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Mecanismos Moleculares y Neuroquimicos del Reloj
Circadiano en la Retina de Mamiferos: Interaccion con
los Nucleos Supraquiasmaticos

Resumen: En este trabajo de Tesis se demostrd, por primera oueg la sintesis retiniana de
prostaglandina&2 y F2a en el hAmster dorado varia circadianamente aln en condga®scuridad
constante y esté regulada por un reloj circadiano lawdépendiente de los nlcleos supraquiasmaticos
(NSQ), posiblemente localizado en la capa de céldaglpnares. Asimismo, se demostro la existencia
de variaciones diarias en los niveles nucleares (peroitaosolicos) de las proteinas reloj CLOCK y
BMALL1 que persisten en condiciones constantes de ileion ambiental, son independientes, al menos
en parte, de la actividad del reloj hipotaldmico y>qgesan exclusivamente en las células ganglionares.
Este conjunto de resultados indican un rol central fegacélulas ganglionares de la retina en la
actividad circadiana local. Dadas estas evidencegasyaluaron las funciones no visuales en un modelo
experimental de glaucoma. Para ello se desarrollé welm@xperimental de glaucoma a través de la
administracion semanal de condroitin sulfato (CS) eréiaara anterior del ojo de rata, que reproduce
caracteristicas centrales del glaucoma humano. Sesti€nuna disminucion significativa en los niveles
de melanopsina y en el nimero de células gangliongreexpresan este fotopigmento. Asimismo, se
demostré una alteracion significativa en el reflejo pupdérente, en la supresion fotica de la
produccion nocturna de melatonina pineal, en la indugoigriuz de c-Fos en los NSQ y en los ritmos
de actividad locomotora, luego de 10 semanas de teationcon CS. Estos resultados indican que el
glaucoma induce alteraciones significativas en el mist&isual no formador de iméagenes. En este
contexto, se evaludé la fisiologia circadiana en pacieotes glaucoma avanzado. Los resultados
obtenidos demostraron que la eficiencia del suefigifuaficativamente mayor en el grupo de pacientes
control, en tanto que la cantidad de minutos de vigil@actividad durante el intervalo de suefio fueron
mayores en el grupo de pacientes con glaucoma. Estaftados, sugieren alteraciones circadianas,

particularmente en la calidad de suefio, en pacientegl@ocoma avanzado.

Palabras claves retina, ritmos circadianos, genes reloj, prostaglagliglaucoma, melanopsina,

reflejo pupilar, melatonina.



Molecular and Neurochemical Mechanisms of the
Circadian Clock in the Mammalian Retina: Interaction
with Suprachiasmatic Nuclei

Summary: In this thesis work, for the first time, we have dewstoated the existence of daily
variations in the retinal synthesis pfostaglandins E2 and F2a in the golden hamster, which
persisted even under constant darkness conditions.e TWagations are regulated by a retinal
circadian clock, independent from the suprachiasmataéen (SCN) and presumably located in
retinal ganglion cells. We have also demonstrated the egestef daily variations in nuclear (but
not cytosolic) levels of CLOCK and BMALL1 proteins thargisted in constant ambient lighting
conditions, partially depended on the activity of the pripcircadian pacemaker and are expressed
exclusively in retinal ganglion cells. These results ineica central role for ganglion cells in the
retinal circadian activity. Based on these evidencesewaluated the non-image forming visual
system in an experimental model of glaucoma. For ghipose, we developed an experimental
model of glaucoma in rats, induced by weekly injectiohg€hondroitin sulphate (CS) in the eye
anterior chamber, which reproduces central featurebuofian glaucoma. We demonstrated a
significant decrease in the levels of melanopsin and imdneber of retinal ganglion cells which
express this photopigment. We have also shown signifadarations in the afferent pupillary light
reflex, the photic suppression of nocturnal pineal melatoontent, in the light-induced expression
of c-Fos in the SCN and in the locomotor activity rimysh after 10 weeks of treatment with CS.
These results indicate that glaucoma induces signifadéarations in the non-image forming visual
system. In this context, we evaluated the circadian plogsian patients with advanced glaucoma.
The results showed that the sleep efficiency was signtficaigher in the control group, while the
wake minutes and activity during the sleep intervaleweigher in the group of patients with
glaucoma. These results suggest circadian disordent&cuytexly in the sleep quality, in patients

with advanced glaucoma.

Key words: retina, circadian rhythms, clock genes, prostaglandgiaucoma, melanopsina,

pupillary light reflex, melatonin.
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Introduccion

1. Elojo

En mamiferos, el ojo es el Unico érgano especialieadel procesamiento de la informacion
visual. La cOrnea y el cristalino concentran la luz yoeai la imagen sobre la retina que
descifra y codifica los diferentes elementos que @mp la imagen (intensidad de luz,
color, forma y movimiento). De esta forma, la retinastituye la primera estacion de relevo
del procesamiento de la informacion fética. Esta infmign se transmite en forma de
impulsos nerviosos por fibras nerviosas que ser@igien la retina y que constituyen los
nervios Opticos. Los nervios Opticos se entrecruzacigday totalmente (dependiendo de la
especie) en el quiasma 6ptico y se proyectan a traldsadto 6ptico a centros visuales del
cerebro, que tras diversas etapas de procesamientn daigen a la imagen visual
consciente. Otros centros del encéfalo reciben infodndotica proveniente de la retina y la
utilizan para realizar tareas reflejas como la adaptad&intamafio de la pupila a las
condiciones de iluminacién ambiental y la direccionlake ojos hacia blancos de interés.
Asimismo, esta informacién llega a centros no visualescedjizados en la regulacion del
comportamiento asociado a los ciclos dia/noche.

La pared del globo ocular esta constituida por tresscapee de afuera hacia adentro son: 1)
la tanica externa-fibrosa o esclerocorneal: formautdgesclera, el limbo esclerocorneal y la
cornea; 2) la tunica media-vascular, Uvea o tracto ufeahada por la coroides, el tejido
conectivo y musculos del cuerpo ciliar y el tejido conecyivousculos del iris; y 3) la tlnica
interna-nerviosa o retina: formada por la porcion deelina fotosensible y el epitelio
pigmentario, la porcién de la retina no fotosensiblé gpéelio pigmentario, el epitelio del
cuerpo ciliar y el epitelio del iris (Figura 1). El intaridel ojo esta ocupado por una materia
transparente y de consistencia gelatinosa, denominadar kitneo.

La tanica externa es una capa gruesa, fibrosa yeewjue protege las delicadas estructuras

internas del ojo, y junto con la presién del humor aoutontribuye a mantener la forma y
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turgencia del globo ocular. En la mayor parte del globular es opaca y se denomina
esclera, donde se insertan los musculos que muewgo. éin la salida del nervio Optico, la
esclera se reduce a una membrana fenestrada, laal&miosa. En su parte anterior, se
diferencia en una estructura transparente denominadea La cornea, al igual que la
esclera, esta esencialmente formada por colagecosagihinoglicanos (GAGS) y agua, pero
se diferencia de ella en su porcentaje de hidrataci@geg menor que en la esclera, y en la
disposicién ordenada de fibras de colageno (disidosttexagonal), que permiten disminuir
la dispersiéon de la luz. De este modo, la corneadh cumple una funcion de proteccion
sino que ademas, permite la entrada de luz al ojosmasa distorsion. La zona de transicion

entre la cérnea y la esclera se denomina limbo esolereal.

. cuerpo vitreo

ligamento de suspension
de la lente

] fovea
camara anterior

3 punto ciego
cormea /)

vasos
iris sanguineos
cristalino
pupila

Cuerpo y misculos ciliares TN optico
v , _esclerédtica
canal hialoideo  (otina  coroides

Figura 1. Representacion esquematica de las principales estsionukares.

La Gvea, una membrana vascular localizada entre larasg la retina, es una estructura
frégil y pigmentada, formada principalmente por vasosryalto contenido de melanina. Es
la responsable de la nutricion y el mantenimientoadetina y la esclera y de la produccion
de humor acuoso, que nutre la cornea y el cristalinbparavasculares (revisado por Kanski,

2005). Posee tres regiones diferentes: 1) la coropbesidon mas vascularizada de la Uvea,
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situada por fuera de la retina; 2) el cuerpo ciliar, ngr@samiento que se extiende desde la
periferia del iris hasta el comienzo de la retina, jysiodetrds de la union esclerocorneal,
responsable de la produccion de humor acuoso § despension del cristalino; y 3) el iris,
que se ubica por encima de la superficie anteriocuighlino y que contiene los musculos
dilatador y constrictor y varia en su color de acoeldcontenido de melanina. En el centro,
el iris define un espacio circular llamado pupila, gegula la entrada de luz al ojo, como el
diafragma de una camara fotografica (Figura 1).

La retina es la capa mas externa y es la porcion debeajsible a la luz. Se extiende
superficialmente sobre la coroides hastartaserratg donde presenta un borde festoneado;
luego se extiende como una delgada prolongaciénafadimlas porciones ciliar e iridea de la
retina.La retina se encuentra firmemente unida en la papilagymtonde se continta con el
nervio, y en laora serratg donde se une a la coroides. Las complejas rede®ses que
codifican la informacion visual envian impulsos akteo a través del nervio dptico.

En el tercio anterior del ojo y suspendido por losculos ciliares se encuentra el cristalino,
una lente biconvexa y eléstica. Su curvatura aumentiisminuye por medio de las
contracciones de estos musculos. El aumento o disidinde su curvatura es lo que permite
acomodar la vision a diferentes distancias. La carteposdel cristalino divide al ojo en un
segmento anterior que lo contiene y que contiene el hammso, y un segmento posterior,
formado por una matriz extracelular transparente yigekd, denominada humor vitreo o
cuerpo vitreo. La cérnea y el cristalino son los merifractivos del ojo que permiten que la

luz incida en la retina.

1.1. Camara anterior y humor acuoso
Una correcta funcion visual requiere, al menos, de réquisitos esenciales: que el globo

ocular mantenga una forma constante, y que existaayecto transparente y sin alteraciones
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desde la superficie corneal hasta la retina. Como seiam anteriormente, no existe una
perfusion vascular directa de la cornea y el cristalinm gime la circulaciéon normal del
humor acuoso, a través de las camaras anteriortgrjpos es responsable de la forma del
globo ocular, de la claridad éptica y del metabolisnmroeal y lenticular.

La cAmara anterior es un area delimitada en formai@nt®r la superficie posterior de la
cOrnea, en su parte posterior por la superficieriantdel iris, y a nivel pupilar por la cara
anterior del cristalino (Figura 2). En la periferiautdion de la cornea con el iris determina un
angulo denominado seno-camerular, que contienebeldudado y se relaciona estrechamente
con la raiz del iris y el cuerpo ciliar. Los tipos ¢&las que ocupan este espacio incluyen el
endotelio trabecular y corneal, asi como melanocitidsrgblastos de la capa anterior del iris
y del cuerpo ciliar. La camara anterior contiene el huaeaoso, un liquido cristalino que en
humanos tiene una densidad de 1,0034 a 1,0036 mginihdice de refraccion de 1,3336 y
un volumen de 0,25 ml. Su composicién varia desd@rsnacion en los procesos ciliares
hasta su filtrado por el trabeculado. La composiciéhhdimor acuoso contiene una baja
concentracion de proteinas, altos niveles de ascorlutifieng del plasma por la presencia de
una barrera mecéanica (Kolker y col., 1981; Sears, )1 #§btelial/endotelial (barrera sangre-
humor acuoso) y por el transporte activo de variagmscisis organicas e inorganicas desde el

epitelio ciliar (revisado por Sampaolesi, 1991).

Produccion y circulacién del humor acuoso

El humor acuoso se produce en el cuerpo ciliarjustado balance entre la produccion y la
eliminacion de este fluido es responsable de mantEndorma del ojo y la presion
intraocular (PIO). La formacion de humor acuoso depetie la combinacion entre una
fuerza hidrostatica y un gradiente de presion osmd@enerado por el epitelio ciliar. Este

altimo provoca la difusion de agua a través de wadignte de concentracion, debido a un
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transporte activo de electrolitos y moléculas pequefiaavés de dos capas de epitelio

(pigmentada y no pigmentada).

Camara

Canal Schlemn :
anterior

Camara posterior

. Iris
Cristalino
Cornea
Flujo normal de Hidi

humor acuoso

Produccion de
humor acuoso

Figura 2. Representacion esquematica del segmento

anterior del ojo y de la circulacion del humor acuoso.
El transporte activo se produce en las células no pitadas y el gradiente generado se
mantiene debido a los complejos de union que existere las célulaszénula occludens
gue restringen el pasaje de sustancias y forman unerdaangre-humor acuoso (Vegge,
1971; Smith y Rudt, 1973; Raviola, 1974; 1977. La farida de humor acuoso ocurre por
tres mecanismos: difusion, ultrafiltracion y secrecibtivac De estos tres mecanismos, la
secrecion activa es la responsable en mayor medittaadenposicion quimica y el volumen
del humor acuoso (Macknight y col., 2000). La produtae humor acuoso en ratas es
aproximadamente 0,35d/min y su tasa de recambio es de 2,23 % por minutrrgdud y
col., 1996), y en humanos, es cercano ap®yain, y alrededor del 1 % de este fluido es
reemplazado por minuto (Stamper, 1992).
Diversos mecanismos colinérgicos y adrenérgicos desfgampun papel relevante en la
formacion y drenaje de humor acuoso, tanto en laldgia normal como en la terapia del

glaucoma. El estimulo parasimpético, ademéas de conwapupila (miosis), contrae el
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musculo ciliar, que tracciona el trabeculado y aumdatasalida de humor acuoso,
disminuyendo la PIO. A nivel simpético, el efecto esagajal. El uso de algunos agonistas
adrenérgicos aumenta la salida de humor acuoso actsahdw el trabeculado; sin embargo
el uso dep-blogueantes topicos también disminuye la PlO, reducidadiormacion de
humor acuoso a nivel del cuerpo ciliar. Alteracionezderadas de la presion sanguinea
sistémica y del flujo sanguineo del proceso ciliar notafesignificativamente la formacion
del humor acuoso.

La circulacion del humor acuoso esta determinadalppediente de presion entre la camara
posterior y la anterior y por las diferencias de termpea entre el iris (mayor temperatura) y
la cornea. El humor acuoso entra a la cadmara postisate el proceso ciliar a través de un
gradiente hidrostatico y osmoético. Luego, fluye alrededel cristalino, y a través de la
pupila se dirige hacia la camara anterior. Por ultilbandona el ojo por flujo pasivo en el
angulo de la camara anterior por dos vias: 1) la af@etular, a través de la cual primero
ingresa al trabeculado, pasa al lumen del canal derSohly luego a las venas epiesclerales,
desde donde llega a la circulacién venosa gene2pala/ via uveoescleral, a través de la cual
desde la raiz del iris alcanza la malla escleral,dysgsa por la cara anterior del musculo
ciliar y abandona el ojo a través de los vasos edeter(Figura 3). En humanos, la via
trabecular drena el 80% del total del flujo de humamoao y el 20 % restante lo hace por la
via uveoescleral. En varias especies de monos serhastrado que la via trabecular drena
entre un 45 a un 70 % del total del humor acuoso (Bill.7L En ojos de pacientes de edades
avanzadas y con tumores en el segmento posteriba descripto un drenaje de entre el 5 al
20 % del total del fluido por via uveoescleral (BilPillips, 1971). Estudios mas recientes
demuestran que en ratones esta via drena un poecenigjsimilar al de humanos (Aihara y

col., 2003).
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" CORNEA

Figura 3. Representacién esquematica de las vias de

salida del humor acuoso
La red trabecular
Justo por encima del espoldn escleral se encuentrabelctrlado. La porcion anterior-uveal
estd formada por fibras que se continlan con la insew iris. La porcidon posterior
esclerocorneal consiste en un empaquetado de fibmaagique se extienden desde la cornea
hasta el espolén escleral. Esta estructura esta catestjfor una red entrelazada de finos
haces de tejido conectivo con espacios intermedibssta 70 micrones. Las trabéculas estan
formadas por un corazén de coladgeno vy fibras elastiodseadas por mas fibras elasticas y
una zona cortical, que consiste en colageno parciédnperiimerizado y la membrana basal
de las células endoteliales trabeculares més externas.
El canal de Schlemm se localiza en la parte inferibtrdbeculado. Las células endoteliales
en esta capa estan intimamente asociadas entre sinyemlarana basal mediante complejos
de union. Estas células secretan el material de la naeatbasal, precursores de colageno
(prolina e hidroxiprolina), fibras elasticas y glicosangiimanos (GAGs). Las células
endoteliales del trabeculado tienen actividad fagocitizacapacidad de migrar a través de
los haces trabeculares (Rohen y Van der Zypen, 1888)lo tanto, la funcion del endotelio

no es so6lo mantener la integridad estructural de lé®dwdas, sino también contribuye a
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mantener la funcién de filtracion del area, especialenenindo concentraciones anormales
de alguna sustancia impiden la salida del humor acuoso.

Como ya se menciono, la principal via de salida deldiacuoso es el trabeculado que esta
ubicado en el angulo iridocorneal. La apariencia dimie esta estructura permite inferir la
facilidad de salida del humor acuoso. Los angulosades o estrechos y aquellos con
depdsitos patolégicos tendrén una disminucion en ebfirecon el consiguiente aumento de
la P10O.

Evidencias anatomo-fisiologicas indican que el sitionprio de resistencia al flujo acuoso
reside en la red trabecular, la porcion profunda dedaesclerocorneal y la membrana basal
yuxtacanalicular cercana al canal de Schlemm (Tameoly 2004). Una intensa tincion
histoquimica en varias capas del trabeculado humanoairldi presencia de cantidades
sustanciales de acido hialurénico (AH) y condroitiffasa (CS) en las vias de salida del
humor acuoso y el andlisis cuantitativo demuestra queHel el CS son los GAGs mas
abundante en el trabeculado humano (Acott y col., 198%1el y col., 1997). Se ha descripto
que la hipertension ocular en ratas de laboratoriaicidé por la administracion de
esclerosantes suaves se correlaciona con una dépoaicormal de componentes de la
matriz extracelular a nivel de la cabeza del nerviocépn forma anéloga a lo observado en

0jos glaucomatosos humanos y de primates no humifwrsgon y col., 1990).

1.2. La retina

La retina codifica el mundo visual, transformando lognmedbs luminosos en impulsos

nerviosos que son enviados al cerebro. En la corlesasefales son interpretadas y
configuran la percepcion visual: una sensacion subjetévla forma, el color, la profundidad,

el movimiento de los objetos y el espacio que nos roldeaetina es una lamina fina de

tejido nervioso situada en el fondo del ojo, que chngtiuna prolongacion del sistema
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nervioso central.

La retina es un tejido constituido por varias capasoguéene diferentes tipos celulares. La
retina de mamiferos esta constituida por seis tipagaces principales (Dowling, 1979), que
se conectan a través de sinapsis: los fotorrecepmwess y bastones), las células bipolares
(ON u OFF subdivididas en 3 a 5 subtipos cada uaaglgpnares (15 subtipos), horizontales
(2 subtipos), amécrinas (29 subtipos) y las células ke el principal tipo de célula glial
de la retina (Figura 4). Las principales capas detina desde la mas externa a la mas interna
del ojo son: 1) el epitelio pigmentario (EP), 2) laza® segmentos externos (SE) de los
fotorreceptores, 3) la capa nuclear externa (CNE), qogete los cuerpos celulares de los
conos Yy los bastones, 4) la capa plexiforme externa ) Gflade hacen sinapsis los axones
de los fotorreceptores con las dendritas de lasa®hbrizontales y bipolares, 5) la capa
nuclear interna (CNI), que contiene los nlcleos decédslas horizontales, amécrinas y
bipolares, 6) la capa plexiforme interna (CPI), dondeeh sinapsis las células bipolares y
amacrinas con las células ganglionares, y finalmentda tppa de células ganglionares
(CCG), que contiene células ganglionares y amacrirgdatadas (Figura 4).

El epitelio pigmentario (EP) estd compuesto por una a# células diferenciadas que
contienen un pigmento negro llamado melanina. La rreglaabsorbe la luz que no es
capturada por la retina, evitando que ésta se reffeja parte posterior del ojo (Hubel, 1988)
y vuelva a la retina, lo que degradaria la imagen visual

Los fotorreceptores de los vertebrados son célutisms en forma y funcion. Existen dos
tipos de células fotorreceptoras: los conos y lostdmes. Sus segmentos externos son la
porcién sensible a la luz, y su morfologia le da nongmada uno de ellos. Contienen el
pigmento visual asi como los demas componentes dedadzade fototransduccién en la que

participan diversos mensajeros, enzimas y canahsnm
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EP
SE Bastones
Conos
CNE
CPE
Célula horizontal
Célula bipolar
CNI
9 _\SJ0)© Célula de Miiller
-' @ () Célula améacrina
cPl = '
CCG Célula ganglionar
Axones

Figura 4. Representacion esquematica de la retina con la disfrosici

de los distintos tipos celulares en las distintas cdpRsel epitelio

pigmentario, SE: capa de segmentos externos detlwsefceptores,

CNE: capa nuclear externa, CPE: capa plexiforme rxte€NI:

capa nuclear interna, CPI: capa plexiforme intermraGCcapa de

células ganglionares.
El segmento externo de los bastones esta formadogmmsdinembranosos apilados en forma
ordenada. Estos discos son estructuras sacularele das paredes, de doble membrana,
guedan separadas por el espacio intradiscal. En latbrapas se encuentra el pigmento
visual: rodopsina en los bastones y conopsinas erdoss. En los conos, el segmento
externo esta constituido por numerosos pliegues de rnaemtapilados, que se abren al
medio extracelular. En ambos tipos de fotorrecepttmessegmentos externos se encuentran
unidos a los segmentos internos a través de un talletestoecilio. El cuerpo celular de los

fotorreceptores contiene al nlcleo. En la mayorieag@s$pecies de mamiferos, los bastones

son aproximadamente 20 veces mas numerosos queros (Masland, 2001a), aunque la
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cantidad de ambos tipos celulares varia marcadarmsehte la superficie de la retina. En el
centro de la retina humana y de primates (area deadmiidvea), donde la agudeza visual es

maxima, se observan sélo conos (Figura 5).

i

S e BrainCormmection tom |

Figura 5. Representacion esquematica
de la fovea

Los fotorreceptores se encuentran en la capa dditea maas cercana al fondo del globo
ocular y mas alejada de la cérnea y de la entradazd®br consiguiente, ésta debe atravesar
las otras capas antes de alcanzar la capa de fotomexepalvo en la fovea, donde la luz
incide directamente. Por lo tanto, la posicion de laaese encuentra “invertida” respecto a
la entrada de la luz (Figura 6). Las células bimsarecibeninput directo de los
fotorreceptores y hacen sinapsis con las CGRs. Son nmédgrosas que las células
horizontales y amacrinas, y dominan la capa media detitza. Existen distintos tipos de
células bipolares que pueden estar conectadas exohgsite&n a bastones o a conos. Las
células horizontales conectan los fotorreceptores cobifmlares, y las células amécrinas
establecen conexiones sinapticas, paralelas a la mipegetiniana, entre neuronas bipolares
y ganglionaresPor ultimo, las células ganglionares se ubican en la capniana mas
cercana al centro del globo ocular, sus axones forinaereo 6ptico y proyectan fuera del
0jo, a través del disco éptico o papilen base a las conexiones anatdmicas y funcionales

entre los distintos tipos celulares retinianos, se comsigige la informacién fluye a través de
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la retina siguiendo dos vias: un camino directo, desdefdtorreceptores a las células

bipolares y de éstas a las ganglionares; y uno indjrentel que las células horizontales se
interponen entre los fotorreceptores y las céluladdnies, y las amacrinas entre las bipolares
y las ganglionares. La via directa de transmision denrdoion es altamente especifica; la
via indirecta, en cambio, es mas difusa. Este planrgem® conexiones retinianas,

fundamentalmente a nivel de la via directa, varia draaméote entre la fovea y las zonas
periféricas. En la fovea o las zonas adyacente$ptorreceptor (cono) se conecta con una
Unica célula bipolar y ésta a su vez con una Unétalac ganglionar. Esta relacion entre

fotorreceptores, células bipolares y ganglionares, agla ez mas convergente hacia la
periferia. La ventaja de este sistema es la alta dendieladuestreo que permite una gran

resolucién espacial (Masland, 2001b; revisado porde€l, 2001).

