciones genéticas, aplicacion
tépica de esteroides, modelos autoinmunes e inyeccion de latex y microesferas
magnéticas.®839 En este estudio se utiliz6 un modelo basado en la
administracion de acido hialurénico en la camara anterior utilizando como
vehiculo un agente viscoelastico. En este modelo, la PIO se mantuvo a méas
del triple del valor de control, al igual que lo obtenido por otros autores.(“041
Con este procedimiento se logré inducir una importante afectacion tanto de la

retina como del nervio optico.

Habitualmente se ha descrito que el glaucoma es una enfermedad que afecta
a las células ganglionares de la retina y a la capa de fibras nerviosas.“? En el
grupo HA/HPMC, al igual que en otros estudios, encontramos que puede
incluir otros tipos o capas celulares como la capa de células fotorreceptoras,
la capa nuclear interna y las capas plexiformes interna y externa de la retina

afectada por la enfermedad glaucomatosa.®41)

Se ha propuesto que los axones lesionados de las células ganglionares de la
retina pueden presentar cierto grado de regeneracion inducida por factores
neurotréficos como los producidos por las células de Schwann o el sistema

inmunoldgico en un trasplante de nervio periférico.®344)
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Anteriormente informamos que la administracion de acetato de leuprolida
induce la recuperacidon de axones mielinizados en el nervio ciatico con
transeccion completa y un aumento en el diametro axonal de ratas lesionadas
en la médula espinal.*31) Teniendo en cuenta que el acetato de leuprolida
puede tener propiedades neurotroficas, es posible que este fenomeno también
esté ocurriendo en la retina y en los axones de las células ganglionares de la
retina. El acetato de leuprolida también podria estar induciendo un aumento
en el periodo de supervivencia de las células dafiadas, como ocurre con el
factor neurotrofico derivado del factor nervioso cerebral después de una lesion

del nervio dptico.“>

Ademas, se ha dicho que la cicatriz fibrética impide el crecimiento de axones
en las lesiones del nervio Optico, debido a que los astrocitos establecen una
barrera fisica inhibitoria.“®» Ademas, la activacion de los astrocitos después de
la lesion aumenta la expresidbn de factores proapoptoticos y secretan
citoquinas inflamatorias que impactan directamente en la funcién neuronal .
Nuestros resultados muestran una reduccion significativa en el area astrocitica
después del tratamiento con acetato de leuprolida, lo que podria mejorar las
condiciones del sitio de la lesibn como ocurre en la reduccién de la cicatriz en
ratas lesionadas en la médula espinal cuando se administra acetato de

leuprolida.(?

Los estudios de electrorretinograma en diferentes modelos de glaucoma
revelan cambios dramaticos en la morfologia de varias capas de la retina
asociadas con alteraciones funcionales.®% 48) En nuestro estudio, el andlisis
histol6gico mostré una morfologia sana de la retina y el nervio ptico en los
ojos derechos del grupo control, mientras que el grupo HA/HPMC presentaba
una importante afectacion. El ff-ERG reveldé que la amplitud de la onda a,
dependiente de la retina externa (capa plexiforme externa, fotorreceptores y
células de Miiller) estaba preservada, mientras que la onda b dependiente de
la retina interna (capa plexiforme interna y ON/ OFF células bipolares) fue

sensible a la hipertension ocular, como ocurre en un modelo de glaucoma real,
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afectando asi a la relacion b/a. La amplitud de la onda a-b y la relacion b/a del
grupo HA/HPMC+LA mostré un aumento significativo con respecto al grupo

HA/HPMC y fue similar al del grupo control.

Es interesante notar una correlacion entre los cambios de ff-ERG y la
expresion del factor trofico en modelos de lesion retiniana. Se ha informado
que la supresion y recuperacion de la onda a-b se correlaciona temporalmente
con una regulacién ascendente transitoria del factor neurotréfico ciliar en la
retina de ojos con nervios seccionados “% 5051 una accién de este factor
trofico en el ERG también es sugerido por experimentos en los que la proteina
se aplico directamente en el espacio subretiniano ©2), el acetato de leuprolida

puede estar actuando de manera similar.

Se ha observado que la aplicacién de factores de crecimiento exdgenos por si
solo es minimamente eficaz porque las células ganglionares de la retina
dafiadas y maduras no estan preparadas para responder a la sefializacién del
factor de crecimiento ¢34, Sin embargo, la administracion de acetato de
leuprolida podria estar actuando de manera mas eficaz a través de la
activacion de los receptores de GnRH, que se han informado en el ojo de
mamiferos, incluido el humano, especificamente en la retina neural, el nervio

dptico y la capa de fibras nerviosas. 55657

A pesar de que los resultados obtenidos con respecto al efecto regenerador
de una combinacion de factor de crecimiento nervioso, neurotrofina 3-5, factor
neurotroéfico derivado del cerebro y factor neurotroéfico ciliar son parciales o no
concluyentes (%810) en este trabajo finalmente reportamos que el uso de
acetato de leuprolida parece retrasar el proceso de neurodegeneracion de la
retina y el nervio optico, siendo un posible método novedoso y amigable que
proporciona un tratamiento farmacol6gico no invasivo para reducir los efectos
de la enfermedad glaucomatosa. El acetato de leuprolida administrado via

intramuscular puede atravesar la barrera hematoencefalica como se ha
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observado en estudios previos 9, lo que evita la posible aplicacion topica con

riesgos quirurgicos.

Conclusiones

De acuerdo con nuestros hallazgos actuales, la administracion de acetato de
leuprolida mejora parcialmente la morfologia y la actividad eléctrica de la
retina, promueve la recuperacion de las fibras nerviosas del nervio 6ptico y
reduce significativamente la astrogliosis en un modelo de glaucoma en rata,
por lo que los factores neurotroficos deberian considerarse como un nuevo
enfoque terapéutico para el glaucoma primario de angulo abierto. Este estudio
esta limitado por factores como una ventana de tiempo corta que no permite
evaluar la viabilidad y permanencia celular a lo largo del tiempo, la ausencia
de un seguimiento in vivo y la falta de marcadores especificos y estudios de
inmunofluorescencia. Se necesita mas investigacion en esta area, para futuros
estudios sugerimos disefios experimentales que permitan observaciones de
corto, mediano y largo plazo, inmunohistofluorescencia y estudios de retina
completos para un analisis histolégico mas detallado y seguimiento in vivo por
dominio espectral. La tomografia de coherencia Optica. También se sugiere la
combinacion de acetato de leuprorelina con otros factores neurotréficos y

analogos de GnRH, asi como diferentes vias de administracion.
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