Retina

Esclera B _Coroides %

paa%

Pupila : ' ‘--=:§.
J X
- ¥4
. . y ¥
Cnstalmo/
Iris Nervio dptico /
EP
Cuerpo Ciliar

Figura 6. Esquema del ojo de vertebrados con una porcioretide

ampliada donde se aprecia su disposicion y organiza&Ci@GRs: células

ganglionares de la retina, EP: epitelio pigmentario.
El principal neurotransmisor excitatorio de la retina, ghitamato, es el transmisor
responsable de la via directa de la informacion vidblblutamato es liberado desde los

fotorreceptores a células bipolares y horizontalessgd las células bipolares a ganglionares
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y amacrinas. En oscuridad, el glutamato es liberadorema tonica por los fotorreceptores a
la brecha sinaptica y su liberacién se interrumpe cemgasicion del fotorreceptor a luz. El
glutamato induce la despolarizacion de las células bgm@aFF y la hiperpolarizacion de las
bipolares ON. Estas células a su vez, liberan glutareatdas sinapsis con las células
ganglionares. Un conjunto variado de sefiales libenadlasélulas horizontales y amécrinas,
que incluyen al &cidg-aminobutirico (GABA), la glicina y la dopamina, moanulesta via

directa.

2. Los ritmos circadianos

Un ritmo describe un conjunto de eventos que se socddeuna manera ordenada vy
periddica. Muchos fendmenos naturales son ciclicasocia alternancia entre el dia y la
noche, el ciclo lunar, las estaciones del afio, etc. ritows bioldégicos son fenémenos
universales que ocurren en todos los niveles de orgadizalesde el nivel molecular hasta
niveles sociales, pasando por ritmos a nivel del @gsgamin toto. Una enorme variedad de
funciones fisiol6gicas, bioquimicas y comportamentales geridodicas. Los ritmos
biol6gicos también ocurren en todos los organismdsdieslos, ya sean procariotas o
eucariotas.

La ritmicidad con que ocurren ciertos eventos en laraleza permite a los organismos
anticiparse a ellos, adaptarse adecuadamente a sueticldgico y por consiguiente, lograr
un méaximo aprovechamiento de los recursos. La niignate aves o el cambio de pelaje en
ciertos animales son algunos ejemplos que demuestratuealeza predictiva que permite a
los individuos anticiparse a los cambios ambientalambién existe prediccion en eventos
diarios: nuestro organismo comienza a ponerse etaatenutos (o incluso horas) antes de
que suene el despertador, y el gallo anuncia el com@sialia sin necesidad de conocer por

el servicio meteoroldgico la hora en la que sale leLsoritmicidad parece ser tan importante
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en la coordinacion con el medio ambiente, como erdalacion y coordinacion interna de
los procesos metabdlicos.

Para caracterizar un ritmo se pueden definir una skFiepardmetrost (periodo), A
(amplitud) y¢ (fase). El periodo es el intervalo de tiempo entesiwesos idénticos, o sea,
la duracion de un ciclo; la amplitud es la distanciaeestrvalor medio de la variable y el
maximo valor que alcanza dicha variable a lo largbp@riodo; y por ultimo, la fase indica
en qué momento del ciclo temporal esta situada la var@abkstudio (Figura 7). En general,
la fase esta referida a otra funcion perioddica quesleser externa (hora del dia, etc.) o bien

interna (otro ritmo bioldgico).

Periodo (7)

Amplitud

%

Variable

e Tiempc;

Cambio de fase (Ag)

>

Figura 7. Esquema de una variacién ritmice indican los tres parametros

mas relevantes de toda oscilacion: el periodo (o susayvkr frecuencia), la

amplitud y la fase.
Los ritmos biolégicos abarcan un amplio rango de pesioglpueden clasificarse de acuerdo
a ellos (Tabla I). La mayoria de los procesos cotudles y fisiologicos (temperatura,
actividad, suefio-vigilia, secrecion de hormonas, etcijaoson un periodo cercano a las 24
horas. Estos ritmos se denominan circadianos (del ¢atin, cerca de ydies dia). Por
ejemplo, en los humanos existe una diferencia diariande de 1°C en la temperatura
corporal entre el punto mas alto (que ocurre a laYaréé mas bajo (que ocurre durante la

madrugada). Se denominan ritmos ultradianos a aquel®sienen un periodo menor a 24
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horas, como por ejemplo el ritmo cardiaco, cuyo pleries de aproximadamente 1 segundo.
Los ritmos con periodo mayor a 24 horas se llamaadignos, y ejemplo de ellos son el
ciclo menstrual y el ciclo de hibernacion. Los ritnreirgadianos son los mas ampliamente

distribuidos en la naturaleza, y se encuentran en tldosiveles de organizacién de un

individuo.
Tabla I. Frecuencia de los ritmos bioldgicos.
TIPO DE RITMO PERIODO EJEMPLOS
0,1 seq. Electroencefalograma
1 seg. Ritmo cardiaco
ULTRADIANO 6 seq. Ritmo respiratorio
60 min. Secreciones pulsétiles de hormonales
90 min. Alternancia de estados de suefio
Actividad — Reposo
CIRCADIANO 24 horas
Temperatura corporal
28 dias Ciclo menstrual
INFRADIANO
365 dias Hibernacion

3. El sistema circadiano.

En ausencia de cambios ambientales definidos, esafecondiciones constantes en las que
no hay indicios externos del paso del tiempo, se dieeetjorganismo esté en libre curso o
free running Bajo estas condiciones, el organismo expresa ritincadianos con un periodo
cercano, pero no exactamente igual, al experimentaths ael aislamiento. Esto indica la
existencia de un reloj endégeno, denominado reloj dica, cuya periodicidad es de
aproximadamente 24 horas. Los animales diurnos celmbombre tienen un periodo

circadiano de méas de 24 horas, mientras que ciertiosakl®s nocturnos como el ratén
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presentan generalmente un periodo circadiano de merdgstawas (Pittendrigh, 1981 a y b;
Aschoff, 1960).

El hecho de que los seres humanos tengamos un indojo cuyo periodo es de
aproximadamente 25 horas y que los ritmos internosgumuales oscilen con un periodo
de 24 horas exactas se debe a un mecanismo quensgacnuestro tiempo interno con el
tiempo externo. De este modo, los factores ambientatgara como sincronizadores
(usualmente llamadoZeitgeberspor la palabra alemana que significa “dador de t@jnp
forzando la periodicidad del reloj circadiano a adogtatd 24 horas del ambiente. Desde el
punto de vista conductual, el aspecto mas importegit¢éiepo local es la alternancia del
ciclo luz-oscuridad. Es por ello que el sincronizadobigntal mas poderoso, tanto para los
animales como para las plantas, es el ciclo de luzrdsa, al que se suman, en los
mamiferos superiores, distintos factores sociales (Asghaol., 1975). Las principales
propiedades de los ritmos circadianos fueron oriigieate definidas por Colin Pittendrigh en
1960. Algunas de ellas son: 1) los ritmos circadianosubicuos, 2) los ritmos circadianos
son endodgenos, 3) los ritmos circadianos son ogwilasi auto-sostenidas, 4) los ritmos
circadianos son innatos, 5) los ritmos circadianos seeetran en todos los niveles de
organizacion de un organismo, 6) el periodo endé¢enes diferente en distintas especies,

7) t es practicamente independiente de la temperaturaciesjde compensa sus variaciones

(Quo = 1), y 8) los ritmos circadianos se sincronizan poiliop&ridades ambientales de
periodo T, siendo la més importante el ciclo luz-oscur{@#tendrigh, 1960).

El sistema circadiano se caracteriza por tres conmpesrincipales (Figura 8): 1) una via
de entrada deZeitgebero agente sincronizador (componente exdégeno); 2) unadscil
formado por estructuras marcapasos que generareflal ircadiana (reloj bioldgico,
componente enddgeno); y 3) vias eferentes desde lampasos a los sistemas efectores

(ritmos bioldgicos), asi como las relaciones entre dlosincronizacion entre el componente
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exodgeno y el enddgeno y el acoplamiento entre el ydog ritmos (Moore, 1983; Moore y

Card, 1985; Meijer y Rietveld, 1989; Morin, 1994; Moy Allen, 2006).

Ritmo

Biolégico

Zeitgeber ENTRADA Oscilador\ | SALIDA g

(exogeno) | "= - T
Sincronizacion

. Acoplamiento ‘
N\ /

Temperatura

Enmascaramiento
Niveles hormonales

Actividad locomotora

Expresién de proteinas

Figura 8. Componentes principales del sistema circadiano.

Sin embargo, debe destacarse que este esquema Isdtd tena simplificacion de lo que
ocurre en la naturaleza, dado que los diversos comgasndel sistema interactdan entre si en
ambas direcciones. Los ritmos son capaces de ‘“reteatiami la actividad del reloj, un
fendbmeno que probablemente permite “poner en hora’fiamente al oscilador. EIl hecho
de que existan osciladores autbnomos a nivel de ladens@nsorial (por ejemplo, en la
retina) y que éstos interactien con el oscilador cemtirlce un nivel adicional de
complejidad en la regulacion del sistema circadianan€ga se menciond, el principal
Zeitgeber (0 agente sincronizador) en mamiferos es el cicleofcuridad. Existe, sin
embargo, la posibilidad de que bajo determinadas ciomgis, eZeitgeberno sincronice al
reloj sino que afecte directamente a la salida del miso® riimos), fenémeno conocido
como enmascaramiento (Mrosovsky, 1999). Por ejenepkncendido de las luces durante la
noche afecta directamente la actividad locomotora dead@s nocturnos, a veces sin llegar a
sincronizar el reloj. El enmascaramiento complementartiol del reloj como una forma de
“ayudar” a los animales a especializarse ya sea @rcha diurno o nocturno (Aschoff y Von

Goetz, 1988).
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Si bien el reloj puede ser sincronizado por un gianero de estimulos como la temperatura,
los habitos sociales, la conducta reproductiva, laidetiy los olores, etc, la luz es percibida
por el sistema circadiano a través de un sistemaréateptor especializado. Este sistema fue
originalmente descripto en vertebrados no mamiferosp queues, anfibios, reptiles y aves,
en los que existen células fotorreceptoras circaditoeizadas en distintos lugares del
cerebro, que responden directamente a la luz quetrpea través del craneo (Menaker,
2003). En mamiferos, los fotorreceptores circadigpg@tenecen a la familia de las opsinas, y
se encuentran localizados en un grupo de células gaag® en la retina. Como se
mencionara en detalle mas adelante, la principal opsidurada en la sincronizacion
fotica es la melanopsina. Tanto las células gangliorgaresontienen melanopsina como los
fotorreceptores tradicionales (conos y bastones) cogtib a la sincronizacion fotica
(Berson y col., 2002; Hattar y col., 2003; Panda y, @003). La luz se transmite desde la
retina hasta el reloj central a través de una via modyota especifica llamada tracto
retinohipotalamico (TRH).

El componente principal del reloj biologico en mamifesos los nlcleos supraquiasmaticos
(NSQ), dos grupos de neuronas que se encuentrdizdaizss en la base del tercer ventriculo,
sobre el quiasma Optico, en la parte anterior del Hagrota (Figura 9). Los NSQ estan
compuestos por una poblacion heterogénea de céluldsydndo mdaltiples clases de
neuronas peptidérgicas y astrocitos (Abrahamson y &Jo2001). Estos nucleos poseen
alrededor de 20.000 neuronas y 8.000 astrocitos eome® compactados en un volumen de
aproximadamente 1 nﬁ‘r(GuIdner, 1983; Klein y col., 1991). Aun en condi@sraisladas,
los NSQ contindan activos en forma ritmica (Newman ypdds 1986; Colwell, 2000). La
lesion o ablacion de los NSQ provoca la desaparioilosl ritmos circadianos de secrecion
hormonal, actividad locomotora y bebida, entre otros. hBeho, transplantes de tejido

hipotalamico conteniendo NSQ en animales con sus NSiQniados, restauran los ritmos
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circadianos de estos ultimos, induciendo la ritmicidadddelnte en el receptor (Ralph y

Lehman, 1991).

A
Neruioﬂﬁ,gos -

' -“;INSQ‘ ! -
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Figura 9. Localizacion de los NSQ. (A) Vista ventral de un ceretheohamster. Los nervios
oOpticos se cruzan formando una regidn llamada quiagtieodQO). Los NSQ se encuentran
ubicados en el hipotadlamo, justo encima del quiasmaadB¢ Seccién coronal de un cerebro de
hamster conteniendo a los NSQ. (C) Tincidn inmunocitoga para neuropéptido Y (NPY) en
hamster, se observa marca positiva en los NSQ. Toamdduscat y Morin, 2006. Abreviaturas:
3V: tercer ventriculo, QO: quiasma 6ptico; NSQ: nlcleosasupasmaticos.
Los NSQ se comunican con el resto del organismo astrdgéproyecciones nerviosas y
secreciones humorales, tanto para las vias de entadapara las de salida. Las principales
aferencias provienen de la retina. La informacién désdetina sigue dos vias, una directa a
través del TRH y una via colateral que pasa por laetojutergeniculada lateral del talamo
(IGL) y luego inerva la zona ventrolateral de los N®(@sta segunda via se la conoce como
via geniculo-hipotalamica (VGH). Ademas, existen afdesndesde el rafe, tanto del nicleo
dorsal como del medial y del nacleo paraventriculartéleimo (PVT) (Krout y col., 2002;
Moga y Moore, 1997). Muchos de los nucleos hipotalémimervados por los NSQ
establecen en realidad circuitos bidireccionales, imelwallos mismos a los NSQ en forma
reciproca (Krout y col., 2002). De todas las vias afese la mejor caracterizada es la del
TRH. Esta via se origina en CGRs que contienen opsinaspacidad fotorreceptora

intrinseca (Beaulé y col., 2003; Berson y col., 200atada col., 2002; Morin y col., 2003;

Provencio y col., 2002).
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3.1 Mecanismos moleculares de oscilacion del reloj.

Con el avance de la biologia molecular se ha logratEnebgran cantidad de informacion
respecto a las bases moleculares del reloj circadiEneloj molecular esta compuesto por
tres sistemas de expresion genética acoplados: 1)njuntm de elementos positivos, 2) un
conjunto de elementos negativos y 3) un sistema desgem@rolados por el reloj que
participan en la regulacion de los ritmos celulares. élementos positivos y negativos estan
formados por los llamados “genes reloj” y sus pobds proteicos generan un patron de
oscilacion mediante su expresion ciclica. Esta oscilaci@nseentra fuertemente regulada,
tanto a nivel transcripcional como traduccional y post-teidmal (Dunlap, 1999; Okamura
y col., 2002). El sistema béasico de oscilacion codetan ciclo de retroalimentacion negativa
en el que los componentes positivos promueven lss@rde los componentes negativos que,
al acumularse, reprimen su propia sintesis. Los compesmgositivos principales son dos
proteinas de la familia PAS (en referencia a las protetaRs RRNT y SIM deDrosophilg):
CLOCK (del inglésCircadian Locomotor Output Cycle Kapuy) BMAL1 (del inglésBrain
and Muscle ARNT-Like proteir).1Los miembros de la familia PAS poseen un dominio b
HLH (del inglésbasic-Helix-Loop-Helix y la capacidad de activacion transcripcional. PAS
es un dominio de dimerizacion que permite la unidtras proteinas con dominio PAS y el
dominio b-HLH permite la unién al ADN. La presenci@l ddlominio PAS es una
caracteristica muy conservada en los genes reloj,edéastigos a mamiferos, y su
combinacién con el dominio b-HLH es frecuente etosdactores de transcripcion, que
incluyen a muchos de los componentes positivos dedosadores circadianos (Reppert y
Weaver, 1997). El heterodimero formado por CLOCK yAMN se une a una region del
ADN llamadaE-box(cuya secuencia es CACGTG) y regula positivamenteafescripcion
génica (Mufioz y col., 2002). El gemeriod (per) fue el primer gen reloj aislado en

Drosophila (Konopa y Benzer, 1971; Smith y Konopka, 1981; Bawigl Young, 1984;
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Zehring y col., 1984) y constituye uno de los elem&nigativos. En mamiferos, existen tres
genesper, denominadoerl, per2 y per3. Las proteinas PER1 y PER2; junto con los
productos proteicos de los genes criptocror@oy) CRY1 y CRY2, funcionan como
elementos negativos del reloj. PER y CRY se unen fadmdreterodimeros que regulan
negativamente su propia transcripcion y la del complgj@@K-BMAL1 ( Yoshimura y
col., 2000; luvone y col., 2005; Kohsaka y Bass, 20@kahashi y col., 2001, 2008; Tosini y
col., 2008; Figura 10). Durante este ciclo de retraatimcion negativa, varias de las
proteinas reloj sufren modificaciones post-transcripadies, principalmente fosforilacion y
ubiquitinizacion (Lee y col., 2001; Miyazaki y col.,@Q 2004; Harms y col., 2004). La
fosforilacion de proteinas reloj fue caracterizadayinaimente enDrosophila donde la
proteina DBT (del inglégloubletimg cataliza la fosforilacion de PER y promueve su
ubiquitinizacion y degradacion (Cyran y col., 2009)h&mdlogo de DBT en mamiferos es
la enzima caseina kinasa | epsilon (KAl igual que erDrosophila la fosforilacion de las
proteinas PER (PER1 y PER2) por €Kiromueve su ubiquitinizacion y degradacion a
través del proteosoma. Sin embargo, si PER esta uridRyaformando un heterodimero, la
fosforilacion por CK¢ conduce a la entrada y acumulacion de PER-CRY emieko
(Knippschild y col., 2005; Figura 10). Mas recientemes&e ha descripto un nuevo
componente del reloj molecular llamaRev-Erlx, un receptor nuclear cuya transcripcion es
activada por el dimero CLOCK-BMALL. A su vez, la proteiREV-ERB es capaz de
reprimir la sintesis d8mallactuando sobre los elementos de respueRiaveErBRor (del
inglés Receptor tyrosine kinase-like orphan receptoresentes en el promotor de este gen
(Preitner y col.,, 2002; Ueda y col.,, 2002). Esta im@dn entre los ciclos de
retroalimentacion negativa y positiva a nivel de los NfaQe que los componentes positivos
se expresen en antifase con respecto a los compsneygativos, lo que se ve reflejado en

un ritmo circadiano con méaximos durante el dia |@sa Perl, 2y 3 y maximos durante la
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noche paraBmall, en tanto que en mamiferos, la expresionCiteck es constitutiva o

presenta oscilaciones circadianas de muy baja amplitud.

Degradacion via
—————— - proteosoma

NUCLEO o
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Figura 10. Esquema del mecanismo molecular de oscilaciéon delaj en mamiferos.
Consiste principalmente en los elementos negativos PERI(RFPER2) y CRY (CRY1

y CRY2) que inhiben la transcripcion de los llamadosnelgos positivos, CLOCK y
BMAL. Estos ultimos regulan a su vez, a través de sanuailas regiones E-box, la
expresion tanto de genes circadianos como la de genss regulados por el reloj
(lamados CCG, del inglé€ircadian Controlled GengslLa expresiéon de BMAL es
ademas regulada por REV-krfa través de ROR. Las proteinas PER son reguladas d
manera post-traduccional a través de su fosforilacion @Kle. Modificado de
Knippschild y col., 2005.

4. La retina como reloj circadiano autbnomo

La transicion entre la oscuridad y la luz es probableemuna de los acontecimientos mas
importantes en la vida cotidiana de un organismo. tengidad luminosa a mediodia de un
dia soleado difiere en hasta doce 6rdenes de magregpmbcto a la medianoche. La
capacidad del sistema visual para medir contrasteg swmtirackgroundque cambia en este

rango de intensidades, es el resultado de un conjuntplejp de mecanismos bioquimicos y
neurofisiolégicos. Muchos de estos cambios ocurrgndamente en respuesta a la
iluminacion ambiental; sin embargo se ha demostradoatgumas respuestas adaptativas

retinianas son reguladas por osciladores circadiano®genos. Estos osciladores actian
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como relojes que inducen cambios en el sistema viauaheion de la hora del dia, tomando
ventaja de la predictibilidad de los cambios diarios enmabiente fotico. Como ya se
menciond, midiendo el tiempo, més que la intensidad Ilwainan reloj puede inducir
respuestas adaptativas con anticipacion a los cangrnol iluminacion ambiental que
ocurren al atardecer o al anochecer. Es indudablememtiajeso, por ejemplo, que la
transcripcion de genes que codifican para proteinasaedas para periodos de oscuridad se
inicie durante la tarde, de manera tal que los niveles t@e pesteina alcancen valores
maximos durante la noche. De hecho, diversas fuesiatulares (niveles de ARNm que
codifican para los fotopigmentos de conos y bastomesjes de PKC, fagocitosis de los
segmentos externos de los fotorreceptores, sensibilidadl, entre otros (Tabla Il) varian
circadianamente, en algunos casos aun en condicioriksrileacion constante y aun luego
de la lesién de los NSQ o la transeccion del nedpitico (para una revision ver Cahill y
Besharse, 1995; Tosini y Fukuhara, 2002). En tralajgos de nuestro laboratorio, hemos
demostrado que en la retina de hamster determinad&blear oscilan en respuesta al
estimulo fotico (sistema nitrérgico, actividad de hemo-ardge, niveles de GMPc) en tanto
que otras, son regulados por osciladores circadiggigiemas GABAérgico y dopaminérgico
retinianos) (Jaliffa y col., 2000, 2001; Saenz y @00Q2; Sacca y col., 2003). Por otra parte,
evidencias obtenidas por nuestro y otros grupos paied&ar que la sintesis de melatonina
en la retina del hamster esté regulada tanto por el delluz-oscuridad como por un reloj
circadiano local (Faillace y col., 1994; Tosini y Menalk€96).

La primera demostracion experimental respecto a la aegiatede un reloj circadiano
autébnomo en la retina de vertebrados se obtuvXemopus leavigBesharse y luvone,
1983).Varios afios mas tarde, se demostrd la presgaaia reloj circadiano en la retina de
mamiferos (particularmente en el hdmster), con la cdpdde regular la sintesis circadiana

de melatonina aun en oscuridad constante y en condicimis&adas (Tosini y Menaker,
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1996).

Tabla Il. Algunos ejemplos de ritmos circadianos retinianos

Funciones retinianas Sensibilidad visual y respuestas
electrorretinograficas (Bassi y Powers, 1987)
Dominancia de bastones-conos (Manglapus y
col., 1999)

Mecanismos de sefales de Niveles de AMPc en fotorreceptores y células
transduccion ganglionares (Garbarino-Pico y col., 2004)
Ras, B-Raf, ERK, y vias de sefiales de pCREB
en fotorreceptores ( Ko y col., 2004)
Afinidad de canales cati6nicos por GMPc (Ko
y col., 2001)

Mecanismos de transcripcion ARNmM de Transducina (Brann y Cohen, 1987)
ARNmM de lodopsina (Pierce y Besharse, 1985)
ARNmM de Melanopsina (Chaurasia y col.,
2005)
ARNmM de Nocturnina (Green y Besharse,
1996)

Procesos estructurales Formacion de espinulas en la sinapsis cona
célula horizontal (Wagner y col., 1992)
Movimiento retinomotor de los conos (Welsh
y Osborne, 1937)

Funciones metabdlicas y pH extracelular y metabolismo energético
neuroquimicas (Dmitrievy Mangel, 2001)

Metabolismo de fosfolipidos en los
fotorreceptores y células ganglionares (Guido
y col., 2001)

Biosintesis de melatonina en los
fotorreceptores (Tosini y Menaker, 1996)
Actividad dopaminérgica (Jaliffa y col., 200(
y GABAérgica (Jaliffa y col., 2001)

~—

Posteriormente, estos resultados se extendieron a espa&sies como la rata y el raton
(Tosini y col., 1998). El hamster mutart®u, cuyo periodo de oscilacion circadiana es

significativamente mas corto que el de animales normetesq resultado de una alteracion

en la CKle (Lowrey y col.,, 2000), presenta también un periodaocen cuanto a la

secrecion retiniana de melatonina (Tosini y Menakerg19%al ritmo de fagocitosis de los
discos del segmento externo de los fotorreceptorescé€Gy col., 1996). Estos resultados

constituyen una evidencia sélida en favor de que elaasmilretiniano exhibe mecanismos
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moleculares similares a los del reloj central. En sstgido, se ha demostrado la expresion
de genes reloj en la retina de diferentes especies rtEbraglos. En la retina de rata se
demostré que la expresion del ARNmREr1, Clock y Bmalgs baja en los fotorreceptores y
mas abundante en la retina interna (Namihira y col., 98901). En la retina de ratén, se
han obtenido resultados contradictorios. Inicialmerste, describié la presencia y la
colocalizacion de ARNm deerl, Clock y BmalEn los fotorreceptores y en la retina interna
(Gekakis y col., 1998). Diversos trabajos han deradstria presencia (Yujnovsky y col.
2006, Dinet y col., 2007a y b) o ausencia (Witkovskgoy, 2003; Storch y col., 2007) de
expresion de transcriptos Berl en los fotorreceptores. Sin embargo, Ruan y co0gpBan
demostrado la expresion coordinada de los seis gel@gsPer 1y 2, Cry 1y 2, Clock y
Bmall) en células horizontales, bipolares, y amacrinas,uc@nproporcion mas baja en los
conos y bastones y una mayor proporcidn en las nasr@amacrinas dopaminérgicas.
Ademds, estos autores han demostrado la persistenciagsode 25 dias de los ritmos de
expresion de genes reloj en retinas de ratdn aisladdss que se observa degeneracion de
los fotorreceptores (Ruan y col., 2006). Por etr@oio, Tosini y col. (2007) demostraron la
expresion de ritmos circadianos robustos de biolwmémicia en la capa de fotorreceptores
aislada a partir de retinas de ratas que expresamekpertero luciferasa asociaddParl
(Per:luc).

Una de las sefiales mas paradigmaticas del sistemaiaimoaes la melatonina. Se han
descripto ritmos circadianos en los niveles de mela#ofo de las enzimas involucradas en
su sintesis) en la retina de diferentes especies de regttebincluyendo diversos roedores.
En todos los casos analizados, se observé que taragkiEmtula pineal como en la retina, la
sintesis de melatonina es alta durante la noche y begatd el dia (Pang y col., 1980; Yu y
col., 1981; Lucas y Foster, 1997; Sakamoto y Isi@i@8a, 1998b; Pozdeyev y Lavrikova

2000; Fukuhara y col., 2001). Dado que los ritmdmienos en diversas especies se han
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asociado estrechamente con la capacidad de sintetedlatomna y teniendo en cuenta el
conjunto de evidencias que sefialan a los fotorreceptorao el sitio mas probable para este
proceso biosintético (Niki y col., 1998), el conjurde evidencias previas ha llevado a
postular a este tipo celular como el sustrato anatomiée probable para la localizacion
celular del reloj retiniano. Sin embargo, en nuestlbotdatorio hemos demostrado por
primera vez, la capacidad de las células ganglionagek detina de pollo de sintetizar
melatonina, ain en condiciones aisladas (GarbarinoyPam., 2004). Asimismo, como se
detallard& mas adelante, se ha demostrado la exprdsionn nuevo fotopigmento, la
melanopsina, exclusivamente en un grupo de célaaglignares que proyectan a los NSQ
(Berson y col., 2002). Este conjunto de evidenciasgeeindicar que las CGRs podrian tener
la capacidad de oscilar en forma autonoma y resp@tdeluz en forma independiente de los
fotorreceptores clasicos.

Si bien el mecanismo del procesado de la informdaidinosa involucrado en la formacion
de la imagen consciente ha sido claramente establdgigddormacion disponible respecto a
fendmenos moleculares intrinsecos a la generaciaitrdes biolégicos locales, e incluso
sobre los tipos celulares retinianos directamente invadios, es notablemente escasa. En
todo caso, la informacion retiniana ambiental en maosdfes critica para la sincronizacion y
los cambios de fase de los ritmos circadianos geosenaaor el marcapasos hipotaldmico. Por
lo tanto, el estudio de la actividad ritmica retinianasga auto-sostenida o como eferencia
de la informacion procedente de los NSQ es esenaial l|a comprension de la génesis y

fisiologia de la actividad circadiana.

4.1 Nuevos fotorreceptores retinianos
Aunque la primera definicién de "0jo" en el Diccioibade La Real Academia Espafiola es

simplemente "el 6rgano de la visién" (en el hombi@syanimales), en la ultima década se ha
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descripto una nueva funcion para el ojo: incluso esemeia de vision formal, el ojo puede
actuar como un sensor de luz ambiental, similar al afjafa de una camara fotogréfica.
Diversas funciones reguladas por la luz, incluyendo itera@nizacion de los relojes
circadianos, la supresion de actividad por luz, laesipn fotica de la sintesis pineal de
melatonina y la respuesta de la pupila a la luz se mamtien animales que son ciegos como
resultado de mutaciones que causan una degeneragifplet® o casi completa de los
fotorreceptores clasicos, los conos y bastones. Enriasnae han descripto casos de sujetos
que carecen de percepcion consciente de la luz yersbargo, retienen la capacidad de
generar respuestas circadianas a la luz (Czeislelr,y1685). Aunque es bien sabido que los
0jos son necesarios para la regulacion mediadaupatdl sistema circadiano (la extirpacion
bilateral de los ojos suprime la sincronizacion (Nelsatugker, 1981), los bastones y los
conos no parecen ser estrictamente necesarios pargullaaion fética circadiana. En este
contexto, se ha identificado a los fotorreceptores invatlas en la sincronizacion de los
ritmos bioldgicos en mamiferos entre la poblacion @&R€ De hecho, la ablacion genética
de los fotorreceptores clasicos no afecta la respdésta del sistema circadiano a los
cambios de fase (Foster y col., 1991; Freedman y &6B9; Lucas y col., 1999). La
implicancia clara de que el ojo de los mamiferos coatiem fotorreceptor diferente de los
fotorreceptores clasicos para medir la intensidad lezlambiente proviene de descripciones
en raton y en humanos de respuestas a irradiangiasespectro de sensibilidad no coincide
con la de los fotorreceptores retinianos clasicoskioura y Ebihara, 1996; Brainard y col.,
2001; Thapan y col., 2001). En los ultimos afios,dacdpcion de CGRs intrinsecamente
fotosensibles (CGRsif) ha dado a la fototransduccwisual una base anatomica. Varias
lineas de evidencia sefialan que las CGRsif son capaceansducir informacion sobre las
condiciones de luz ambiental a centros cerebralesdatjuls en la deteccion de luz ambiental

(como los NSQ), y de participar en funciones quduien la sincronizacion del reloj
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circadiano y el reflejo pupilar (RP) (Berson y col002; Hattar y col., 2002; Provencio y
col., 2002). Un andlisis detallado ha revelado la exdstethe una red heterogénea de CGRsif
con amplios campos receptivos que detectan la intenseldaz cambiental con un maximo
de absorcion en el rango del color azul del espeatrededor de los 480 nm (Berson y col.,
2002; Dacey y col., 2005). Las CGRsif parecen contritambién a la supresion fotica de la
liberacibn nocturna de melatonina pineal. La sintesis bimka melatonina oscila
circadianamente con valores maximos durante la fasernacen tanto que la luz durante la
noche disminuye muy significativamente los altos niveles moctu de melatonina
plasmética a través de una via que involucra al TRblofkl 1996). La supresion fética de
melatonina persiste en ratones sin conos y bastonealgwemas personas ciegas (Hannibal y
col., 2004; Wee y Van Gelder, 2004). Se ha propuaskn melanopsina y los Cry como
candidatos a fotopigmentos para la fototransducciom detiha interna (Guler y col., 2008;
Hankins y col., 2008). Un andlisis de ratones quexpoesan melanopsina o Cry indica que
los fotorreceptores de la retina interna y externa (condmastones) contribuyen a las
respuestas féticas no visuales, y que tanto la melar@psimo los Cry desempefian un rol
clave en este proceso. Los Cry son proteinas uniddaviaaf y pterina, estrechamente
relacionado con fotoliasas de ADN que funcionan céotapigmentos sensibles a la luz azul
enDrosophila Sin embargo, aln es controversial si los homoélogananiferos conservan
la capacidad de fotorrecepcion (Green, 2004). lesgncia de Cry en la retina interna de
roedores sugiere que estos fotopigmentos podrian iestaucrados en la sincronizacion
circadiana (Miyamoto y Sancar, 1998). Si bien aunagitio completamente elucidada una
respuesta bioguimica a la luz para los Cry de mami{&uoeen, 2004), lo que genera dudas
respecto a su capacidad de fotorrecepcion, se haiptesque los Cry humanos y de
Drosophilapueden ser activados por luz a través de la fotocodtlu de flavina (Hoang y

col., 2008). El analisis fisiolégico de la sincronizaciincadiana y la capacidad de respuesta
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de la pupila a la luz en ratones que carecen de gsitsinas conduce a tres conclusiones
centrales (Van Gelder y col., 2003): 1) los fotorreoegs retinianos internos y externos son
capaces de proporcionar informacion parcialmente nahte a la retina interna, 2) la
melanopsina es necesaria para la fototransducciGamrééina interna en ausencia de conos y
bastones, y 3) los Cry podrian contribuir a la amplitedadfototransduccion de la retina
interna, pero no parecen ser estrictamente necesarioenfiargo, se demostré que la
pérdida de Cry en la retina de ratones disminuye sigtifaamente la sefializacion fética a
los NSQ, y reduce notablemente el RP (Thompson.y2@03). Estos resultados sugieren un
modelo en el que tanto los fotopigmentos clasicosoclosfotopigmentos de la retina interna
son suficientes para la deteccidn no visual de laWee(y Van Gelder, 2004). La expresion
ectdpica de melanopsina restaura la funcién visuadtemes con degeneracion retiniana (Lin
y col., 2008). Diversos estudios demuestran que BRI que contienen melanopsina
desempefian un papel central en la sincronizacion @redla regulacion del periodo
circadiano en respuesta a luz constante, el RP, la fdtaibn aguda de la actividad
nocturna, y la regulacion fética de la biosintesisng¢atonina pineal. Muchos de los déficits
en estas funciones son sutiles o no evidentes en satafes para melanopsina (Lucas y col.,
2003; Mrosovsky y Hattar, 2003; Panda y col., 200#\Ry col., 2002). Solo después de que
estos ratones se cruzan con ratones que carecestdadsay conos funcionales se observan
fenotipos extremos (Hattar y col., 2003; Panda y @003). Ratones transgénicos que
carecen de fotorreceptores funcionales (Barnard ly 2004; Freedman y col.,, 1999) o
ratones homocigotas para un alelo que provoca deggian de la retina (Foster y col., 1991)
son capaces de regular la actividad locomotoradiana por luz de manera similar a los
controles. En ratones nulos para melanopsina, aptcitlad de cambiar la fase de los ritmos
circadianos en respuesta a pulsos de luz se atenida(jaml., 2002; Ruby y col., 2002),

mientras que ratones que carecen de bastones y eommeniles y nulos para melanopsina
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son completamente incapaces de generar cambios elénthscidos por luz (Hattar y col.,
2003; Panda y col., 2003). Analogamente, aunque rdtsnes rodless/rodless(rd/rd)
muestran una pérdida de registro de 1,5 unidadda sensibilidad del RP consensual, la
respuesta maxima se puede lograr a irradiancias muy @lt@a014 fotones seg™ crmi?),
mientras que ratones nulos para melanopsina no mues&rimucion de la sensibilidad, a
pesar de que presentan una disminucion de alredetlb®® en la amplitud de la respuesta a
las irradiancias més altas analizadas (Panda y @8l3)2Estos resultados sugieren que los
fotorreceptores visuales complementan las funcionda deelanopsina en la regulacion de
las respuestas no visuales.

La posibilidad de que la melanopsina desempefie luanrdas funciones visuales es adn
controversial. Las dendritas de las CGRsif recibenrinémion de células amécrinas y
bipolares, lo que provee una base anatomica a travisall las CGRsif podrian regular
vias visuales (Belenky y col., 2003). Por otra pdatenelanopsina ha sido involucrada en la
regulacion de la via visual de los conos humanos spuesta a la exposicion a luz a largo
plazo (Hankins y Lucas, 2002). En primates se demam® las CGRs que expresan
melanopsina (MCGRs), combinan con conos y bastoreamsmos que permiten codificar
la irradiacion en el rango de todo el sistema visu@cféy y col.,, 2005). Por ultimo, en
ratones nulos para melanopsina se describié la pédgideontrol circadiano sobre ciertos
parametros de la via visual de los conos (Barnardl.y 2006), lo que podria sugerir la
participacion de los fotorreceptores de la retina i@em la optimizacion de las vias visuales
clasicas de acuerdo a la hora del dia. Estos ressliadwan que los futuros modelos del
procesado visual retiniano deberan considerar tesbles contribuciones del sistema de
fotorreceptores que contienen melanopsina.

Ademés de su proyeccion directa a los NSQ, estidasétambién proyectan al nudcleo

geniculado lateral y al ndcleo pretectal olivar, regioreerebrales implicadas en la
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modulacion de los ritmos circadianos y el RP (Hattaply, 2002). Se ha demostrado que
células que expresan melanopsina también proyect@rz@nh ventral y subparaventricular
del nucleo ventrolateral predptico, regiones del cer@brolucradas en la regulacion del
suefio y del ritmo circadiano locomotor (Gooley y c2003; Morin y col., 2003). Ademas de
los estudios en mamiferos, recientemente se ha denmmptragrimera vez la persistencia de
fotosensibilidad de la retina interna en un modelo debemdos no mamiferos de ceguera,
los pollos GUCY1 * (Valdez y col., 2009). Estos aales sufren una retinopatia muy severa,
similar a la Amaurosis Congénita de Leber humana pémida de bastones y conos
funcionales. No obstante, respuestas a la luz como glIRBincronizacion del ritmo diario
de alimentacion persisten en estos animales. En conjwsios resultados apoyan
sélidamente la idea de que fotorreceptores retinianos@¥earticipan en la regulacion de
diversas funciones no visuales como la sincroniza@éinaf de los ritmos de actividad, el
RP, el suefio y la supresion de la sintesis noctugmaedatonina pineal a través de una via
no-visual que conecta las CGRsif con los NSQ y el nughkraventricular pretectal, entre

otras areas.

4.2. Las prostaglandinas en la retina

Las prostaglandinas (PGs) son derivados lipidicos deb &raquidonico biolégicamente

activos pertenecientes a la familia de eicosanoides, jontéos leucotrienos y tromboxanos.
Las PGs se sintetizan en forma ubicua y participan esgldacion de una amplia variedad
de sistemas fisioldgicos, incluyendo el sistema nerviestral, el sistema cardiovascular y el
sistema inmune. A través de mecanismos paracrinos @rrenas, las PGs regulan la

actividad del sistema nervioso autbnomo, la algesia y laefieasi como la comunicacion

entre células gliales y neuronas, entre muchos otroeged¢Friedman y col., 1978; Bilak y

col., 2004). La PGE2 es un potente vasodilatadorgeitdé e inmunomodulador, y aumenta
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la permeabilidad vascular. En el ojo, la PGE2 can&ssis, vasodilatacion, alteracion de la
barrera hemato-ocular y, dependiendo de la dosisneata o disminuye la PIO
(Bhattacherjee y Hammond, 1975; Bhattacherjee y Patei®®®; Wirostko y col., 1978;
Eakins y Bhattacherjee, 1977; Stjernschantz y col. 183®, 1989; Alm y Villumsen,
1989). La PGF2a reduce la PIO, posiblemente al aumentar el flujo de salida uveoescleral
(Alm y Villumsen, 1989).

La sintesis de PGs a partir de acido araquidénicatatizada por ciclooxigenasas (COX). Al
presente, se han descripto dos isoenzimas microseEX-1 y COX-2) que difieren en su
estructura y mecanismos de regulacion. La COX-1 estibativa, ubicua, y responsable de la
sintesis de PGs que participan en el control de la hdasgoselular. La COX-2 es
practicamente indetectable en condiciones basalesepdralucida por una amplia gama de
estimulos, sobre todo por estrés oxidativo e inflabm@orita, 2002). Sin embargo, otros
estudios indican que ambas isoenzimas podrian sersadae de forma constitutiva, en
particular en el sistema nervioso central (Maih6fnesly 2000).

La retina de mamiferos contiene cantidades relativamentrges de acido araquidonico
esterificado con fosfolipidos de membrana. La liberadé acido araquidonico se produce
en la retina en distintas condiciones experimentalesejporplo, por anoxia, despolarizacion
en presencia de altas concentraciones déBikkle y Bazan, 1984a), y exposicion a la luz
(Dentchev y col., 2007). La actividad de COX esta ptesen la retina (revisado por Bazan,
1989), y se ha demostrado que la retina humana y d&@uieden sintetizar prostaglandinas
E2, F2a, 12, D2 y tromboxano A2 a partir de *“C-acido araquidénico (Birkle y Bazan, 1984b
Kulkarni, 1991). Sin embargo, la informacion dispdaibcerca de estos autacoides a nivel
retiniano es todavia fragmentaria y con mayor orieditatarmacolédgica que fisiologica. En
ese sentido, se ha demostrado la participacion de@ssen el edema macular cistoideo

(Tennant, 1978; Milch y Yannuzzi, 1987) y la retinopatiabética (Du y col., 2004). En
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condiciones fisiologicas, las PGs locales pueden acturmo moduladores de las respuestas
sinapticas, regulando la liberacion de dopamina (djafiay col., 1994) y aspartato (LeDay y
col., 2004), asi como la respuesta electrorretinogré8aninoff y Bito, 1981; 1982).

Mas recientemente, se ha demostrado que la PGE 2italexpresion del ARNm deerly

la oscilacion subsiguiente de genes reloj en céliddibdoblastos NIH3T3 (Nakahata y col.,
2006), y que administrada por via intraperitoneal, la P@HB@ce un cambio de fase en la
expresion dderl en higado, rifidon y corazon de raton (Tsuchiya y @905). En la retina,
las PGs participan en la induccién de los movimientolesleonos y el epitelio pigmentario
inducidos por la oscuridad, mientras que inhibidore<®X disminuyen la elongacion de
los conos y la agregacion de pigmentos en la retingedes (Cavallaro y Burnside, 1988).
Estos resultados sugieren la participacion de las PGsfasidlogia circadiana retiniana, asi
como en el procesamiento de la informacion fética loEal.este contexto, uno de los
objetivos del presente trabajo fue analizar la biosintesRBGs en la retina de hamster desde

una perspectiva cronobioldgica.

5. El glaucoma

El glaucoma se conoce desde la antigiiedad; su nod#siea del griegoGlaukosque
significa verde palido, el color con el que los griedescribian los ojos de los ancianos
ciegos, y el color que, efectivamente, toman las pupiados enfermos con glaucoma
avanzado.

El glaucoma define a un grupo de desérdenes visuakesanstituye una de las principales
causas de ceguera irreversible en los paises dée#oso Es una disfuncion ocular de alta
prevalencia, caracterizada por diversas manifestexiatimicas e histopatoldgicas que
incluyen una pérdida progresiva de las funciones lMsygue se acompafia de la muerte de

CGRs y la atrofia progresiva de la cabeza del nemptc@ Una complejidad adicional del

36



Introduccion

glaucoma es que su curso es practicamente asintorhasta etapas avanzadas de pérdida
visual, debido a que la enfermedad afecta en primetantia el campo visual periférico y
sOlo en las ultimas etapas compromete la vision cemdra. vez ocurrida la pérdida de la
funcion visual, ésta es irreversible.

El comun denominador de todas las formas de glaucosndaeneuropatia Optica
caracteristica, que se asocia con varios factoregsigorientre los cuales el mas importante
es el aumento de la PIO (Van Buskirk y col., 1978 Baskirk y Cioffi, 1992). De hecho, la
farmacologia disponible para el tratamiento de estaraigfn esta orientada esencialmente
hacia el control de la PIO. Sin embargo, ya en 183@re8ht Von Graefe describio el
glaucoma de presion normal en pacientes que ddabanlesta misma neuropatia con PIO
por debajo del limite establecido (Lozano-Elizonddl®0 Actualmente se estima que este
tipo de glaucoma tiene una incidencia en la poblad&r0,6 % (Bonomi y col., 1998). Por
otro lado, también se han observado pacientes cortdnp&mn ocular que no desarrollan la
neuropatia.

Existen distintas formas de clasificar los glaucomaguSesu etiologia, se dividen en
primarios (sin causa aparente) o secundarios a o#ttadogias como diabetes, miopia y
uveitis (Daubs y Crick, 1981; Richler y col., 1982; Klgincol., 1994), entre otras. De
acuerdo a la apariencia del &ngulo de la cAmarai@ntpueden ser glaucomas de angulo
abierto o cerrado. Por ultimo, segun su evolucion paedrsar en forma aguda o cronica. El
glaucoma cronico de angulo abierto es la forma metuénte (60 -70 %) (Choong vy col.,
2003). Se ha postulado la influencia de un facteeditario (Shin y col., 1977; Uhm y col.,
1992), asi como de un componente etario (Quigley y t884; Leske y col., 1995) y racial
(David y col., 1978; Tielsch y col., 1991; 1994). &mojo glaucomatoso, la resistencia a la
salida del humor acuoso esta incrementada, causandelewacion de la PIO. En el

glaucoma primario de angulo abierto, el mecanismoigwele este aumento de la resistencia
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es aun elusivo, aunque muy probablemente esté asoeiadlteraciones a nivel del
trabeculado y/o el canal de Schlemm (Cernea, 1993).

El diagndstico clinico del glaucoma se fundamenta enditeraciones oculares: el aumento
de la PIO, la alteracion concéntrica del campo visualexcavacion de la papila debida a la
pérdida de axones del nervio 6ptico. Si bien, comosgamencionara, la disminucion
farmacoldgica de la PIO es por ahora la terapideteién, en muchos casos se ha observado
que la pérdida visual persiste luego de su restamraci@lores normales. A pesar de la gran
variedad de farmacos disponibles (agonistas o antstgeniadrenérgicos, agonistas
colinérgicos o inhibidores de la colinesterasa, entresptaln existe controversia en la
terapia médica del glaucoma. En el inicio de la endelad, el tratamiento frecuente es la
administracion topica u oral de alguno de estos farmdcoando el dafio en el nervio o en el
campo visual progresa a pesar de la terapia farngicaluso de 2 drogas: maximo
tratamiento tépico) (Edmunds y col., 1999) o no sedogn adecuado control de la

hipertension, se recurre a una trabeculoplastia |&sema intervencion quirdrgica.

5.1. Modelos experimentales de glaucoma

Desde hace varias décadas, la comunidad cientificaactenal reconoce el uso de modelos
animales como una herramienta Gtil para el estudio gattdogia humana. La similitud de

un proceso patolégico en animales de experimentaeidn, con diferencias respecto al
humano, contribuye significativamente a la comprensiérud proceso en su contraparte
humana. A pesar de multiples intentos, el desarrolloatietos para el estudio del glaucoma
todavia no ha alcanzado consenso en un modelo quedugpa completamente la

enfermedad en animales de laboratorio y sea reprddutibs modelos experimentales de
glaucoma previamente descriptos, son generalmente indupmioel impedimento de la

salida de humor acuoso. En este sentido, las estaregm frecuentemente utilizadas son: 1)
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la inyeccién de solucidn salina hipertonica en las vanaesas (Morrison y col., 1997), 2) la
cauterizacién u oclusion de 2 6 3 de las venas epiate$ (Shareef col., 1995), 3) el
bloqueo del flujo acuoso por fotocoagulacion luegola inyeccién de tinta china en la
camara anterior del ojo (Ueda y col., 1998), y 4)dinde animales donde la patologia se
produce por alteraciones genéticas (Anderson y col2)20linguno de estos modelos es
ideal, y en muchos casos requieren de equiposiapados y del aprendizaje de técnicas de
dificil manejo, los animales desarrollan glaucomacemaé relativamente tardia y requiere un
compromiso de tiempo significativo para la experimedtg o presentan una cinética de
elevacion de la PIO significativamente diferente a llodéumanos.

Si bien se ha sugerido una relacion causal entre leacifie del metabolismo de GAGs
trabeculares y el glaucoma, no se disponia de un madetal que permitiera evaluar esta
hipétesis. Como ya se menciond, los tipos predominaeté&sAdss en el trabeculado son el
AH y el CS. Trabajos pioneros de Barany y Scotchbr¢®54) demostraron que el
tratamiento de ojos de gato con hialuronidasa testiculan®aisminuye la resistencia al
filtrado en el angulo, a casi la mitad de su valor @icDesde entonces, se ha dedicado
considerable atencion a los mucopolisacéridos sess#lhialuronidasa en el sistema de
salida del flujo. En este sentido, se ha demostrado duiallaonidasa testicular incrementa
el flujo de humor acuoso en ojos de perros (Van BliskiBrett, 1978) aunque la evidencia
sugiere un efecto menor en ojos humanos (Hayasakarg,SL978)Asimismo, se demostro
una correlacion entre la remocion del AH y una disriiin en el flujo de humor acuoso en
ojos de conejo (Kneper y col., 1984) perro (Van Kksy Brett, 1978) y vaca (Barany y
Scotchbrook, 1954), pero no en ojos de primates (Biub¥ col., 1997). Por lo tanto, estas
evidencias sugieren que en algunas especies, exsteanrera de GAGs que disminuye la
salida del humor acuoso y que es sensible a la hmdiasa testicular. En primates, la

evidencia de la presencia de una barrera de GAG®e&s concluyente (Hubbard y col.,
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1997, Sawaguchi y col., 1992). En trabajos preveaukstro laboratorio, hemos demostrado
gue la brimonidina, un hipotensor ocular de uso frei®jeaumenta significativamente la
actividad de hialuronidasa en el trabeculado del conejeemos postulado que el efecto
hipotensor de este f&rmaco podria estar, al mengsaga, asociado a la capacidad de
aumentar etlearancede GAGs (Benozzi y col., 2000). Si una disminuciérekeoontenido
de GAGs trabeculares disminuye la PIO, parece pogildeel aumento en el contenido de
AH o CS trabecular induzca el efecto opuesto. Variasdést histologicos de microscopia
Optica y electrénica, asi como estudios inmunohistoquéenamscribieron una excesiva
acumulacion de materiales de la matriz extracelulaloertrabeculados de pacientes con
glaucoma primario de angulo abierto (Fine y col., 198&hen, 1983; Johnson, 2006).
Resultados similares se obtuvieron en un modelo de ajf@icortisénico experimental en
conejos (Francois y col., 1984).

Se dispone de considerable cantidad de evidengiastia del uso de agentes viscoelasticos
en la practica oftalmoldgica, que avalan el vinculoeelos GAGs vy la P1O. Estos agentes
contienen AH y CS y se han convertido en una herrgmiesencial en la cirugia del
segmento anterior para generar espacio y reducir eim&ay la pérdida de células
endoteliales. Estos agentes son responsables de caesacerbar en forma transitoria, y a
veces significativa, una elevacion post-quirdrgicalad®IO (Jurgens y col., 1997). Se ha
demostrado que la inyeccion de sustancias viscoelasticésniendo AH aumenta la P1O en
conejos (Harooni y col., 2000). El andlisis bioquimienlos distintos GAGs en el glaucoma
demostré una disminucion en el contenido de AH y unestionen el contenido de CS en el
trabeculado (Knepper y col., 1996). Se obtuviersultados similares en un modelo de
hipertension ocular inducido por dexametasona en cen@aoepper y col., 1985) y en
primates (DeSantis y col., 1990). Estos resultadosramigue el CS podria participar en la

regulacion del flujo de humor acuoso y que la acucrade CS en el trabeculado podria

40



Introduccion

cumplir un rol significativo en el glaucoma de anguloedtbi De hecho, se ha demostrado
que una mayor cantidad de CS en el tejido conectitaganalicular en el glaucoma tiene un
mayor impacto sobre el flujo de humor acuoso queolacentracion trabecular de HA
(Knepper y col., 2005). Basado en este conjunto deereids, en trabajos previos de nuestro
laboratorio hemos desarrollado un modelo experimedélglaucoma a traves de la
administracion semanal de AH en la camara anterioojde Si bien este modelo reproduce
aspectos centrales del glaucoma humano, su utilizacidleliido ser abandonada porque la
empresa fabricante de este reactivo (Sigma) ha intprdomen forma definitiva su
produccion. Hemos realizado multiples intentos para reeapéste producto con reactivos
similares de ésta u otras empresas, pero no hegrasitoreproducir los resultados originales
obtenidos con el tipo de AH con el que se realizastoseexperimentos. Por lo tanto, uno de
los objetivos de este trabajo de Tesis fue el ddkard® un modelo experimental de
glaucoma a través de la administracion intracameral deGA@, el CS, con el objetivo

particular de analizar la influencia del glaucoma stbfencion del sistema circadiano.
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Sobre la base de las consideraciones mencionadas latrdduccion, los objetivos

centrales de este trabajo de Tesis fueron:

1- Analizar la biosintesis de PGs en la retina de hantssde una perspectiva

cronobioldgica.

2- Examinar la existencia de un ritmo circadiano en lesles de las proteinas reloj
CLOCK y BMAL1, asi como la localizacién intrarretiniana dstas proteinas en la

retina de hamster.

3- Desarrollar un modelo experimental de glaucomaagas, a través de inyecciones

intracamerales de condroitin sulfato.

4- Examinar el efecto del glaucoma experimental soasefunciones visuales no

formadoras de imagen.

5- Analizar el ritmo de actividad en pacientes congjang.
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1. Animales

1.1. Hamsteres

Se utilizaron hamsteres dorados madiedocricetus auratygpeso promedio: 120 + 20 g),
provenientes de una colonia @harles River Breeding Laboratorig®Vilmington, MA,
USA) y obtenidos de un comerciante local. Los aresigke mantuvieron con agua y comida
ad libitum en un ambiente controlado de temperatura (21 + 2t@medad. El fotoperiodo
del bioterio fue de 14 h de luz - 10 h de oscuridaD,(prendido de las luces a las 6 a.m.).
En algunos experimentos, los animales se mantuvierosamidad constante (D:D) por 48 h
antes del sacrificio. En algunos casos, los animalsa@éicaron a las 4:00 h, 8:00 h, 12:00
h, 16:00 h, 20:00 h y 24:00 h. El periodo circadiarmmedio para nuestros hamsteres es de
24,1 h, por lo tanto en condiciones constantes, los @iengpcadianos cambiarian como
maximo 6-12 minutos. Por lo tanto, asumimos que lesngbs circadianos fueron
aproximadamente iguales a los horariosAselgeberprevios. En aquellos casos en los que
los animales se sacrificaron en condiciones de osmyrids animales se sacrificaron bajo luz
roja tenue (< 1 lux) y las incubaciones se realizaoroscuridad. Luego del sacrificio, se
enuclearon los 0jos y se extrajeron y procesaroretasas como se describe a continuacion

para cada ensayo.

1.2. Ratas

Se utilizaron ratagVistar macho (peso promedio: 250 £+ 50 g) mantenidas coa pgomida
ad libitum en un ambiente controlado de temperatura (21 + 2¥@)medad. El bioterio fue
iluminado con luz fluorescente, que se apagaba y fgemdométicamente cada 12 horas,

(luzde7am.a7p.m.).
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En todos los procedimientos de manipulacion y sairifde animales se siguieron
estrictamente los Estatutos para el Uso de Animalesftain®@logia e Investigacion Visual

de laAssociation for Research in Vision and Ophthalmol@gyVO).

2. Determinacion de la liberacion de PGs retinianas

Retinas individuales se incubaron en 150 ul de solucion Krebs-Ringer bicarbonato a 3€
durante 1 h en una atmosfera 95%5 CQ. Al final del periodo de incubacion, las retinas
se removieron y se utilizaron muestras de los medidascddacion para la determinacion de
los niveles de PGE2 y PGF2a por radioinmunoensayo (RIA), como se describié previamente
(Ribeiro y col., 2003). Para ello, alicuotas (40Cara PGE2 y 20 ul para PGF2a) de los
medios de incubacién se pre-incubaron con un amtisegpecifico (dilucion 1:20 para los
anticuerpos anti-PGE2 y artiGF2a) durante 45 minutos a 4°C. Luego, se agregSHI-
PGE2 o fH]-PGF2a (20.000 dpm, actividad especifica 160 y 169.7 Ci/mmol,
respectivamente, pureza mayor a 97%, New England &lu€erp., Boston, MA, USA), y
las muestras se incubaron durante 1 PGa #40s niveles de PGs se obtuvieron a partir de una
curva estandar, con un limite de sensibilidad del endaybpg. La inyeccion intraperitoneal
de indometacina (10 mg/kg), 3 h antes del sacrificio, gméwna reduccidn significativa en

la liberacion retiniande PGE2 y PGF2a. (~ 85%).

3. Determinacién de los niveles de COX-1, COX-2, CLOCKBMAL-1, rodopsina,
melanopsina y Thy-1.

3.1. Preparacion de las muestras para determinar niles de COX-1y COX-2

Las retinas se homogeneizaron en 200 ul de buffer (10 mM de HEPES; pH 7,9, 1 mM de
EDTA, 1 mM de EGTA, 10 mM de KCI, 1 mM de DTT, 0/8M de fluoruro de

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 40 ug/ml de leupeptina, 2 pg/ml de pepstatina A, 0,5 ug/ml de
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aprotinina y se afiadié Triton a una concentraciof,B8&o (v/v). Después de 15 min a 4°C,
los homogenatos se agitaron suavemente durante $& sentrifugaron a 8.000 g durante 15
min. Una alicuota de los sobrenadantes se utilizé petarrdinar la concentracion de
proteinas. El resto de los sobrenadantes se utilizodedeaminar los niveles de COX-1 y

COX-2 porWesterrblot.

3.2. Preparacion de las muestras para determinar niles de CLOCK y BMAL-1

Las retinas se homogeneizaron en 100 pl de buffer de homogeneizacion similar al ya
descripto. Después de 15 min a 4°C, los homogenatagitaron suavemente durante 5 s y
se centrifugaron a 16.000 g durante 30 s. Los sobaeteslse utilizaron como la fraccién
citosOlica. Los precipitadase resuspendieron en 90 pl de buffer (20 mM de HEPES; pH 7,9,

1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 25% de glicerol, 0,4MNaCl, 1 mM de DTT, 0,5 mM
PMSE 40 pg/ml de leupeptina, 2 pg/ml de pepstatina A y0,5 pg/ml de aprotinina). Se
agitaron las muestras durante 30 min a 4°C, se aggaribn a 16.000 g durante 5 min y los
sobrenadantes obtenidos se utilizaron como la fraccion amuchdicuotas de ambas
fracciones se utilizaron para determinar la conceldtnaaé proteinas y el resto se utilizé para
determinar los niveles de CLOCK y BMAL-1 en la porcidgiosdlica y nuclear powestern

blot.

3.3. Preparacion de las muestras para determinar nivelege rodopsina, melanopsina y
Thy- 1

Las retinas se homogeneizaron en 100 pl de buffer de homogeneizacion similar al ya
descripto. Después de 15 min a 4°C, los homogenatagitaron suavemente durante 5 sy

se centrifugaron a 900 g durante 10 min y se proeei® ya se describid énl
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3.4Western blot

Las proteinas (100 pg/muestra) se separaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al
10%. Después de la electroforesis, las proteinasmssfitieron a membranas de difluoruro de
polivinilideno durante 60 min a 15 V en un sistema Rad Trans-Blot SD (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Las membranaslesguearon con 5% de leche en polvo
descremada ebuffer Tris (pH 7,4) conteniendo 0,1% de Tween 20 duraftemn a
temperatura ambiente. Para determinar los niveles deeLXCOX-2, las membranas se
incubaron durante toda la noche°€4on anticuerpos policlonales de conejo anti-COX-1
anti-COX-2 en una dilucion 1:500 (Cayman Chemical,n Arbor, MI, USA). Para
determinar los niveles de CLOCK y BMAL-1, las membras@sncubaron durante 72 h a
4°C con anticuerpos policlonales de conejo anti-CLOCHEnt-BMAL-1 en una dilucion
1:1000 y 1:500, respectivamente (Affinity BioreagentclRord, IL, USA). Para determinar
los niveles de rodopsina y melanopsina, las membisaxubaron durante toda la noche a
4°C con anticuerpos anti-rodopsina (Santa Cruz Biotdoggp Santa Cruz, CA, USA) o
anti-melanopsina (Affinity Bioreagent, Rockford, ILSB) en una diluciéon 1:1000. Para la
determinacion de los niveles de Thy-1 se incubd la manabdurante toda la noche &4
con un anticuerpo policlonal de conejo anti-Thy+i wna dilucién 1:500 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Las membranakss#ron corbuffer Tris (pH 7,4)
conteniendo 0,1% de Tween 20 y se incubaron durartecdn una dilucion 1:2000 del
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa FB-Laboratories, Hercules, CA,
USA). Las bandas se visualizaron por quimioluminis@nWestern Blotting Analysis
System; Amersham Biosciences, Buenos Aires, Argentirse determinaron los niveles de
B-actina como control interno de carga. Las membram@&ssanearon y la intensidad de las

bandas se determind utilizando el programa ImageJaofNdtinstitutes of Health, Bethesda,
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USA). Los valores se expresaron como unidades aihgrde los niveles de COX, CLOCK,

BMAL-1, rodopsina, melanopsina o Thy-1/nivelespdactina.

4. Determinacion de la localizacién de COX-1, COX-2,I0OCK y BMAL-1

La localizacibn de COX-1, COX-2, CLOCK y BMAL-1 se etérmind por
inmunocitoquimica. Para ello, se enuclearon los ojosmediatamente se sumergieron
durante 24 h en un fijador conteniendo formaldehido%leh buffer PBS (100 mM de
fosfato de sodio y 100 mM de NaCl, pH 7,2). Se estmaj la cérnea y el cristalino y el
segmento posterior se deshidratdé y se incluyd eniparabe realizaron secciones con
microtomo de un espesor de 5 um a lo largo del meridiano vertical que pasa por la cabeza del
nervio Optico. La recuperacion antigénica se realizécptentamiento (9C) durante 30 min
en secciones sin tefir inmersas lariffer citrato (pH 6,3) y la actividad de la peroxidasa
enddgena se bloqued con una solucién 0,3% g8, len metanol durante 20 min. A
continuacioén, las secciones se pre-incubaron con swwensal de caballo durante 1 h (NHS).
Para la deteccion de COX-1 y COX-2, las seccioné@scsdaron durante toda la noche°€4
con los mismos anticuerpos utilizados para los expetaseleWestern bloen una dilucién
1:500. Para la deteccion de CLOCK y BMAL-1, las s&wes se incubaron durante toda la
noche a 4C con los mismos anticuerpos utilizados para logex@ntos déVestern bloen
una dilucién de 1:1000. Se realizé una tincion corep&widina-biotina marcada utilizando
el sistema LSAB2® HRP Dakocytomation, de acuerdo comktsucciones del fabricante.
Algunas secciones no se trataron con los anticuerposanws para confirmar la
especificidad de la inmunorreactividad. Se capturargitaffhente imdgenes microscopicas
con un microscopio Nikon Eclipse E400 (iluminacion: féara halégena de 6-V, 20 W,

equipado con una fuente de luz estabilizada) a travésaleamara Nikon Coolpix S10.
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5. Lesion de los nucleos supraquiasméaticos (NSQ)

Los animales se anestesiaron con clorhidrato demikesa(150 mg/kg) y clorhidrato de
xilazina (2 mg/kg) administrados por via intraperitoneal ycs®caron en un aparato
estereotaxico. Las lesiones electroliticas de los NSQeabzaron con las siguientes
coordenadas (de bregma): +0,6 mm rostral, -8,2 mmtraley 0,0 en la linea media (con la
barra interauricular estereotéxica fijada a -2,0 mm)a@ied corriente continua (2,5 mA)
durante 40 s. En los animales con operacion simu&daocedimiento fue similar, pero no
se aplico corriente. Después de la cirugia, los aninsalesantuvieron entre 7 y 10 dias en
D:D. La lesion de los NSQ se verificd por la pérdidd dtmo circadiano de actividad
locomotora en condiciones de oscuridad constasfecamo por la histologipost-mortem

del cerebro de secciones coronales con tincién deekdBarrera.

6. Ritmos de actividad locomotora en hamsteres y ratas

Los animales se mantuvieron individualmente en jaylase monitoreé la actividad
locomotora diaria con sensores infrarrojos ubicaddsescada jaula. El sensor infrarrojo
funciona mediante la emision de pulsos de luz inframdgiendo la distancia a los objetos
por el tiempo que tarda en llegar la sefal reflejadalaCrez que cambia la distancia, el
sensor abre o cierra un interruptor. Todos los semsee probaron para garantizar la
uniformidad de la respuesta. Las muestras se tomadanSceninutos y se almacenaron para
su posterior analisis.

Para el estudio de los ritmos de actividad de hamsird$a en que se realizo la lesion de
los NSQ se los retird de la jaula, se realizé lagiaw luego se los mantuvo en la jaula en
condiciones de oscuridad constante. La actividad trades se analiz6 usando un software

para la adquisicion de datos (EITemps, Barcelona, Eppasa realiz6 un actograma y un

48



Materiales y Métodos

periodograma para cada animal para verificar la pcésen pérdida de ritmicidad
locomotora.

Para analizar los ritmos de actividad locomotora thsrdos animales se mantuvieron en un
ciclo L:D de 24 h (encendido de las luces a las 7.0épagado de las luces a las 19.00 h)
durante 15 dias. Luego se realiz6 un cambio de fdseidle L:D de 6 h (retraso de fase:
encendido de las luces a las 13.00 h, apagado dedes la 1.00 h; adelanto de fase:
encendido de las luces a la 1.00 h, apagado dedes &las 13.00 h) y se calcul6 el tiempo
de resincronizacion. La actividad registrada se anaisahdo el mismo software que en el
caso de los hamsteres. Se construyd un actogramagyatico en forma de onda con la
actividad promedio de cada animgl,se determind el inicio de la actividad locomotora
(respecto del apagado de las luces) como los pygr&bloques de actividad (registrada cada
5 minutos) que superan el valor de la media de fecgrédddemas, se analizo el porcentaje de
actividad locomotora en las fases de luz y oscurilhdctograma aouble plotes un gréfico
que representa los valores de una variable (activigagperatura, etc.) a lo largo de en un
ciclo temporal. En el eje X se representa la variatielargo de cada ciclo (en este caso un
dia) y en el eje Y ciclos sucesivos. Se grafican e de cada ciclo repetidos en dos
columnas double plo}, una al lado de la otra, con el fin de visualizar migjsrcomponentes
ritmicos no sincronizados. Las lineas negras represktntaadida de la variable en estudio,
en este caso actividad locomotora. A mayor altitud, magtividad. Donde no hay lineas, no
hay actividad, es decir, el animal estd en reposobdraa que se encuentra arriba del
actograma indica la fase de luz (barra blanca) y adasoscuridad (barra negra).

7. Administracion intracameral de condroitin sulfato (C9

Las ratas se anestesiaron con una inyeccion intrapetitdeehidrocloruro de ketamina (50
mg/kg), e hidrocloruro de xylazina (0,5 mg/kg). Comnjag 30-G, se inyectaron 20 pl de CS

(10 - 40%) en solucion salina en un ojo, y en el ajatralateral, el mismo volumen de
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solucion fisiolégica. Para ello, los ojos se enfocdrajo un microscopio quirdrgico Colden,
con luz coaxial. Se movi6 la aguja a través del limbimeoescleral hacia la camara anterior
con el bisel hacia abajo. Cuando la punta del biganab la caAmara anterior, el liquido
progresivamente incrementd la profundidad de la cansmparando la aguja del iris y
evitando el contacto con el cristalino (Figura 11). Lalgcaciones se realizaron lentamente,
usando la fuerza necesaria para vaciar el conteida jeringa de tuberculina (ajustada a 20
pl). Las inyecciones se aplicaron en el limbo corndeesc comenzando en la hora 12 y
cambiando el sitio de la inyeccion de hora en hora pwtar la formacién dpannus Se roto

el animal para lograr mejor acceso al limbo. Las inge&s se realizaron luego de aplicar
una gota de hidrocloruro de proparacaina al 0,5% éa op. Se excluyeron los animales
que desarrollaron catarataspthisis bulbj cuya incidencia no super6 el 5% del total de
animales utilizados. Ademas, casi todos los animalesrmdlaron un edema corneal
localizado en el sitio de la inyeccién que no durd d&24 h. Durante el tiempo en el que
los animales estuvieron anestesiados, se les colocélyel 83 ojos para evitar queratitis.
No se observaron diferencias en la incidencia de estaplicaciones oculares entre los
grupos inyectados con vehiculo o con CS. En algumperinentos, los animales se
inyectaron bilateralmente con solucion salina o CS. Paraalaacion del reflejo pupilar, los
animales se inyectaron semanalmente en un ojo comi@olgalina o CS, y los ojos

contralaterales se mantuvieron intactos.
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Figura 11. Inyeccion de AH en la cdmara anterior de

rata
8. Determinacién de la presion intraocular (PIO)
La PIO se determind mediante un TonoPen XL (Figura2ntor, Norwell, MA) en ratas
conscientes segun la técnica descripta por Moore ¥X@95). Los animales se envolvieron
suavemente con una toalla, sin provocar estasis venasi@ctos valsalva, y mientras un
operador lo mantenia firme, otro realizaba la detexoiim. Se obtuvieron cinco lecturas de
cada ojo, omitiendo las que se registraban cuandoaehtm no estaba en contacto firme con
la cérnea. La variacion entre lecturas result6 mehd® &. Los promedios de estas lecturas
se registraron como la PIO de un ojo y un dia detagois. La PIO de cada animal se
promedi6 con las del resto de los animales del mismonmogy el valor promedio resultante se
registr6 como la PIO media del grupo + error estaffi&). No se observaron diferencias
significativas entre el ojo derecho y el ojo izquierdoag@imales intactos o inyectados con
vehiculo. Las mediciones de la P1O se hicieron a la miona cada dia o semana (entre las

11.00 hy las 12.00 h), para evitar las variacionesagi@n este parametro.
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Figura 12. Determinacidn de la P1O en ratas

9. Estudios electrorretinograficos

En animales tratados con CS o solucién salina, se nagistelectrorretinogramas (ERGS)
escotépicos en ambos ojos, luego de tres dias deitaa tihyeccion. Los animales se
anestesiaron como ya se describid. Para el registiéRI@, los animales se adaptaron a la
oscuridad durante 6 horas. Luego, se administr6 otea de proparacaina al 0,5% como
anestésico topico y lagrimas artificiales para maximizaotauctibilidad entre el electrodo
y la cérnea. Se apoyd un electrodo de oro sobre laeapicomo referencia se utilizé un
electrodo de tipo aguja localizado en la oreja ipsilatgral electrodo de tierra se coloco en
la porciébn media de la cola del animal (Figura 13). élestrodos se colocaron bajo luz roja
tenue (1 lux) de 15W de intensidad, que no modificédiaptacion a la oscuridad y se apago
durante el registro. Los registros se realizaron emd@imultanea en ambos ojos. Se utilizé
un fotoestimulador de leds tigtash de 9 candelas sfde intensidad, 0,2 Hz de frecuencia a
una distancia de 20 cm del animal, en ambiente dedstalridad. Para la amplificacion y el
registro de la sefial se utiliz6 un equipo AKONIC BIO-P&kdgnic BIO-PC, Akonic,
Argentina). La sefial se registré con una gananciaO8epV, sin atenuacion, con filtros de
ruido (50 Hz) y filtros de alta frecuencia (1000 H#)aja frecuencia (1,5 Hz) para optimizar

el registro. Se aplicaron 10 estimulos por estudio tps® el promedio de los registros. Se
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determinaron las amplitudes y latencias de las ondas gard cada o0jo. La onda a se
determiné desde la linea isoeléctrica hasta la primelaxdef y la onda b, desde esta

deflexién hasta el pico de la onda b.

Figura 13. Disposicién de electrodos para el

registro de ERG
10. Potenciales visuales evocados (VEPS)
Para el registro de los potenciales visuales evacasdootopicos (VEPS), se colocaron
quirargicamente dos electrodos de acero inoxidalelateral a la cisura interhemisférica
y 5,6 mm por detras de bregma (electrodo activo).oBearon electrodos de referencia en
posicion 2 mm lateral a la linea media y 2 mm antdsrdgma, y un electrodo de tierra en la
cola. Ambos electrodos se aislaron y fijaron con &oritiental y la piel se suturé con nylon
5/0. Cinco dias después de la implantacion de los etixdy los VEPs se evaluaron de la
siguiente manera: después de 6 h de adaptacionsadadad, las ratas se anestesiaron, las
pupilas se dilataron y la cérnea se irrigd de forma nmtente como se describio
anteriormente, bajo luz roja tenue. Todos los registeorealizaron dentro de los 20 min
desde la inyeccion de anestésicos y los animales se vieaotua temperatura constante

durante y después del procedimiento mediante mantafacalras. Cada ojo se registré
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individualmente, se ocluyd el ojo contralateral, y séstegun promedio de 70 estimulos.
Los ojos se estimularon con luz blanca sin atenuarzjlcbh un estimulador fético (diodos
emisores de luz), fijado a la maxima intensidad deyups registros se amplificaron,
filtraron (0,5 Hz filtro de baja frecuencia, 100 Hz fltde alta frecuencia) y promediaron. Se
evalu6 la amplitud entre la deflexion N2 y el picq P3e determind la latencia de N2 desde

el inicio hasta el segundo pico negativo.

11. Microscopia Optica y andlisis de imagenes de ldirea y nervio éptico de rata

11.1. Estudio histopatoldgico

Se analizaron histolégicamente ojos de animales tratadmnaémente con CS o solucion
salina. Los ojos se enuclearon luego de una sobiedie anestesia. Inmediatamente se
fijaron por inmersion en paraformaldehido al 4% yaglaldehido al 1% epufferfosfato (pH
7,2) por 1 hora. Se mantuvo la membrana nictitante lpacorrecta orientacion del corte. Se
extrajeron la cornea y el cristalino y el segmento posteeidijo nuevamente por un periodo
de 12 h en el mismo fijador. Se realiz6 una secciéneateio 6ptico 1.5 mm posterior al
globo ocular de ojos inyectados con vehiculo o CSJupgp se fijo en tetréxido de osmio en
bufferfosfato. Los nervios se procesaron en resina epoaitgs de 1 pm se tifieron con azul
de toluidina. Los segmentos posteriores se deshidna¢areeries de alcohol y se embebieron
en parafina. Se realizaron cortes de 4 um a lo ldegmeridiano horizontal por la cabeza del

nervio Optico y se tifileron con hematoxilina-eosina.

11.2. Procesado de imagenes
Las imagenes de microscopia Optica se capturaron Idigitte con una camara Sony
SSCDC50 adaptada a un microscopio Nikon Eclipse E4i0@inacion: 6-V luz haldgena,

20W). Las imagenes capturadas se digitalizaron en atdrde 520 x 390 pixeles. Luego se
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transfirieron al sistema de analisis de imagen Scicagém(Scion Corporation Beta 4.0.2,
Windows). La morfometria de la retina se evaludé segudescrito por Takahata y col.
(2003), con modificaciones menores. Se seleccionmesnsecciones de cada retina al azar.
Se analizaron nueve imagenes microscopicas de 1 esdecel borde temporal del nervio
optico en forma digital. Se utilizé un objetivo de 4®nduz acroméatica. En el aumento
utilizado, cada pixel de la imagen corresponde a 0,3jucada campo en el monitor
representa un area de tejido de 19.318,7 |8e midi6 el espesor (en pm) de la capa
plexiforme interna (CPI), la capa nuclear interna jCM capa nuclear externa (CNE), y la
retina total. El nimero de células en la capa de cldanglionares (CCG) se expresd en
células por 100 pm. Para cada ojo, se promediasoreRultados obtenidos en tres secciones
separadas y se registré la media de 5 ojos como el neggdogsentativo de cada grupo. El
analisis morfométrico se realizé por observadores quepdesian el protocolo utilizado en

cada ojo.

11.3. Morfometria del nervio 6ptico

La cuantificacién de axones del nervio 6ptico se réaiegun lo descripto por Levkovitch-
Verbin y col. (2004) con modificaciones. Con un objtcromatico de 100x, se capturaron
5 imégenes separadas de distintas regiones del i@tido (2 centrales y ocho periféricas en
sentido horario), para determinar la densidad yidistion de los axones. A la magnificacion
utilizada, cada campo en el monitor correspondié a ea de tejido de 4.095 ﬁny cada
pixel de la imagen a 3,2 um. Se calcul6 el tamaficada axdn (diametro) y la densidad de
axones por mMm Se comparé el nimero de axones por campo enteniogles inyectados
con vehiculo o con CS. El nimero de axones contado$ eémagenes, represento
aproximadamente el 10 % del &rea total del nervio @ptanalisis morfométrico se realizé

por operadores que desconocian el protocolo utilizadmada ojo.
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12. Inmunocitoquimica de melanopsina

Los animales se anestesiaron y perfundieron intraczadiente con 150 ml de solucion
salina seguida de 300 ml de una solucién fijadora ciemea formaldehido al 4% dyuffer
fosfato 0,1M (pH 7,4). Luego, se enuclearon los gjegxtrajeron la cornea y el cristalino, y
el segmento posterior se sumergié durante 24 h en elarfimdor. Las retinas se aislaron y
montaron en portaobjetos de vidrio. La recuperacidigémita se realizd por calentamiento
(90 °C) durante 30 min en retinas enteras, sin tefirrsas erpuffer citrato (pH 6,3) y se
bloqueé la actividad de la peroxidasa enddgena c@nsolucion 0,3% de 4@, en PBS
durante 20 min. Luego, las retinas se pre-incubararN\téS al 2% en PBS durante 1 hora.
Para la deteccidon de CGRs positivas para melanopsi@&Rs), las retinas se incubaron
toda la noche a 4°C con el mismo anticuerpo utilizzala los experimentos #féestern blot
en una diluciébn de 1:1000. La inmunorreactividad pardamo@sina se desarroll6 con
estreptavidina-biotina marcada, utilizando el sistema LSARERacuerdo a las instrucciones
del fabricante (LSAB2® System HRP Dakocytomation, DaBarpinteria, CA, USA). Cada
retina se dividi6 en cuadrante superior, inferior,ahgstemporal y se contaron todas las
células melanopsina positivas en un microscopio 6fpMikon Eclipse E400 (iluminacion:
lampara hal6gena de 6-V, 20 W, equipado con unatduéa luz estabilizada) (100x) y se

realizé un esquema representativo de la retina.

13. Marcacion retrégrada de CGRs que proyectan al Gculo Superior.

Se realizé una incision en la piel que recubre el ordnee expuso el cuero cabelludo. Se
perforé el craneo a ambos lados de la linea mégdamm por detras del bregma y 1,5 mm
lateral a la linea media. Se realizaron 2 agujeroapdeximadamente 2 mm de didmetro a
ambos lados de la linea media, en la zona dondacsem@ran el hemisferio derecho y el

hemisferio izquierdo del Coliculo Superior (Cs), deteadbd a partir de un atlas
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estereotéxico de cerebro de rata (Paxinos y Watsof).288 marcaron retrogradamente las
CGRsmediante una inyeccion de 2 pl de Fluorogold, un trazador fluorescente (Fluorocromo,
Denver, CO, USA) al 2% en solucién salina, en antimmisferios del Cs. El trazador se
inyect6 con una jeringa Hamilton de 10 (Reno, Nevada, USA) con una aguja de calibre
30G. Cinco dias después de la inyeccion de Fluorog@danestesiaron las ratas y se
perfundieron intracardiacamente con 150 ml de solusédina seguida de 300 ml de una
solucion fijadora que contenia formaldehido al 4% erMOde buffer fosfato (pH 7,4).
Luego, se enuclearon cuidadosamente los ojos, seeeatrdp cornea y el cristalino, y el
segmento posterior se sumergié en el mismo fijador dugahte Las retinas se aislaron, se
lavaron con soluciohufferfosfato (0,01M de PBS, pH 7,4) y se montaron enartapbjetos

de vidrio para el recuento de células.

14. Evaluacion del reflejo pupilar (RP)

Los animales se adaptaron a la oscuridad por 1 h detisevaluacion del RP. Se aplico un
pulso de luz blanca (1200 lux) a un ojo y se regisir contraccion de la pupila del ojo
contralateral. Los registros se realizaron bajo luziirdja con una camara de video digital
(Sony DCR-SR60, Japdn). Se determind el didmetro gripéla antes y 30 s después de
aplicar el pulso de luz. La velocidad de muestrenda 30 imagenes/s. Se adquirieron las
iméagenes a partir de la grabacion de un video digiiiizando el programa OSS Video
Decompiler Software (One Stop Soft, New England, USA)porcentaje de contraccion de
la pupila se calcul6 como el porcentaje del areaadaupila a los 30 s del inicio del pulso
(estado estacionario) en relacion con el tamafio de ldapdijatada. En una serie de
experimentos, se estimuld el ojo inyectado con védhiouCS y el RP se registré en el ojo
contralateral intacto. En otra serie de experimentostiel@e se aplicé en el ojo intacto y se

registré el ojo contralateral inyectado con vehiculo o CS.
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15. Determinacién de la supresion fotica de la siniessocturna de melatonina pineal
Animales inyectados bilateralmente con CS o soluciénldigica se sometieron a un pulso
de 20 min de luz blanca (1200 lux) o azul (100Qdar maximo de emision alrededor de los
480 nm) 5 h después de apagarse las luces (es delds 24 h) o se mantuvieron en
oscuridad hasta el sacrificio. Las ratas se sacrificémmediatamente después del pulso de
luz, se extrajo la glandula pineal y se congel6 a°G80Las glandulas pineales se
homogeneizaron en 2 ml de HCI 0,1 M, y la melatonma&drajo de los homogenatos (a
excepcion de 300 pl utilizado para determinar la cdreeidn de proteinas) con 5 ml de
diclorometano. La fase organica se lavo dos vecas2é6 de NaHCE) y agua destilada.
Alicuotas de 1,5 ml de la fase organica se secareacéb y se almacenaron a -20°C hasta la
realizacion del RIA. La recuperacion del proceso deegion fue de 76 + 5%. Las muestras
se resuspendieron en 100 ul de buffer(6 mM de NaN, 0,1 M de KHPQ,, y 0,1% de gelatina,
pH 7,5) y luego se mezclaron con 50 pl &¢]{melatonina (dpm 20.000-24.000; actividad
especifica, 38,8 Ci/mmol) y 50 pl de un antisueroateep proporcionado amablemente por
el Dr. Takashi Matozaki (Laboratory of Biosignal Sciencénstitute for Molecular and
Cellular Regulation, Gunma University, Japon). La rfeese incubd durante toda la noche a
4°C. La separacion de las fracciones unida/libneealizé por el método carbdén-dextran, y la
radioactividad de los sobrenadantes se midié en uadomnde centelleo liquido. Los valores
de melatonina se obtuvieron a partir de una curvadstacuyo limite de sensibilidad fue de

20 pg por tubo.

16. Determinacion de la induccion por luz del gen dexpresién temprana c-Fos en los
NSQ
La induccion de c-Fos se determind por inmunohistoqainAcimales tratados con CS o

solucion salina en forma bilateral se sometieron a usopdé luz blanca (1200 lux) de 10
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min, 6 h después del apagado de las luces (es @etir,1 a.m.) o se mantuvieron en
oscuridad hasta el sacrificio. Las ratas se anesteslah después de recibir el pulso de luz 'y
se perfundieron intracardiacamente con 100 ml dé/Oge PBS seguido de 300 ml de una
solucion fijadora conteniendo formaldehido al 4% en PASVD(pH 7,4). Se extrajeron los
cerebros y se sumergieron durante toda la nocherarselo fijador. Luego, se transfirieron
a una solucion al 30% de sacarosa-PBS durante 48.#gaealizaron secciones coronales
de 40 um que se recolectaron en PBS 0,1 M y se lawao 0,4% Triton X-100 en PBS
0,01M (PBS-T). Los sitios de union inespecifica sejbé&aron con albimina sérica bovina
(BSA) al 0,1% y NHS al 2% en PBS-T durante 1,5 hnaperatura ambiente. Las secciones
se incubaron por 72 h a 4°C con un anticuerpo pakdlde conejo anti c-Fos en una dilucion
1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USAggo, se lavaron con PBS-T y
se incubaron durante 2 h con un anticuerpo secundane@rsal biotinilado (1:200, Vector
Labs). La reaccion se visualiz6 con el complejo avithiodina y el cromégeno VIP

(Vectastain Elite ABC kit, Vector Labs).

17. Determinacion de los ritmos de actividad en paciergeon glaucoma

17. 1 Reclutamiento de los participantes

La poblacion estudiada consistio en 9 pacientes de @dtye80 afios, edad promedio: 67 + 3
afos, sin enfermedades neuroldgicas ni disfuncién nmoteclutados en el Servicio de
Glaucoma del Hospital Oftalmoldgico “Santa Lucia”. Todms pacientes presentaron un
diagnostico de glaucoma de angulo abierto bilateval mas de 10 afios de evolucién, un
disco Optico que evidencié gran deterioro de la ci@tacopa disco (relacion copa/diseo
0,8) y un dafo avanzado del campo visual. Como gogmirol, se incluyeron 6 sujetos
sanos, del mismo rango etario (edad promedio: 6&#03) y sin ninguna patologia ocular a

los que se les realiz6 la misma evaluacion oftalmadogice a los pacientes con glaucoma. A
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todos los participantes se les realiz6 una campimetria ¢arigada con un campimetro
Humphrey Field Analyzer Il 750 (Carl Zeiss Meditec)diamte la utilizacion de un programa
central 24-2 (SITA, Swedish Interactive Thresholding Aldon}. Se considerd dafio
avanzado cuando el patron de desviacion estandaraeiiaba del 95% del limite de
normalidad, con una prueba del hemicampo para gtaatambién fuera de limites normales
(p < 0,05). S6lo se incluyeron campos visuales colefalfpérdidas de fijacion, falsos
positivos y falsos negativos menor del 25%). Para reeta’'efecto aprendizaje” de la
perimetria se realizd, al menos, un segundo examem@mpo visual a cada paciente que se
incluyd en el analisis estadistico. Se incluyeron paesemue presentaron faquias y
pseudofaquias. Al momento de iniciar el estudioggéstraron datos demogréficos y clinicos
de todos los participantes. El protocolo experimentabi@da aprobacion del Comité de
Docencia e Investigacion del Hospital Oftalmoldgico ‘t8dnucia”’. Todos los participantes

dieron consentimiento informado por escrito.

17. 2 Registro de la actividad en pacientes

La actividad se registré con un actigrafo de mufieaarolig de tamafio pequefio (MicroMini
Motionlogger®Actigraph, Ambulatory Monitoring, Inc., Asity, NY, USA). Todos los
participantes utilizaron el actigrafo en la mufieca demi@no no hébil, en forma
ininterrumpida durante 15 a 20 dias. Este instrumento mlid&imero de movimientos
corporales por arriba de un umbral de intensidadstraga cantidad de movimientos cada 1
min y permite almacenar la informacién. Los registresictividad se extrajeron y analizaron
con el software Action-W2 (Ambulatory Monitoring, IncArdsley, NY, USA). Para
diferenciar el periodo de “suefio” del de “vigilia” se iabl el algoritmo de Cole-Kripke (Cole

y Kripke, 1988). El método descripto por Cole y Krigkalla el nimero de movimientos de
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la mufieca en el minuto analizado, mas un valor pondetadnovimientos en los 4 minutos

previos y los 2 minutos posteriores.

18. Determinacién del contenido de proteinas
El contenido de proteinas se determind por el métodmdey y col. (1951), usando BSA

como estandar.

19. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico de los datos se utilizasotests de Student para la comparacion
entre dos grupos experimentales o ANOVA seguido dedesTukey o de Dunnett, para

comparaciones multiples, seguin se indica en cexta ca
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1. Estudio de la sintesis de PGs en la retina del hamstdesde una perspectiva
cronobiolégica

Como se mencioné en la Introduccion, diversas evidsnexperimentales sugieren la
participacion de las PGs en la fisiopatologia retmjaasi como en el procesamiento de la
informacion fética local. La primera serie de experitos que se describira a continuacion
tuvo por objeto el estudio de la sintesis de PGs eetilaardel hAmster dorado, desde una
perspectiva cronobiolégica. Los cambios diarios dibémacion de PGE2 y PGk2n retinas

de hamsteres sacrificados a diferentes intervalosaago del ciclo de 24 h se representan en
las Figuras 14 y 15, respectivamente. Ambos parésefariaron significativamente a lo

largo del ciclo de luz-oscuridad, con valores masradas 24:00 h.

350 Figura 14. Liberacién de
* X PGE2 en retinas de hamsteres
200 mantenidos en LD vy

sacrificados en los horarios
indicados. Se incubaron las
retinas y los niveles de PGE2
se determinaron como se
describi6 en Materiales vy
Métodos. La liberacion de
PGE?2 vari6 significativamente
a lo largo del ciclo de 24 h (p <
0,01 ANOVA). Este parametro
fue significativamente mayor a
las 24.00 h que en todos los

]
3

pg PGE2/ mg prot
8 B

101 otros intervalos. Los datos
representan la media + EE (n =
- . . : . . . 10 animales por grupo). **p <
8.00 1200 16.00 20.00 24.00  4.00 0,01, test de Tukey.
[ I
HORA
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Figura 15. Liberacion de PGFen retinas de hamsteres
mantenidos en L:D y sacrificados en los horarios
indicados. Se incubaron las retinas y los niveles de
PGF2a se determinaron como se describié en Materiales

y Métodos. La liberacibon de PG&2 varid
significativamente a lo largo del ciclo de luz-oscuri¢iad

< 0,01, ANOVA), con un maximo a las 24.00 h (**p <
0,01 vs. todos los otros horarios). A las 20.00 h, este
parametro difirid significativamente (a: p < 0,01) de
todos los otros intervalos, a excepcion de las 04.@ h.
valor a las 04.00 h difiri6 de todos los otros valowes,
excepcion de las 20.00 h (b: p < 0,01). Los datos
representan la media £ EE (n = 10 animales por grupo)
test de Tukey.

Cuando los animales se expusieron a oscuridad co@s(R:D) durante 48 h antes del
experimento y se sacrificaron al mediodia o la mediamsubjetivos, la liberacién de ambas
PGs fue significativamente mayor a medianoche subjetieaagmediodia subjetivo (Figura
16).

La Figura 17 muestrdVestern blotgepresentativos para COX-1 en retinas de hamsteres

sacrificados a mediodia o medianoche (L:D), o al médiodnedianoche subjetivos (D:D).
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Se identificaron bandas de72 kDa en todas las muestras, de acuerdo con lamwsaular

descripta para COX-1 en otros tejidos.
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Figura 16. Liberacion de PGE2 $GF2a en retinas de

hamsteres mantenidos en D:D y sacrificados a mediodia

0 a medianoche subjetivos. La liberacion de PGE2 y

PGF20 fue significativamente mayor a medianoche

subjetiva que a mediodia subjetivo. Los datos reptase

la media = EE (n = 10 animales por grupo). **p <10,0

vs. los valores del mediodia subjetivo, test de Student.
El analisis densitométrico de las bandas (que se mwsthpanel derecho de la Figura 17)
indico diferencias significativas en los niveles de CO¥nfre el mediodia y la medianoche,
asi como entre el mediodia y la medianoche subjetivos. niveles de COX-1 fueron
mayores al mediodia subjetivo que al mediodia y a ldanedhe subjetiva (D:D) que a la
medianoche (L:D). Se realizdé un andlisis similar pdegerminar los niveles retinianos de
COX-2 y los resultados obtenidos se muestran en la&ifirEn condiciones de L:D o D:D,

no se observaron variaciones significativas en los esvele COX-2 entre los distintos

horarios.
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Con el fin de determinar la localizacién retiniana de COXCOX-2 se realiz6 un analisis
inmunohistoquimico. En la retina de animales sacrifisadal mediodia, la
inmunorreactividad para COX-1 se localiz6 en céluladadeapa de células ganglionares

(CCQG) y en la capa nuclear interna (CNI) (Figura 19A).

-
o

COX-1

B-actina 031

12.00 h 2400 h 12.00 h 24.00 h

08 4 =

0,3 4

L:D D:D

Niveles de COX-1 (unidades arbitrarias)

00
1200h 24.00h

L:D D:D

Figura 17. Niveles de COX-1 en la retina del hamster doradpalkl izquierdo muestra un gel
representativo de COX-1 en retinas de hdmsteres maogesn L:D o D:D y sacrificados en los
horarios que se indican. El panel derecho muestmaadisis densitométrico que indicé niveles
significativamente mayores de COX-1 a medianoche goediodia (L:D) y a medianoche
subjetiva que a mediodia subjetivo (D:D). Se represdatamedias + EE (n = 8 animales por
grupo). ** p< 0,01 en comparacion con el mediodia o el mediodigethuly a: p< 0,01 vs.
mediodia (L:D), b: p< 0,01 vs. medianoche (L:D), test de Tukey.
Asimismo, se observd una tincibn punteada en la sublamiasa interna de la capa
plexiforme interna (Figura 19B) y una fuerte tincion padte en toda la capa plexiforme
externa (CPE, Figura 19C). La inmunorreactividad pa@X-2 se localizé en la retina
interna, principalmente en la CCG. Una inmunorreactd/idébil para COX-2 se observé en
la CNI (Figura 19D). No se observé inmunomarcaciaraminguna de estas isoenzimas en la

retina externa, y no se detectaron diferencias signifamtdn la localizacion de COX-1 y

COX-2 entre animales sacrificados a mediodia o medien(datos no mostrados).
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Figura 18. Niveles de COX-2 en la retina del hamster doradoaBépizquierdo muestra un
gel representativo para COX-2 en retinas de hamsteresemdos en L:D o D:D y
sacrificados en los horarios que se indican. Sectteuna banda de ~ 70 kDa en todas las
muestras. Panel derecho: analisis densitométrico de laashahal se observaron diferencias
significativas entre el mediodia y la medianoche (L:D3ntre el mediodia subjetivo y la
medianoche subjetiva (D:D). Se representan las medis (b = 8 animales por grupo).

. CCG
CPI

CNI
CPE

CNE

SE

Figura 19. Analisis de la localizacion de COX-1 y COX-2 en la retinahdenster dorado. Se
detectd una fuerte inmunorreactividad para COX-1 endhsas de la CCG y la CNI (A) y se
observd una tincién punteada intensa en la CPI (B) @H& (C). La inmunotincidn para
COX-2 se muestra en D. La inmunorreactividad posgdimitd a células de la CCG y se
observé una tincion débil también en la CNI. El contrgatieo sin anticuerpo primario se
muestra en E. CCG: capa de células ganglionares; CRi:ptepiforme interna; CNI: capa
nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNEa aayclear externa; SE: segmentos
externos de los fotorreceptores. Escala: A, B,38 um, B, C =25 pm.

Con el fin de analizar la influencia de los nucleopraquiasmaticos (NSQ) sobre las
variaciones circadianas de la liberacién de PGs detilaa, los animales fueron sometidos a

una lesién bilateral de estos nucleos. Una semana g dias después de la cirugia, se

66



Resultados

registro el ritmo de actividad locomotora en animalestematios en oscuridad constante en

jaulas equipadas con un sensor infrarrojo, como diednen Materiales y Métodos. Se

observo una pérdida del ritmo de actividad locomotorangmales con lesion bilateral de los

NSQ, como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Ritmo de actividad locomotora de animales con lesitatebal de los NSQ. A:
en animales mantenidos en D:D, se observo un ritmeadiano de libre cursdrée
running) una semana antes de la cirugia, mientras que la lésifos NSQ (indicada por
un asterisco) provoco pérdida de la ritmicidad. B: plergpama de un animal con lesién de
los NSQ. Se muestra el % de la varianza en relaciémrlgoeriodo del animal antes de la
lesion. El panel central muestra la pérdida de peridaiitidespués de la cirugia que se
mantuvo durante varias semanas (panel inferior).

En la Figura 21 se muestra el analisis histologmst-mortengue demuestra la eliminacion

completa de los NSQ en los animales lesionados. Aesnebn lesion de los NSQ se

sacrificaron al mediodia o0 medianoche subjetivos yaéz& la liberacion retiniana de PGE2

y PGF2a.
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G

Q0

Figura 21. Andlisis morfolégicopost-mortemde los animales con lesion de los NSQ. Se
muestran microfotografias representativas de seccammesales con tincion de Kliiver-Barrera

en un animal con tratamiento simulado (A) y un anilesibnado (B). En los animales control,

se observaron nucleos bilaterales intactos por endehajuiasma Optico, en tanto que en
animales lesionados se observé ausencia de los NBQ@fegitar la integridad del quiasma

Optico. Escala: 500 um. 3V: tercer ventriculo; QO: quiasma éptico.

En los animales con lesion de los NSQ, los niveleardieas PGs fueron significativamente

mayores a medianoche subjetiva que a mediodia subjetinm se muestra en la Figura 22.

:
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o PR\

1200h 2400 h
PGE2

1200h  24.00 h

PGF2a

D:D

Figura 22. Liberacion de PGs
en retinas de animales con
lesion bilateral de los NSQ,
mantenidos en DD vy
sacrificados en los intervalos
indicados. La liberacion de
PGE2 y  PGF2a fue
significativamente mayor a la
medianoche subjetiva que a
mediodia subjetivo. Se
representan las medias + EE (n
=7 animales por grupo). **p
0,01 en comparacion con los
valores al mediodia subijetivo,
test de Student.
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Estos resultados sugieren que la liberacion de PGEGR2 en la retina de hamster esta
regulada por un reloj circadiano independiente de los,p&&3umiblemente localizado en la
retina interna.

2. Estudio de las variaciones circadianas de protein&.OCK y BMAL1 en la retina

del hdmster dorado

En la Figura 23 se representan los niveles nucleac#splasméticos de la proteina CLOCK
en retinas de animales sacrificados a diferentes imbsnealo largo del ciclo de 24 h. Se
identificaron bandas de 100 kDa en todas las muestras, de acuerdo con lamwsaular
descripta para esta proteina. Los niveles nucleares de ICh@@ron significativamente a
lo largo del ciclo de luz-oscuridad, con valoresyanas en la fase diurna respecto a la
medianoche. No se observaron diferencias signi¥@saten los niveles citoplasmaticos de
esta proteina.
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Figure 23.Niveles de CLOCK en retinas de hamsteres mantgrédd_:D y sacrificados en
los horarios indicados. Panel superior: Resultado ddisendensitométrico de los niveles
de CLOCK determinados p&estern bloten fracciones nucleares de retinas de animales
sacrificados en los horarios indicados (A). Loset#ég nucleares de CLOCK fueron
significativamente mayores en la fase de luz que addianoche. No se observaron
variaciones diarias en los niveles citoplasméticos depestaina (B). Se representan las
medias + EE (n = 5 animales / grupo). * p < 0,0&@mparacion con el valor de las 24.00 h,
ANOVA, test de Tukey. Panel inferiokVestern blotrepresentativos de las fracciones
nucleares (A) y citoplasmaticas (B).

ELOCI(.—_—————.‘ CLOCK -_— — — — . ‘
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En la Figura 24 se representan los niveles nucleacgsplasméticos de BMALL en retinas
de animales sacrificados a diferentes intervalos arggldel ciclo de 24 h. Se identificaron
bandas de 68 kDa en todas las muestras, de acuerdo con lam@saular descripta para
BMALL. Analogamente a lo observado para CLOCK, loglais nucleares de esta proteina
fueron mayores en la fase diurna que a la mediajoelm tanto que los niveles
citoplasméticos de BMAL1 no variaron significativamente fanciéon de la hora del
sacrificio.
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Figure 24.Niveles de BMAL1 en retinas de hdmsteres mantsnitoL:D y sacrificados en
los horarios indicados. Panel superior: Resultado del andksisitométrico de los niveles
de BMALL1 determinados pdiVestern bloten fracciones nucleares de retinas de animales
sacrificados en los horarios indicados (A). Loseles nucleares de BMALL1 fueron
significativamente mayores en la fase de luz que a dermoche. No se observaron
variaciones diarias en los niveles citoplasméticos depestaina (B). Se representan las
medias + EE (n = 5 animales / grupo). ** p < 0,0lcemparacion con el valor de las 24.00
h, ANOVA, test de Tukey. Panel inferiowestern blotrepresentativos de las fracciones
nucleares (A) y citoplasmaticas (B).

A continuacién, se analizaron los niveles nucleareisoplasméticos de CLOCK en retinas
de animales expuestos a oscuridad constante durantarM@shdel sacrificio y sacrificados al
mediodia o medianoche subjetivos (Figura 25). No seradrem diferencias entre ambos

intervalos en los niveles citoplasmaticos de CLOCK, etotgoe los niveles nucleares de
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esta proteina fueron significativamente mayores a medisaldjetivo que a medianoche
subjetiva.
Se realizé un andlisis similar para examinar los nivelesla proteina BMAL1 y los

resultados se representan en la Figura 26.
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Figure 25. Niveles de CLOCK en retinas de hamsteres mantenidd3:[®. Panel superior:
Analisis densitométrico de los niveles de CLOCK deteachas porWestern bloten
fracciones nucleares (A) y citoplasméticas (B) de retd@animales sacrificados a mediodia
0 medianoche subjetivos. Los niveles nucleares d@@{ fueron significativamente mayores
a mediodia subjetivo que a medianoche subjetiva, ¢n tare no se observaron cambios
diarios en los niveles citoplasméticos de esta prot8@aepresentan las medias + EE (n =5
animales / grupo). ** p < 0,01, test de Student. Parfetior: Western blotepresentativos de
las fracciones nucleares (A) y citoplasmaticas (B).

Se observé un perfil temporal similar para BMAL1 qaegpCLOCK; también en este caso,
los niveles citoplasmaticos no difirieron entre el rodéh y la medianoche subjetivos, en
tanto que los niveles nucleares fueron significativameatgores a mediodia subjetivo que a

medianoche subjetiva.
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Figure 26. Niveles de BMAL1 en retinas de hamsteres mantenido®:B. Panel superior:
Analisis densitométrico de los niveles de BMAL1 determisagor Western bloten
fracciones nucleares (A) y citoplasméticas (B) de retd@animales sacrificados a mediodia
0 medianoche subjetivos. Los niveles nucleares dalBIMueron significativamente mayores
a mediodia subjetivo que a medianoche subjetiva, ¢n tare no se observaron cambios
diarios en los niveles citoplasméticos de esta prot8@aepresentan las medias + EE (n =5
animales / grupo). * p < 0,05, test de Student. Parfetior: Western blotsepresentativos de
las fracciones nucleares (A) y citoplasmaticas (B).
A continuacion, se realizé un estudio inmunohistoquimimo €l objeto de identificar la
localizacién retiniana de estas proteinas. En animalesicados a mediodia, la proteina
CLOCK se localizé exclusivamente en la CCG (Figura R6)se observaron diferencias en
la localizacién retiniana de CLOCK en retinas de animséesificados a medianoche (datos
no mostrados).
La Figura 28 muestra el estudio de la localizaciomiezta de la proteina BMALL. La
inmunomarcacion para BMAL1 se localizé exclusivamemtéa CCG. Tampoco en este caso

se observaron diferencias en la localizacién dedgepra en funcién de la hora del sacrificio

(datos no mostrados).
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Figura 27. Localizacién de CLOCK en la retina del hamster dorado.
La presencia de CLOCK so6lo se detectd en la capa déazél
ganglionares. Se obtuvieron resultados similares en dtess
animales. CCG: capa de células ganglionares; CPI: dapdopme
interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa plexifoexterna;
CNE: capa nuclear externa.

Figura 28. Localizacién de BMALL1 en la retina del hamster dorado.

La presencia de BMAL1 s6lo se detecté en la capa ddasél

ganglionares. Se obtuvieron resultados similares en dtess

animales. CCG: capa de células ganglionares; CPI: dapdopme

interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa plexifoexterna;

CNE: capa nuclear externa.
Con el objeto de examinar la influencia de los NSQresdés variaciones diarias en los
niveles de las proteinas CLOCK y BMAL1, se examinofette de una lesion bilateral de
estos nucleos sobre los niveles nucleares y citoplasmatecambas proteinas. El control de

la lesion de los NSQ se realizd, como ya se describtbavés de la pérdida del ritmo de
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actividad locomotora y el estudio histologicpost-mortem (Figuras 20 y 21,
respectivamente). En animales con lesion de los N§@eskos a oscuridad constante y
sacrificados a mediodia o0 medianoche subjetivos, miservaron diferencias significativas
en los niveles nucleares o citoplasmaticos de CLOCKu(&ig?9), ni en los niveles
citoplasmaticos de BMAL1, en tanto que las diferencideesi mediodia y la medianoche

subjetivas en los niveles nucleares de BMALL1 persmstiéFigura 30).
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Figura 29. Niveles nucleares vy citoplasmaticos de CLOCK en retd@animales con lesion
bilateral de los NSQ y sacrificados al mediodia o la nmediae subjetivos (D:D). Panel
superior: Analisis densitométrico de los niveles de CK@@terminados powestern bloen
fracciones nucleares (A) y citoplasméticas (B) de retd@animales sacrificados a mediodia
0 medianoche subjetivos. No se observaron diferesiipsficativas en los niveles de esta
proteina entre el mediodia subjetivo y la medianoche tbudhj&Se representan las medias +
EE (n = 8 animales / grupo). Panel inferigvestern blotrepresentativos de las fracciones
nucleares (A) y citoplasmaticas (B).
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Figura 30. Niveles nucleares y citoplasmaticos de BMAL1 en retigh@ animales con lesion
bilateral de los NSQ, y sacrificados al mediodia o laliammche subjetivos (D:D). Panel
superior: Andlisis densitométrico de los niveles de BMlAleterminados pdiestern bloen
fracciones nucleares (A) y citoplasméticas (B) de retd@animales sacrificados a mediodia
0 medianoche subjetivos. Los niveles nucleares dalBIMueron significativamente mayores
a mediodia subjetivo que a medianoche subjetiva, ¢n tgre los niveles citoplasmaticos no
variaron entre ambos horarios. Se representan las snedg (n = 8 animales / grupo) ** p <
0,01, test de Student. Panel inferigdestern blotepresentativos de las fracciones nucleares
(A) y citoplasmaticas (B).
En conjunto, estos resultados demuestran la existenciavadieciones circadianas
significativas en los niveles nucleares de BMAL1, qoedependieron del ciclo de luz-
oscuridad, ni de los NSQ. En cambio, los niveles de CK®ariaron significativamente en
forma circadiana, pero estas variaciones no fuenddertes en ausencia de los NSQ.
Asimismo, ambas proteinas se localizaron exclusivamentasecgélulas ganglionares de la

retina (CGRs) del hamster dorado.

3. Desarrollo de un modelo experimental de glauconmen ratas
El objetivo de la serie de experimentos que se déscdbcontinuacion, fue desarrollar un

modelo de glaucoma experimental en ratas a través at#ministracion de CS en la camara

75



Resultados

anterior del ojo. Para ello, se inyectaron animalesdii@rentes concentraciones de CS en un
0jo y vehiculo en el ojo contralateral y se determinBl@ en ambos ojos de cada animal 24
h después de la inyecciéon. La Figura 31 muestra lasesade PIO de los ojos inyectados
con vehiculo o CS (10, 20 6 40 %). Se observé ureatorleve pero no significativo de la
PIO en los ojos inyectados con 10 6 20 % de CS, mempue la inyeccién con CS al 40%

aumento significativamente este parametro.
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vehiculo 10% 20 % 40 %

CS

Figura 31. Efecto de wuna dnica inyeccién
intracameral de CS sobre la PIO en ratas. Los ojos se
inyectaron con vehiculo o CS (10 - 40 %), 24 h antes
de la determinacion de la P1O. Se observé un aumento
significativo de este parametro en los ojos inyectados
con 40 (pero no con 10 6 20) % de CS. Se reprasenta
las medias + EE (n = 10 ojos / grupo). ** p < 0,01,
test de Dunnett.

A fin de analizar el curso temporal del efecto del O8esta PIO, los animales se inyectaron
con una Unica inyeccion de CS al 40 % en un ojo, mieua el ojo contralateral se inyecto
con vehiculo y se determiné la PIO en ambos ojosal@da inyeccion (dia 0) y diariamente

a partir de 24 h después de la inyeccion, como se rausstia Figura 32. La inyeccién de
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CS indujo un aumento de casi el doble de la PIO qué siete dias, mientras que en el

octavo dia post- inyeccion, la P1O en los ojos ita@as con CS alcanz6 valores control.

%
L3
— 24 - . ¥
[=2] ¥
I *H
£
£ 20 ¥
—
™
S
3
16
=]
o
et
=
e 12 4
)
/1]
2 .
Q 3 o vehiculo
e CS
'4 T T T I T T T T I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias

Figura 32. Determinaciones tonométricas de la PIO en ojos

tratados con una Unica inyeccion intracameral de salucid

salina (circulos blancos) o CS (circulos negros). Las

inyecciones se realizaron en el dia 0, y se evalii®@aen

ambos grupos experimentales todos los dias hasta @ dia

post-inyeccidn. Se representan las medias + EE (n §0%0 o

grupo). * p < 0,01 vs. la PIO de ojos inyectados con

solucion salina en los mismos intervalos después de la

inyeccion, test de Student.
Con el fin de analizar el efecto de la administraci@mica de CS sobre la PI1O, los animales
se inyectaron una vez por semana con CS (en ury@@hiculo (en el ojo contralateral). La
PIO se determind a intervalos de 7 dias en ambos ojeadie animal, antes de la nueva
inyeccion. Los valores promedio de PIO de estos aesnalaluados semanalmente se
muestran en la Figura 33. La PIO de los ojos tratadosCS alcanzé un nivel de estado
estacionario que fue significativamente mayor queeelod ojos inyectados con solucién

salina, y se prolongoé a lo largo de la duraciénedtlidio (10 semanas). Tanto en el estudio

agudo como cronico, se observé un alto grado destensia en los valores de PIO en los
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ojos inyectados con CS. Todos los 0jos, sin ningunapeion, respondieron con un aumento

de este parametro luego de la inyeccion de CS.
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Figura 33. Efecto de la administracion cronica de CS sobre

la PIO de rata. Se realizaron inyecciones semanales de

solucion salina (circulos blancos) o CS (circulos r@gro

después de la evaluacién de la PIO. Se representan las

medias + EE (n = 20 ojos / grupo). ** p < 0,01 vs. los

correspondientes valores de PIO de los ojos inyestado

solucion salina, test de Student.
El estado funcional de las retinas de los ojos inyestadmanalmente con vehiculo o CS se
examind por electrorretinografia escotépica. Las amphtydemedio de las ondas a y b del
ERG escotdpico de ratas inyectadas con vehiculo erjoug €S en el ojo contralateral
durante 6 semanas se muestra en la Figura 34. Emell ¢eerecho de la misma Figura se
muestran registros electrorretinograficos representatiVasto la amplitud de la onda a
como de la onda b del ERG disminuyeron significativamenti®® ojos inyectados con CS

respecto a los inyectados con vehiculo. Después dedhasrde tratamiento con vehiculo o

CS, no se observaron cambios electrorretinogréaficosfisativos (datos no mostrados).
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Figura 34. ERG escotopico de ratas inyectadas con vehiculo olLGS.animales se
inyectaron semanalmente con CS en un ojo y solueitimasen el ojo contralateral durante 6
semanas. El panel izquierdo muestra las amplitudes prordedias ondas a y b del ERG
escotdpico y en el panel derecho se muestran ERGssegpativos de ambos grupos. Se
observo una disminucién significativa en la amplitud deoladas a y b en los ojos inyectados
con CS durante 6 semanas. Se representan las mefiagnt= 20 ojos / grupo), * p < 0,05,
test de Student.
Estudios similares se realizaron después de 10 serdan@atamiento con vehiculo o CS
(Figura 35). En estas condiciones, se observo esiaccion adicional en la amplitud de las
ondas a y b del ERG en los ojos inyectados con CSigut® semanas. El tratamiento con
CS durante 6 6 10 semanas no afect6 las latenciasaheldaa y b en comparacion con los

ojos inyectados con vehiculo.
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Figura 35. ERG escotopico de ratas inyectadas con vehiculo oL@&Sanimales fueron

inyectados semanalmente con CS en un 0jo y soluelétasen el ojo contralateral durante

10 semanas. El panel izquierdo muestra las amplitudeseplio de las ondas a y b del ERG

escotdpico y en el panel derecho se muestran ERGssegpativos de ambos grupos. Se

observo una disminucién significativa en la amplitud deoladas a y b en los ojos inyectados

con CS durante 10 semanas. Se representan las medE&agnt= 20 ojos / grupo), ** p <

0,01 test de Student.
Para evaluar la funcion de la via visual, se reg@traotenciales visuales evocados (VEPS)
por un flash de luz, luego de 3, 6 y 10 semanas de hipertensiGtaroinducida por
inyecciones semanales de CS. Se observé una dismirsigidificativa en la amplitud del
componente N2-P2 del VEP en los ojos inyectados @8ndurante 6 6 10 semanas en
comparacion con los ojos inyectados con vehiculocainbios evidentes en las latencias,
como se muestra en el panel izquierdo de la FigurR&gistros representativos de los VEPs
para todos los grupos experimentales se muestranpamell derecho de la Figura 36. No se
observaron cambios en la amplitud del componente NddP VEP luego de 3 semanas de
hipertension ocular inducida por CS (datos no mostrados).ERGs y los VEPs en ojos

intactos no difirieron significativamente de los registea@dm los o0jos inyectados con

vehiculo a las 3, 6 6 10 semanas (datos no mosjrados
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Figura 36. VEPs en ratas inyectadas con vehiculo o CS. Los agsnsg inyectaron

semanalmente con CS en un ojo y solucién salina enoetajtralateral durante 6 6 10

semanas. El panel izquierdo muestra la amplitud prandslicomponente N2-P2 y el panel

de la derecha muestra registros representativos. 8evohma disminucion significativa en

este parametro en los ojos inyectados con CS por®6sérhanas. Se representan las medias

+ EE (n = 20 ojos / grupo), * p < 0,05, ** p < 0,@ést de Dunnett.
A continuacion, se realizé un analisis histologico detima y la cabeza del nervio 6ptico en
ojos inyectados con vehiculo o CS. Se observaronbioemsignificativos en ambas
estructuras en los ojos inyectados con CS duranterh@rgs. Aunque el espesor total de la
retina, la CPI, la CNI y la CNE no difiri6 entre los sjmyectados con vehiculo o con CS
(Tabla IIl), se observo una disminucién significativaeémiumero de células en la CCG en
los ojos inyectados con CS durante 10 semanas (Figir&BnUmero promedio de células
en la CCG/10Qum * EE del grupo control fue 9,2 £ 0,5 mientras quéosrojos inyectados
con CS, este valor fue 5,9 £ 0,7 €p0,01, n = 5 retinas/grupo). A las 3 6 6 semanas de

tratamiento con vehiculo o CS no se observaron alteexcibistolégicas en la retina o el

nervio optico (datos no mostrados).
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Tabla Ill. Espesor total de leetina y sus capas.

10 semanas
Vehiculo CSs
TOTAL 13217 129 + 6,
CPI 32,7146 31,6+4,2
CNI 25+ 2 23,3+.3
CNE 37,1+3 35,56+4,7

Se midi6 el espesor total de la retina y sus capas en
ojos inyectados con vehiculo o CS durante 10
semanas. No se observaron diferencias
significativas en ninguno de estos parametros entre
ambos grupos experimentales. CPI: plexiforme
interna, CNI: nuclear interna y CNE nuclear
externa

A B

Figura 37. Secciones transversales de retinas de una rata gugesg con solucién salina
en un ojo (A) y con CS en el ojo contralateral dwath® semanas (B). Notese la
disminucion del numero de células de la capa de cébdaglionares (CCG) en el ojo
inyectado con CS. Las capas restantes de la retina mostraraspecto similar en ambos
grupos. CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa rarciaterna, CPE, capa plexiforme
externa; CNE, capa nuclear externa. Tincion de Hetfiai® y eosina.
Los axones del nervio éptico de los ojos inyectadws vehiculo presentaron una forma
uniforme (redondeada) y un tamafio variable (Figura)3BA la cabeza del nervio éptico de
los ojos tratados con CS durante 10 semanas se ohsapérdida global de uniformidad e

integridad de la tincion (Figura 38). En los ojos tratactns CS (Figura 38B) se observé un

aumento en la distancia entre los haces de axonesxbaoss individuales del nervio 6ptico
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de los ojos inyectados con CS también mostraron distegs y distorsiones, y se apartaron

de la morfologia circular caracteristica de axones af@sn

Figura 38. Imdgenes de secciones transversales de la cabezrerde
Optico en un ojo inyectado con vehiculo (A) y un bjgectado con CS
durante 10 semanas (B). Notese la homogeneidadtuheitan en el nervio
Optico control, que se corresponde con un nervio s&ws. axones
individuales mostraron formas uniformes, generalmeei@dondeadas y
empaquetados en forma estrecha formando fibras demnio sano (punta
de flecha). En el nervio del ojo tratado con CS serabsena tincién de
menor densidad de fibras. La apariencia de los axamdividuales se
caracterizd por la distension y la distorsion axonal quapsetaba de la
morfologia circular de axones normales (punta de fledhacion con azul
de toluidina.

Para analizar la influencia del diametro axonal sobmeétaida de axones inducida por la
hipertension ocular, se compar6 el nimero de axané®® rangos de diametro, entre 0,05 a
0,6 um, en ambos grupos experimentales (Figura 39). En los ojos itagxs con CS durante
10 semanas se observl una pérdida significativa deesoroadianos y grandes, pero no de

axones de diametro pequefio.
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Figura 39. Distribucién del diametro axonal en los

ojos inyectados con vehiculo o CS durante 10

semanas. En los ojos inyectados con CS se observé

una disminucion significativa en el nGmero de axones

medianos y grandes, pero no de axones pequefios Se

representan las medias £ EE (n =5 ojos / grupgd *p

0,05, test de Student
Este conjunto de resultados indica que la administraciénica intracameral de CS
reproduce caracteristicas centrales del glaucoma créeiémgulo abierto humano y por lo
tanto, ésta podria ser una herramienta Gtil para el estadas efectos del glaucoma sobre la

fisiologia circadiana.

4. Estudio de funciones visuales no formadoras de iman en el modelo de glaucoma
experimental inducido por CS

Se determinaron los niveles de rodopsina en las ret;magos inyectados con vehiculo o CS
durante 6 6 10 semanas mediante un analisWekltern blatComo se muestra en la Figura

40, se identificaron bandas de ~ 40 kDa en todas lg&stmas, en concordancia con la masa
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molecular descripta para rodopsina por otros autor@s.niveles de rodopsina no variaron

significativamente entre los grupos experimentales.

CS
vehiculo 6 sem 10 sem

0.8 1

RodOpSing s S—— _—

06 1
0.4 4

B-aCtiNg o — —

0,2 4

0.0

Niveles de rodopsina (unidades arbitrarias)

Figura 40. Andlisis de los niveles de rodopsina en las retinasjaeinyectados con
vehiculo o CS durante 6 6 10 semanas. El panel iztpurauestra un gel representativo
para rodopsina en retinas de ratas inyectadas corul@licCS. Se detectdé una banda
de ~ 40 kDa en todas las muestras. Panel derecHizisadénsitométrico de las bandas.
No se observaron diferencias significativas en esténpetro entre los grupos
experimentales. Se representan las medias + EE @)os 3 grupo).

Los resultados del andlisis p@festern blotde los niveles de melanopsina en los mismos
grupos, se muestra en la Figura 41. En este casters#ficoO una banda inmunorreactiva de
~ 80 kDa, correspondiente a melanopsina glicosilada,cder@o a lo descripto por otros
autores. El analisis densitométrico de las bandas imgiedos niveles de melanopsina fueron
significativamente menores (~ 50%) en las retinas dejtessinyectados con CS respecto a

los inyectados con vehiculo durante 10 semanas.
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Figura 41. Andlisis de los niveles de melanopsina en las retinagoddryectados
con vehiculo o CS durante 6 6 10 semanas. En el jmqnakerdo se muestran
Western blotgepresentativos para melanopsina en retinas de ratdddgs con
vehiculo o CS. Se detecté una banda de ~ 80 kDadas fas muestras. Panel
derecho: andlisis densitométrico de las bandas. A lasrirgs de tratamiento con
CS se observd una disminucion significativa de estemurd. Se representan las
medias + EE (n =5 o0jos / grupo). ** p < 0,01, test deiett.

En la Figura 42 se representan los niveles de un nmarcedCGRs, la proteina Thy-1 en
retinas de animales inyectados con vehiculo o CS dulasitperiodos mencionados. Se
identificd una banda de ~ 29 kDa que correspondeyalTde acuerdo a lo descripto en otros
trabajos. Se observé una disminucidn significativa %Y en los niveles de Thy-1 en las
retinas de los ojos inyectados con CS respecto a lostauges con vehiculo durante 10
semanas (Figura 42). A las 6 semanas de tratamienteetidculo o CS, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de rodopsinalanopsina o Thy-1 entre ambos
grupos. No se observaron diferencias en estos paosmentre las retinas de los ojos
inyectados con vehiculo durante 6 6 10 semanas (dato®strados).

El estudio inmunocitoquimico en retinas control con un aetfwo anti-melanopsina permitio

la inmunomarcacion de un nimero pequefio de CGRs,yamo los cuerpos celulares,

dendritas y axones, como se muestra en la Figura ébServé una superposicion de

dendritas inmunopositivas de células adyacentes fatonama estructura reticular. Las
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dendritas y los axones proximales positivos tuvienoraspecto de cuentas, mostrando una

marcacion punteada y densa. Se observaron campasitdes de formas y tamafios

variados.
n
T 1,2 - T
|
cs 8
vehiculo 6 sem 10 sem }% 1,0 1
Thy | S —— S
=N - . : §
c
B-actina | 206 1
— — — -
=
£ 04
]
]
Bo2-
[
.
Z 00

vehiculo 6sem 10sem

CS

Figura 42. Analisis de los niveles de Thy-1 en las retinas de ojgsctados con
vehiculo o CS durante 6 6 10 semanas. En el paneleiziguse muestrawestern
blots representativos para Thy-1 en retinas de ratas agastcon vehiculo o CS. Se
detecté una banda de ~ 29 kDa en todas las muestrasl ¢harecho: analisis
densitométrico de las bandas. A las 10 semanas deigatarnon CS se observé una
disminucion significativa de este parametro. Se repraséasamedias + EE (n = 5
ojos / grupo). ** p < 0,01, test de Dunnett.

Figura 43. Estudio inmunocitoquimico de CGRs que contienen metamapen retinasle
ratas control. Notese el aspecto de rosario de lasittenen el detalle (B).

En la Figura 44 se muestra una representacion esquendicalmero de células

inmunorreactivas para melanopsina en retinas de ojestagos con vehiculo o CS durante
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10 semanas. Este parametro fue significativamente mayola® retinas de los ojos
inyectados con vehiculo (1374 + 74 células) que enirlgsctados con CS (763 + 146

células), p < 0,01, test de Student, n= 4 ojos / grupo

A Vehiculo B (o1

Figura 44. Estudio inmunocitoquimico de melanopsina en retinasrafas
inyectadas con vehiculo o CS durante 10 semanas. S@guelor: representacion
esquematica de la distribucién de células melanopsintvpesen retinas control
(A). Cada soma celular se representa como un punt@rdafio relativo. Se
muestran detalles de la retina inyectada con veh{paloel C) o CS (panel D).
Notese la alta densidad celular en los cuadrantes supertemporal La
melanopsina se localizdé en el soma celular, en axonesdriths. Luego de 10
semanas de tratamiento con CS (B, D) se observé unrmémero de CGRs
positivas para melanopsina respecto a los ojos inyexteah vehiculo (A, C). S:
superior, I: inferior, N: nasal, T: temporal.
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Se marcaron las CGRs que proyectan al Coliculo Sup@s) mediante la inyeccion de un
trazador retrégrado (Fluorogold). Luego de 10 semdeasatamiento con CS, se observd
una disminucion significativa (~ 40%) en el numero deR8 positivas para Fluorogold,
tanto en el centro como en la periferia de la retina,estspal control (Figura 45). No se
observaron diferencias significativas en el nUmer€@@&s marcadas con Fluorogold en ojos

inyectados con vehiculo o CS durante 6 semanas (dato®strados).
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Figura 45. Analisis de CGRs que proyectan al Coliculo Superioretimas de animales
inyectados con vehiculo o CS durante 10 semanas. RaRepresentacion esquematica de
una retina que muestra las regiones analizadas (coadpithcos: centro, cuadrados negros:
periferia). La intensidad de la marca de Fluorogoldosranimales inyectados con vehiculo
(B y E, retina central y periférica, respectivamente) ignificativamente mayor que en las
retinas de ojos inyectados con CS tanto en el centro comta greriferia (C y F,
respectivamente). Panel D: Se muestra la media = EE (ojes por grupo), ** p < 0,01, test

de Student. Escala: (B, C, E and=F0um.

Se analizo el reflejo pupilar (RP) consensual en desren los que se inyectd vehiculo o CS
durante 6 6 10 semanas en un 0jo, mientras que ensan#sos, el ojo contralateral se
mantuvo intacto. Se estimulé con luz el ojo tratado (coricuho CS) y se registro la

contraccién pupilar del ojo intacto, como se indicaviaieriales y Métodos. El tratamiento
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con CS luego de 6 6 10 semanas provoco una disramsdanificativa en la magnitud de la

contraccién pupilar, como se muestra en la Figura 46.
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Figura 46. Determinacion del RP consensual en animales
inyectados en forma unilateral con vehiculo o CS durante
6 6 10 semanas. En todos los casos, se ilumind el ojo
tratado (con vehiculo o CS) y se registrd la contraccion
pupilar en el ojo intacto. El tratamiento con CS dur&nte

60 10 semanas redujo significativamente el % de
contraccion de la pupila (respecto al area de la papila
oscuridad) medida para cada ojo en forma individyal.

se observaron diferencias en este parametro en ojos
inyectados con vehiculo por 6 6 10 semanas. Se
representan las medias + EE (n = 8 ojos / grupop &
0,01, test de Dunnett.

En cambio, cuando se estimulé con luz el ojo intadtbgpntraccion pupilar se evalué en el
ojo inyectado con vehiculo o CS, no se observarorretiféas en la magnitud de este
parametro entre los grupos experimentales (Figura 47).

Con el objeto de analizar la supresion de la sintesisuima de melatonina pineal inducida
por exposicion a luz, animales inyectados con vehiculdSoen forma bilateral fueron

expuestos a un pulso breve (20 min) de luz blancaubaamedianoche. Luego del pulso de
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luz, los animales se sacrificaron, se extrajeron lasdglas pineales y se utilizaron para la

determinaciéon del contenido de melatonina.

100
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%de contraccion pupilar
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Figura 47. Determinacion del reflejo pupilar
consensual en animales inyectados en forma unilateral
con vehiculo o CS durante 6 6 10 semanas. En todos |
casos, se estimul6 con luz el ojo intacto y se rediatrd
contraccion pupilar en el ojo tratado (con vehiculo o
CS). El tratamiento con CS durante 6 6 10 semanas no
afectd significativamente el % de contraccion de la
pupila (respecto al area de la pupila en oscuridad)
medida para cada ojo en forma individual. Se
representan las medias + EE (n = 8 ojos / grupo).

La luz blanca disminuy6 significativamente el contenidontdatonina pineal en ambos
grupos experimentales. La luz azul disminuyé signifieatignte el contenido de melatonina
pineal en los animales cuyos ojos se inyectaron deafdritateral con vehiculo, pero no
afecto significativamente este parametro en los animaleslos con CS durante 10 semanas.
El contenido de melatonina pineal a medianoche fueifisigiivamente mayor en los

animales control que en los animales con glaucomar@#g).
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Figura 48. Estudio de la supresion fética de la sintesis
nocturna de melatonina pineal en animales inyectados e
forma bilateral con vehiculo o CS durante 10 semalBas.
los animales inyectados con vehiculo, el contenido de
melatonina pineal se redujo significativamente luegamle
pulso de luz blanca o azul. En los animales inyectan

CS, el contenido de melatonina pineal so6lo se redujo
significativamente luego de un pulso de luz blanca. Se
representan las medias * EE (n = 8 ojos / grupo). €01

vs. oscuridad, a p < 0,01 vs. vehiculo en oscuritizsd, de
Tukey.

A continuacion, se analizé la induccién del gen temprecFos en respuesta a la luz en los
NSQ de animales cuyos ojos se inyectaron en formatgelal con vehiculo o CS durante 10
semanas.

En la Figura 49 se muestra la induccion por luz desdfolos NSQ de ratas inyectadas
bilateralmente con vehiculo o CS durante 10 semanaguldo de luz indujo un aumento
significativo en la inmunorreactividad para c-Fos erN8§ de ambos grupos.

Sin embargo, los niveles de c-Fos, luego de un pulstuzlefueron significativamente

menores en los nucleos hipotalamicos de los animalg®s ojos fueron inyectados
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bilateralmente con CS que en los animales inyectadasvehiculo. No se observaron

diferencias significativas en los niveles de c-Fos enridad entre ambos grupos.
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oscuridad  luz oscuridad  luz
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Figura 49. Induccién por luz de c-Fos en los NSQ de ratas inyastéilateralmente con
vehiculo o CS durante 10 semanas. A, B, C y D: imégeepresentativas de la expresion del
factor de transcripcién temprana c-Fos en los NSQnikmales control o tratados con CS.
Nétese la localizacion de c-Fos en la zona retinocepivas NSQ luego de un pulso de luz.
Los niveles del factor de transcripcion se cuantificgror inmunohistoquimica. En oscuridad,
no se observaron diferencias en los niveles desceRdos NSQ de animales inyectados con
vehiculo (A) o con CS (C). Luego de un pulso de(hlicado 6 h después del inicio de la
fase oscura) se observé un aumento significativo ennleeles de esta proteina en los
animales inyectados con vehiculo (B). En ratas ¢amcgma (D), la induccién de c-Fos por
luz fue significativamente menor que en las ratas ab(®). (E): Se representan las medias *
EE (n = 8 ojos / grupo) **p < 0,01 vs. oscuridadcada grupo, a: p < 0,01 vs. luz en el grupo
control.

Se analiz6 el ritmo de actividad locomotora en animaigectados con vehiculo o CS en
forma bilateral durante 10 semanas. Los resultadosidbtese representan en la Figura 50.
Los animales tratados con CS durante 10 semanas fogpaces de sincronizar a un ciclo
L:D de 24 h, pero con un retraso significativo en el anide la actividad con respecto al
apagado de las lucegh@se anglecontroles = 9.7 £ 2.6 min, (n = 10); glaucoma =.056
12.1 min, (n = 15), p < 0.01, test de Student). Asmoisel porcentaje de actividad

locomotora en la fase fética fue significativamente enagn los animales tratados con CS

durante 10 semanas que en los animales inyectadogebizulo (14.1 + 1.8 % vs. 8.4 +
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1.4%, respectivamente, p < 0.05, test de Student).o&rmgbupos presentaron un tiempo de
sincronizacién similar luego de un adelanto o ret@sdase de 6 h del ciclo L:D (retraso:
controles 5.45 £ 0.25 dias, glaucoma 5.8 + 0.49 @ias0.05; adelanto: controles =5 + 0.30
dias, glaucoma = 5.30 + 0.37 dias, p > 0.05).

Este conjunto de resultados indica que el glaucoma imgmal induce alteraciones

significativas en el sistema de melanopsina retinianagiese que la hipertensién ocular

crénica podria afectar la fisiologia circadiana.
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Figura 50. Ritmos de actividad locomotora de ratas inyectadaselilanente con vehiculo o CS
durante 10 semanas. Panel A: Actograma de dplae representativo de ratas inyectadas con
vehiculo (izquierda) o CS (derecha) en un ciclo L:B.eEeje horizontal se representa la actividad en
el transcurso de 2 ciclos (48 h) y en el eje verticaulzesion de ciclos consecutivos. En cada linea
del actograma se representa sombreada la zona comésme al tiempo durante el cual se desarrolla
la fase de actividad del ciclo. La barra que se encaiarriba del actograma indica la fase de luz
(barra blanca) y la fase de oscuridad (barra nedrppi€entaje de actividad locomotora en la fase
fotica fue significativamente mayor en las ratas inyectantm CS respecto de las inyectadas con
vehiculo (CS: 14.1 £ 1.8 %, vehiculo: 8.4 + 1.4%, p.850test de Student). Panel B: Grafico en
forma de onda con la actividad promedio de ratas taglas con vehiculo o CS. Se observa un retraso
en el inicio de la actividad respecto del apagado déutzs en los animales inyectados con CS
(vehiculo: 9.7 £ 2.6 min (n=10); CS: -50.0 £ 12.1 nmr=(15), p < 0.01, test de Student).

5. Estudio del ritmo diario de actividad en pacientes coglaucoma
Sobre la base de los resultados obtenidos en la seantérior, se consideré de interés
examinar la fisiologia circadiana en pacientes con glaac Como se detall6 en Materiales y

Métodos, se utilizé un actigrafo de mufieca, ligero yaheafio pequefio para evaluar las
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variaciones diarias en la actividad. Se reclutaronepées con glaucoma y controles cuyos
datos demogréficos y clinicos se indican en la Tahla |

Sobre la base de un exhaustivo examen oftalmologigmscresultados se detallan en la
Tabla V, se diagnosticé glaucoma en los pacientestago® entre 7 y 15, en tanto que los

pacientes del 1 al 6 no mostraron signos de esta digfuacular.

Tabla IV. Datos demogréficos de los pacientes reclutad@n el estudio

Paciente | Edad | Sexo Antecedentes Antecedentes oculares
clinicos
1 65 M S/F ningunc
2 71 M HTA ninguno
3 63 F S/F ningunc
4 70 F S/IP ninguno
5 68 M HTA ningunc
6 66 F S/IP ninguno
7 63 M S/P ninguno
8 76 F HTA Miopia moderad
9 74 F S/IP cirugia catarata AO y
glaucoma C
10 64 M S/P cirugia catarata Ol
11 63 F S/F cirugia glaucoma A
12 60 F S/IP trabeculectomia AO
13 75 F HTA glaucoma A(
14 70 M S/F trabeculectona AC
15 69 M S/P glaucoma AO

Del 7 al 15 los pacientes fueron diagnosticados corcgiaa de acuerdo a los criterios que
se indican en la Tabla V, en tanto que los paciertle$ dl 6 no tuvieron signos evidentes de
esta disfuncién ocular (controles). Ol: ojo izquierdo, Anbos ojos, HTA: hipertension
arterial, F: femenino, M: masculino, S/P: sin partiddizdes.
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Tabla V. Resultados del examen oftalmoldgico realizaden todos los sujetos

5M:

5M:

reclutados
PACIENTE AV BMC PIO media N.O CAMPO VISUAL
(OD/O1) | (OD/OI)
1 20/20 S/P 15/15 0.2/0.2] PHG: din, OD: DM:- 1,02 D{
1,60, Ol: DM: -1,33 DSM: 1,50
2 20/20 S/P 13/14 0.2/0.2] PHG: dIn, OD: DM:- 1,20 D§
1,80, Ol: DM: -1.33 DSM: 1,60
3 20/20 S/P 14/12 0.2/0.2 PHG: dIn, OD: DM:-1 DSM:
1,30, Ol: DM: -1,05 DSM: 1,20
4 20/20 S/P 15/14 0.1/0.1 PHG: din, OD: DN2;67, DSM
1,83, Ol: DM:-1,75, DSM:1,75
5 20/2(C S/F 16/1¢ 0.3/0.2 |PHG:dIn, OD: DM: -0,30, DSM
1,58, Ol: DM:-0,60, DSM:1,73
6 20/20 S/P 14/15 0.1/0.1 PHG: din, OD: DM: -0,2,
DSM:1,5, Ol: DM:-0,3, DSM:1,
7 20/2C S/F 20/2( 0.7/0.¢ PHG:fIn, OD: DM: -6,5
DSM:16,6, Ol:DM:-5,1 DSM:11
8 20/25 S/P 20/16 0.9/0.9 PHG: fin, OD: DIiZ>-DSM:28
Ol: DM:-20 DSM: 30
9 0OD:20/8( | Catarata N 13/13 0.9/0.¢ |PHG:fln, OD: DM:-18,9
0l1:20/20 AO DSM:20,4, Ol: DM:-10,4
DSM:18
10 0OD:20/50 PF 16/17 1.0/0.8 | PHG: fln, OD: DM: -24 DSM
0Ol1:20/30 AO 9,63, Ol: DM:- 12,68 DSM: 13
11 0OD:20/20( | Catarata N 10/1C 0.9/1.C |PHG:fln, OD: DM:-24 4
0l1:20/400 AO DSM:16, Ol: DM:-24 DSM:20
12 20/20 S/P 16/16 0.9/0.9 PHG: fln, OD: DM: -29,73
DSM:10,41, Ol: DM:-23,55
DSM: 12,73
13 0OD:20/5( S/F 17/17 0.9/0.¢ |PHG:fln, OD: DM: -16,71,
0l1:20/20 DSM: 11,48, Ol: DM:-18,04,
DSM:13,39
14 0D:20/25 S/P 16/15 0.8/0.9| PHG: fin, OD: DM: -13,62,
0Ol1:20/25 DSM:19,49, Ol: DM:-12,55,
DSM:14,37
15 0D:20/20 S/P 16/14 0.7/0.7| PHG: fin, OD: DM: -15,30,
0Ol1:20/30 DSM: 21,47, Ol: DM:-17,00,

DSM:15,01

Se diagnosticé glaucoma en los sujetos 7 a 15 en fum@bmesultado del campo visual y la
excavacion de la papila. Los sujetos 1 a 6 no presentagnos de la enfermedad. AV: agudeza
visual (medida con correccién dptica (csc)), BMC: bigoscopia, N.O: nervio 6ptico, Ol: o0jo
izquierdo, OD: ojo derecho, AO: ambos ojos, PHG: prudlahemicampo para glaucoma, din:
dentro de los limites normales, fin: fuera de los limiteemales, DM: defecto medio, DSM:
desviacion estandar modelo, S/P: sin particularidades,seEdpfaquia. Las cataratas se clasificaron
segun el sistema de clasificacion de opacidades de tas ldr(Locs lII).

Se observaron diferencias significativas entre el gogmirol y el de pacientes con glaucoma

en las variables que se indican en la Tabla VI. Si di¢iempo total de suefio no varié entre
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ambos grupos, los pacientes con glaucoma presentaoor eficiencia de suefio y mayor
actividad, mas minutos de vigilia, y mayor cantidad piscglios de vigilia durante la noche,

que el grupo control. Aun en estado preliminar, estsslltados demuestran alteraciones
significativas en diversos parametros circadianos (péatimente, en la calidad de suefio) en

pacientes con glaucoma avanzado.

Tabla VI. Resultados del estudio de actividad diaria €alizado en todos los

sujetos reclutados

control glaucoma
media = EE| media + EE
pacientes 6 9
duracion (dias) del registro 18,33 +£0,8418,56 £ 0,3 NS
actividad total media (unidades arbitrarias) | 150 +9,38§ 157 +4,33 NS
tiempo total de suefio (min) 523 £43,68 452 + 21,33 NS
eficiencia de suefio (%) 80+2,85| 60+3,33] **
latencia de suefio (mir 576 + 5674|444 + 3533| NS
actividad media durante el intervalo de suefif 14 + 163 24 £¢ *
min vigilia en el int. de suefio 19+ 3,10 46 +7 | **
episodios vigilia (EV) en el intervalo de suei| 99 +£122| 14,6 £ 157 | **
media EV en el intervalo de suefio (mi 2,5+024 3,905 | **

Se indican las medias + EE de los pardmetros estudadtzdos los pacientes a través
del registro de actividad durante 20 dias. NS: no saifio. ** p < 0,01, test de
Student.

Actogramas representativos de pacientes control y masiecon glaucoma avanzado se

muestran en la Figura 51.
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Figura 51. Actogramas representativos de sujetos control y pgasieson glaucoma. En el eje
horizontal se representa la actividad en el transcdesa ciclo (24 h) y en el eje vertical la
sucesidn de ciclos consecutivos. En cada linea dejracta se representa en negro la zona
correspondiente al tiempo durante el cual el paciet@esesla fase de actividad y en gris claro la
zona que corresponde al tiempo en el cual el pacistdeca la fase de suefio. Nétese la mayor
actividad en la fase de suefio en los pacientes cocogiauen comparacion con los sujetos
control.
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La informacion retiniana en mamiferos es critica pasinieronizacion y los cambios de fase
de los ritmos circadianos generados por el marcagagotalamico. Por lo tanto, el estudio
de la actividad ritmica retiniana, ya sea auto-sostenidanwm eferencia de la informacion
procedente de los NSQ, es esencial para la comgpredsi la génesis y fisiologia de la
actividad circadiana. En este contexto, este trabajesietuvo esencialmente dos objetivos,
por un lado se analizaron algunos aspectos del relddiio en la retina del hamster dorado
y por otro, se examiné el efecto de una enfermedathioprevalente como el glaucoma
sobre la fisiologia circadiana en un modelo expemtaleen ratas y en pacientes. Con la
salvedad del estudio en el modelo de glaucoma expammye los pacientes con glaucoma,
los experimentos realizados se centraron en examstantds aspectos del reloj bioldgico en
la retina del hdmster dorado. Aunque los estudios ¢m e®delo experimental son
relativamente mas escasos que los realizados en otaelan@nimales (especialmente la
rata y el raton), el hamster dorado constituye unaaheenta de valor indiscutible,
particularmente cuando se trata de profundizar conentos cronobioldgicos (lo que
constituye uno de los objetivos de este trabajo). Esecespa sido extensamente utilizada
como modelo en cronobiologia dado que presenta ribiw8gicos robustos y facilmente
registrables, asi como una marcada influencia cirnadia la fisiologia del organisniototo

y de la retiniana en particular. Desde esta perspectveesulta sorprendente que la primera
evidencia experimental que avala so6lidamente la pcesele un reloj circadiano enddégeno
en la retina de mamiferos hubiera sido obtenida, praeisi, en el hAmster dorado (Tosini y
Menaker, 1996). En nuestro laboratorio, iniciamoséliais de diversos aspectos de la retina
de esta especie hace ya mas de quince afios y ahtgreisponemos de una cantidad
considerable de antecedentes que avalan la expargdguirida en el estudio de este modelo
animal. Por otra parte, la rata constituye la especiesdeméas frecuente para los estudios

experimentales de glaucoma. Si bien hemos realizadwsds intentos para desarrollar un
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modelo de glaucoma experimental en hdmsteres, efitad®l 0jo de esta especie constituyo
un serio impedimento para la determinacion de la PlCagpecto insoslayable cuando se
pretende modelar una enfermedad en la que la hip@measular constituye el principal
factor de riesgo. Este conjunto de consideraciones alalso de dos especies diferentes (el
hamster y la rata) para el desarrollo de los objetieagrales de este trabajo de tesis.

Los resultados obtenidos en la primera serie de empetds indican que la liberacion de
PGE2 y PGF2 en la retina de hamster esta regulada por un reloj circadiano local,
independiente de los NSQ. Trabajos previos han deadostjue retinas de vaca y rata son
capaces de sintetizar PGE2 y PGF2a a partir de &cido araquidonico radiomarcado (Birkle y
Bazan,1984b; 1986), y que las retinas de conejo pueden liberar PGE2 y PGF2a. a partir de
acido araquiddnico enddgeno (Preud’homme y col.5)19%8endo la PGE2 el eicosanoide
predominante. Los resultados obtenidos indican queitearde hamster es capaz de liberar
PGs en forma espontdnea a partir de fuentes endggemague se observaron niveles
mayores de PGF2a que de PGE2. Aunque no se dispone de una interpretaciOn clara para esta
discrepancia, parece probable que factores dependisntaespecie puedan explicarla.

En condiciones de luz-oscuridad se observaron cianas diarias significativas en la
liberaciébn de PGE2 y PGE2con un maximo a medianoche. Un ritmo diario en la retina
puede ser controlado por un oscilador circadiano emddgmr respuesta directa a la luz o
por una combinacion de ambos mecanismos. El caetiddgeno de un proceso ritmico debe
ser demostrado por su persistencia en condicionedactes. Cuando los animales se
expusieron a oscuridad constante durante 48 h ycsicgaron a mediodia o a medianoche
subjetivos, las diferencias horarias en la liberacié ambas PGs persistieron. Dado que las
PGs son compuestos altamente fotosensibles, es eagibl la luz durante el periodo de
incubacion pueda tener un efecto deletéreo sobre estésutas. De hecho, los niveles de

ambas de PGs fueron significativamente mayores badidones de oscuridad que de luz.
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Sin embargo, la observacion de que las variacione® @itrmediodia subjetivo y la
medianoche subjetiva persistieron en oscuridad coestaala el concepto de una funcién
controlada por un reloj endégeno. En este sentidoqueino se descarta la posibilidad de
que la luz puede influir sobre la biosintesis o la lidéraetiniana de PGs, el ciclo de luz-
oscuridad no parece ser una condicidbn necesarialgayaeneracion de este ritmo. Se han
demostrado anteriormente variaciones circadianas emiledes de PGs en el liquido
cefalorraquideo de ratas (Pandey y col., 1995), éngaino diafisario de la médula 6sea de
rata (Yosipovitch y col., 1995) y en el humor acudsb conejo (Liu, 2000). En el 6rgano
diafisario de rata, los niveles de PGs son altosntieiia tarde y los periodos de oscuridad y
disminuyen a la mafiana, mientras que en el liquiddocedguideo y el humor acuoso de
conejo, se demostro un ritmo en la produccién ded®@wun pico en la fase opuesta. Por lo
tanto, es posible que la coordinacion temporal de laalii@n de PGs se ejerza en un nivel
tisular/celular, lo que adquiere sentido si se tieneuenta que estas moléculas participan en
mecanismos de regulacion local. En cuanto al efecto destienulacion fotica, se ha
demostrado que la exposicion de ojos de cerdo alwwo e in vitro aumenta los niveles
retinianos de PGs (Hanna y col., 1997). Sin embag@ste estudio se utilizé una intensidad
luminosa de 2700 luin vitro o de 3770 luxn vivo, mientras que en nuestras condiciones
experimentales la intensidad de luz fue marcadamemem(@00 lux).

En la retina de hamster, los niveles de COX-1 (pero n€@X-2) fueron méas altos a
medianoche que a mediodia y a la medianoche subjat&algmediodia subjetivo, lo que
sugiere una correlacion entre los niveles de estazgoany la liberacion de PGs. Por lo
tanto, estos resultados sugieren que la expresion &elCh la retina esta regulada por un
reloj circadiano enddgeno. Al presente, se ha descdplo un nuimero relativamente
pequefio de mecanismos regulatorios para COX-1. Auesfagsoenzima fue originalmente

considerada constitutiva, se han descripto alteragiendos niveles de COX-1 retinianos en
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diversas situaciones experimentales (Fang y col., )19 ha demostrado que la PGE2
estimula la sintesis de COX-1 y aumenta los niveles @d®m en células osteoblasticas de
raton (Oshima y col., 1991). De esta manera, un delaetroalimentacion positiva de la
PGE2 sobre la COX-1 podria contribuir a los cambisdianos retinianos en los niveles de
esta isoenzima.

La localizacién de COX-1 y COX-2 se ha examinado awrtiaa de diversas especies como
raton, rata y humano (Ju y Neufeld, 2002). En elmaté COX-1 se localiza en los
segmentos externos de los fotorreceptores, en céhdazontales, microglia, células
ganglionares (CGRs) y células amécrinas desplazadestras que en la rata y en la retina
humana, la COX-1 estd presente principalmente en CGRan ycélulas amécrinas
desplazadas. La inmunorreactividad para COX-2 entéhrg la rata se observa en los
procesos de la capa plexiforme externa y en cieéiatas amacrinas y CGRs, mientras que
en la retina humana, la inmunorreactividad para CG¥!@ se localiza en los procesos de la
capa plexiforme externa. En la retina de hamster, [X-CQ@ la COX-2 se localizaron en la
retina interna (pero no externa), sobre todo en la d@pCGRs y la capa nuclear interna.
Como se mencion6 en la Introduccion, multiples patéos retinianos fluctian
significativamente a lo largo del dia (Tabla Ill), irxubajo condiciones de iluminacion
constante, lo que sugiere que la génesis de estos Bst@sontrolada por un reloj endégeno.
En muchos de estos estudios, los 0jos no se analirararma aislada, lo que permite una
posible influencia centrifuga de los NSQ. Sin embasgodemostré que retinas en cultivo
mantienen un ritmo circadiano en la produccion déatoeina (Cahill y Besharse, 1993;
Tosini y Menaker, 1996). Por otra parte, Terman y (893) demostraron que las lesiones
de los NSQ no afectan el ritmo en la fagocitosis delisss de membrana de los segmentos

externos de los fotorreceptores. Como se muestratertrabajo, el ritmo en la liberacion
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retiniana de PGs persistidé en animales con lesion falate los NSQ, lo que sugiere que este
ritmo es generado localmente.

A pesar del conjunto de evidencias que avalan la egistede un (0 mas de un) reloj
retiniano circadiano, la localizacion celular de este€loj/es no ha sido aiun completamente
identificada. Considerando que la biosintesis retindmanelatonina es un ritmo circadiano
paradigmatico, la identificacion del tipo de célulapares de sintetizar melatonina fue
considerada un indicador clave de la localizaciérrelej retiniano. Dado que la sintesis de
melatonina persiste después de la destruccion de la netitmaa deXenopus(Hayasaka y
col., 2002) y de pollo (lvanova y luvone, 2003&)sagiri6 que el reloj circadiano se localiza
en los fotorreceptores (Tosini y col.,, 2007a). Asinas se ha demostrado que la actividad
especifica de la enzima arilalquilamina -N-acetiltransiergAA-NAT, enzima clave en la
biosintesis de la melatonina) aumenta en cultivos de céktiaganas luego de tratamientos
qgue aumentan la proporcién de fotorreceptores (kaouvone, 2003b). Ademas, diversos
estudios han identificado varios componentes dej esidusivamente en los fotorreceptores
de Xenopugrevisado por Anderson y Green, 2000). Por lo tda®evidencias disponibles
apoyan la idea de que el reloj circadiano de la retma@ncuentra en los fotorreceptores
(Hayasaka y col., 2002). Sin embargo, la posibilidadque otro tipo de células retinianas
también sea capaz de sintetizar melatonina ain no pesdartarse formalmente. De hecho
como se menciond en la introduccion, en nuestro lalrardtemos demostrado la existencia
de ritmos diarios en la biosintesis de melatonina, estlgidad de AA-NAT y en los niveles
de ARNm de esta enzima en cultivos de CGRs embrianddgpollo durante al menos tres
ciclos, con un periodo cercano a las 24 horas (Ga®&ico y col., 2004). Estos resultados
indican que las CGRs de la retina de pollo pueden foacioomo osciladores circadianos
auténomos capaces de sintetizar melatonina con méaxioraste el dia, en fase opuesta a la

sintesis del metoxiindol en los fotorreceptores (Gambdrico y col., 2004). Sobre la base de
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los resultados de esta Tesis, es posible postulaaguUeGRs de la retina del hAmster pueden
funcionar como osciladores circadianos capaces daigart PGs.

Recientemente se ha demostrado una funciéon hasta adadentificada de la PGE2, que
consiste en el ajuste de los circuitos de retroalime&mtate la expresion de genes circadianos
en relojes circadianos periféricos (Tsuchiya y cd05). En este sentido, se ha previsto en
un futuro préximo analizar esta posible funcibn de @GEP sobre el reloj circadiano
retiniano. En suma, estos resultados indican la exiatéiecun ritmo circadiano robusto en la
liberacién retiniana de PGs, probablemente asociadaC®OX-1. Dado que las variaciones
circadianas de la liberacion de PGs se mantuvieron desfguéa lesion de los NSQ, estos
resultados sugieren que el sistema PGs/COX-1 podria ger ¢l conjunto de sefales
eferentes del reloj retiniano o bien formar parte dadguinaria molecular de este reloj. En
todo caso, el hecho de que la COX-1 y la COX-2 sdilaran en la retina interna pero no en
los fotorreceptores, vincula al sistema generador ¢&s Ron un reloj retiniano
presumiblemente localizado en la retina interna. Defestaa, las PGs retinianas, como un
componente del sistema generador de ritmos ocularedijapoformar parte de los
mecanismos que subyacen a la regulacion temporaffid®lagia retiniana.

La capacidad de oscilacién autbnoma de los relojeadianos, particularmente en los NSQ
de mamiferos, ocurre a través de ciclos de retroalangm de transcripcion/traduccion
acoplados, en los que los elementos posit@tck y Bmall interactian con elementos
negativos Perly 2, yCry 1 y 2), (Ko y Takahashi, 2006; Reppert y Weave§22&chibler,
2006; Siepka y col., 2007). Se ha demostrado la exprele estos genes reloj también en la
retina de diferentes especies de vertebrados y enosiwasos se han obtenido resultados
contradictorios. Por ejemplo, mientras que Dorenboasl.y(2007) demostraron por RT-PCR
en células unicas la presencia de los transcriptas Ipa seis componentes clave del reloj

circadiano Bmall, Clock Cryl, Cry2, Perl, y Per2) en células amacrinas dopaminérgicas,
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pero no en los fotorreceptores de la retina de rdtdsini y col. demostraron la presencia de
los ARNms paraPerl, Per3 Cryl, Cry2, Clock y Bmall, pero no paraPer2 en
fotorreceptores de rata (Tosini y col., 2007a). Aders@dia demostrado que los niveles de
ARNmM deBmall(Tosini y col., 2007b) o deerl, Cryl, y Clock (Kamphuis y col., 2005), no
muestran variaciones circadianas significativas eetiaa de rata, mientras que otros autores
observaron variaciones circadianas en los nivelesRigms dePer2, Per3, Cry2, y Bmall
también en esta especie (Kamphuis y col., 2005).

A pesar de las evidencias ya mencionadas respectatdidad del hAmster como modelo
paradigmatico para el estudio de la fisiologia ciraaaliy de ser ésta la primera especie de
mamiferos en la que se demostrd la existencia de upretiniano autbnomo (Tosini y
Menaker, 1996), al presente no se dispone de ningtudie disefiado con el objeto de
examinar el engrama molecular del reloj circadiantagetina de esta especie. Para analizar
este aspecto, se determinaron los niveles de las mast€LOCK y BMAL1 en retinas de
hamster en distintas condiciones experimentales. Landetrion de los niveles de estas
proteinas constituye por si mismo un enfoque originall émea porque todos los estudios
anteriores en retinas de diversas especies (sin ningMo@pcion) se restringieron a
determinar los niveles de sus respectivos ARNms qusiempre constituyen indicadores
fidedignos de los niveles proteicos.

A diferencia de lo mencionado para la retina, en estugrevios de otros autores se
determinaron los niveles proteicos de BMAL1 (Tamanoly, 2000) y CLOCK (Maywood y
col., 2003; Kondratov y col., 2003) en los NSQ de yataton respectivamente. En este caso,
se demostrd que si bien se observa una variaciéadca en los niveles de BMALL, los
niveles de CLOCK no varian circadianamente en homogematales de NSQ (Maywood y
col., 2003). En cambio, cuando se separan las freegioitoplasmaticas y nucleares resultan

evidentes las variaciones circadianas de los nivede€ldDCK en ambos compartimentos
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celulares (Kondratov y col., 2003). Por lo tantop@tspecto novedoso (particularmente en la
retina) de los experimentos realizados en esta Tasi®l andlisis diferencial de los niveles
citoplasméticos y nucleares de estas proteinas. Considecare la participacion de estas
proteinas en la organizacién molecular del reloj ciaraaliesta intrinsecamente asociada a su
capacidad de actuar como factores de transcripcidesgsrable que su presencia en el
nucleo esté directamente asociada con su funciondmaldLos resultados obtenidos en esta
Tesis demuestran, por primera vez, la existencia daci@nes diarias significativas en los
niveles nucleares pero no citoplasméticos de las past€@dhOCK y BMAL1, con valores
mayores a mediodia que a medianoche. Asimismo, daelo@ se observaron variaciones en
los niveles citoplasméticos, la translocacion de estasipas al ndcleo podria ser un aspecto
central en la maquinaria molecular del reloj circadiég@® ha sugerido, que al menos en los
NSQ ambas proteinas translocan al nicleo ya en foerdénteros y que el control circadiano
de CLOCK se produce a nivel de su translocacion eancbependiente de BMAL1
(Kondratov y col., 2003). Sin embargo, los eventosagelulares involucrados en la
redistribucion y regulacion intracelular de las proteimdg mo han sido ain examinados y
serén objeto de préximos estudios. La observacionriexpetal de que las variaciones
diarias en los niveles de CLOCK y BMAL1 persistercendiciones de oscuridad constante,
indica que esta oscilacion no depende del estado de dai@inambiental, sino de un reloj
enddgeno. Si bien las variaciones circadianas eniVetes nucleares de CLOCK no fueron
evidentes luego de la lesion bilateral de los NSQ,eehtr de que las variaciones en los
niveles nucleares de BMAL1 persistan en estas com#isiindica que la génesis de estas
oscilaciones, al menos en parte, es independiente dSIQsy se localiza en la propia retina.
Considerando que estas proteinas actian en forma éeodjmueda aun por elucidar si las
variaciones en los niveles de BMALL (en ausencia d&#®) son suficientes para inducir

variaciones circadianas en los niveles nucleares dédtesodimeros, a pesar de que los
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niveles de CLOCK no varien en forma aparente. Por pdrée, si bien al presente no se
dispone de un modelo fehaciente para la interpretaciGests resultados en conjunto, es
posible suponer la existencia de una relacion cgmpdmtre el reloj retiniano y el
hipotalamico, incluso a nivel del engrama moleculdrsi#¢ema generador de ritmos en la
retina. Otros autores también observaron diferencidgsepatrones de expresion circadiana
luego de la ablacién de los NSQ. Sakamoto y col. (RG@6fhostraron en retina de rata, que
luego de la lesion de los NSQ las variaciones diaridesniveles de ARNm de la AA-NAT
se mantienen, mientras que las variaciones en los nidel@d&Nm dePer2 y Dbp (un gen
controlado por el reloj) desaparecen. El estudiauimphistoquimico demostré que CLOCK y
BMALZ1 se localizan exclusivamente en la capa de CE&R#& resultado constituye una de
las evidencias més solidas obtenidas hasta ahora effer@respecto a la existencia de un
reloj circadiano en la retina interna, y no en los feteptores, en los que no se detecto la
presencia de estas proteinas, al menos por los métodosohistoquimicos utilizados en
este trabajo. Otros estudios, muchos de ellos colimi#@aciones ya mencionadas, también
han propuesto la existencia de un reloj circadiamdaeretina interna. En ese sentido, se
demostré que los ritmos circadianos en los sistemasndo@agico y melatoninérgico
persisten en ratas con retinas distroficas (Sakamotd.,y2604; Doyle y col., 2002a y b) y
que neuronas de la retina interna de raton coexpresaARdIms de varios genes reloj
(Witkovsky y col., 2003; Ruan y col., 2006). En parlér, se demostré la presencia de
transcriptos para los seis genes reloj en células mbaies, bipolares, catecolaminérgicas y
CGRs, pero no en los fotorreceptores, con una mayoporcion en las amacrinas
dopaminérgicas (Ruan y col., 2006). Ademas, losogtmn los niveles de estos transcriptos
persistieron por méas de 25 dias en cultivos de retinaatde en las que los fotorreceptores
habian degenerado (Ruan y col., 2006). En conj@stos resultados junto con los obtenidos

en este trabajo de Tesis indican que las neuronasaretique albergan las bases
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moleculares para la generacion de ritmos enddgendistsbuyen entre la CNI 'y CCG de la
retina de mamiferos. Por el contrario, en la retina déelvedos no mamiferos como
Xenopusy distintas especies de aves, la expresion de getwsno parece limitarse a la
retina interna, sino también esta presente en los fototoeespEstas observaciones podrian
reflejar diferencias evolutivas entre mamiferos y vedets no mamiferos, y no excluyen
completamente la posibilidad de la funcién de los fotepeores como sustrato anatémico
para un reloj retiniano. Sin embargo, cabe destacaa gusar de la presencia de genes reloj
en los fotorreceptores (Gekakis y col., 1998; Miyampt8ancar, 1998; Namihira y col.,
2001; Thompson y col., 2003; Witkovsky y col., 2008) se detectd expresion coordinada
de los seis genes reloj en este tipo celular, por o tes poco probable que estas células
puedan formar un ciclo circadiano completo de retroalte@on autbnoma viable (Ruan y
col., 2006). En consecuencia, es posible que erioknsreceptores, estos genes pudieran
cumplir funciones diferentes al reloj. Estos resultadmstrastan con el paradigma actual
basado principalmente en datos de la retina de anfibio®l que los fotorreceptores son
considerados los osciladores circadianos endoggmesnedian el ritmo en la liberacion de
melatonina (Cahill y Besharse, 1993) y expresan altadasude los genes centrales del reloj
(Zhu y Green, 2001; Zhu y col., 2000); en cambiceeretina de mamiferos, los genes reloj y
consecuentemente la funcién reloj podrian localizarstefancialmente en la retina interna.
Los resultados obtenidos en esta Tesis proveen ws® dmpliada para el estudio de los
ritmos en la retina de mamiferos, asi como de la Bxabn e identificacion de las neuronas
marcapaso en la CCG.

Los relojes retinianos inducen cambios en el sisteimeaben funcion de la hora del dia en
forma predictiva a las variaciones de iluminacion gquer@n al amanecer y al atardecer. Es
esencial para el funcionamiento del sistema de re@ulatemporal que estos relojes

circadianos estén presentes en la propia retina. Deogsta,fla presencia de relojes en las
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células CGRs y otras poblaciones celulares de Inar@tterna, en calidad de osciladores
circadianos autonomos, ademas de su capacidad deetefocion intrinseca a través del
fotopigmento melanopsina (como se discutirh mas adeldetefonfiere la posibilidad de
regular la fisiologia de la retina y cambiar la sensildlide la retina a la entrada fotica sobre
una base circadiana, lo que en definitiva, permitegular la entrada de informacion a los
NSQ y otras estructuras. Sobre la base de estas e@wahes, se posible proponer que las
CGRs desempefian un papel central en el sistema circadigoolo tanto, alteraciones a
nivel de este tipo celular podrian afectar significativamela génesis de los ritmos
bioldgicos.

PARTE Il

Considerando la funcion clave de la informacion #ten la generacion de los ritmos
biologicos, es de gran interés determinar en qué fdamanfermedades oftalmologicas
pueden afectar al sistema circadiano. Las enfermedacldares que pueden afectar la
entrada fética al sistema circadiano incluyen las catarddasetinopatia diabética, la
degeneracion macular, la retinitis pigmentosa, la atdianervio 6ptico y el glaucoma
(revisado por Jean-Louis y col., 2008). La catarata,apacidad del cristalino, no disminuye
de manera significativa la entrada de luz a menoslaj@nfermedad esté muy avanzada
(Jongebloed y col., 1993). La retinopatia diabéticanesaausa frecuente de pérdida de las
funciones visuales e incluso de ceguera irreversibleirfKy col., 1987) que varia
considerablemente en su gravedad, de modo tal querida de luz al sistema circadiano
cambiara en funcion del avance de la enfermedaétda final de la enfermedad diabética
proliferativa transmitira menos luz; un ojo con retiaba diabética tratado con laser pierde
funciones visuales en areas discretas y por lo tantoigpaetiucir la entrada de estimulos de
luz al sistema circadiano. La degeneracién macularioelada con la edad es un proceso que

afecta a distintas capas de la retina, con cicatricesrutasuy pérdida de transmision de los
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estimulos de luz (VanNewkirk y col., 2000). La retingiigmentosa es reconocida como una
degeneracion progresiva de los bastones, que praegcgera nocturna y pérdida del campo
visual periférico (van Soest y col., 1999). Sin embagjdallazgo de la pérdida de células
ganglionares de la retina (CGRs) en el glaucoma coystjgiobablemente el aspecto més
significativo en términos de la fisiologia circadiana (Jakgpbol., 2005).

El glaucoma es una de las principales causas desr@egearacterizada por defectos del
campo visual debidos a la pérdida de CGRs y el dafla cabeza del nervio Optico.
Considerando la presencia de melanopsina (Hannill!,y2004) yCry (Hattar y col., 2003)
en CGRs de la retina humana y una disminucion delrRfaeientes con glaucoma (Clark y
Mapstone, 1986), es posible conjeturar que individcms pérdidas graves de CGRs (es
decir, con glaucoma), podrian experimentar desincoidia de sus ritmos circadianos. Para
evaluar esta hipotesis fue necesario el desarrollmdeadelo de glaucoma experimental en
ratas. Como ya se menciond, cuando se inici6 estajtr de Tesis Doctoral disponiamos en
el laboratorio de un modelo de glaucoma inducido pgedciones crénicas de AH. Sin
embargo, el fabricante de este reactivo sorpresivi@rieterrumpié en forma definitiva su
produccion lo que resulté un gran perjuicio paradatiouidad de esta linea de trabajo. A
pesar de multiples intentos, no resulté posible reemplkelz&H (Sigma, n° de catélogo
H1751) con otras preparaciones de la misma empreg@si origenes, lo que nos llevo a la
busqueda de nuevos recursos para inducir un modejtadcoma experimental en ratas.
Sobre la base de las consideraciones mencionadagdreroduccion, los experimentos cuyos
resultados se discutiran a continuacion tuvieron pgetebdesarrollar un modelo de
glaucoma experimental en ratas a través de inyeccicnasamerales de CS.

Los resultados obtenidos indican que una inyeccion adadas en la cAmara anterior del
ojo de rata aumentd significativamente la PIO en comjgaraon los ojos inyectados con

vehiculo, en forma dependiente de la dosis. Una ineagnica de 40 % de CS mantuvo
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niveles elevados de PIO durante siete dias, alcanzaoi®s similares al control en €f°8
dia post-inyeccion. Aunque el destino intraocular del €8Saun desconocido, el lento
descenso de la PIO observado después de una inyécdgan sugiere que el CS puede salir
de la cAmara anterior por el flujo de humor acudsosgr degradado por una actividad de
condroitinasa local. Dado que el aumento de la PlQréuesitorio, se realizaron inyecciones
semanales de CS para mantener un aumento sosterggtegrarametro. La P1O de los ojos
tratados semanalmente con CS alcanz6 un nivel de essgaitmonario similar al provocado
por una inyeccion Unica de CS, fue significativamensgian que el de los ojos inyectados
con vehiculo y se prolong6 a lo largo de la duradiéirestudio (10 semanas).

Diversos viscoelasticos que contienen CS y AH, comaseiodt® (3,0% AH - 4,0% CS) se
han convertido en herramientas casi imprescindiblea eirdgia del segmento anterior del
ojo humano para reducir el trauma del tejido y la idérdle células endoteliales, asi como
para mantener el volumen de la camara anterior. Sirargmpes bien sabido que estos
agentes son responsables de causar o exacerbamentauransitorio pero significativo de
la P10 después de la cirugia. Dado que los agenteseldsticos con AH pero sin CS, como
el Healon (1% AH), el Healof? 5 (2,3% AH) y el GV Healor’ (1,4% AH) también
aumentan la PIO en humanos, el efecto hipertensivWigdebat® podria ser atribuido al AH.
De hecho, como ya se menciond, en trabajos prevassostramos que la inyeccion
intracameral de AH induce un aumento significativo dé’I® en ratas. Aunque se ha
demostrado que la administracion intracameral de CS rdantee PIO en gatos, pero no en
conejos (Zhu y Cai, 19929| efecto del CS sobre la PIO de ratas no habia seléamente
examinado. Inyecciones repetidas de CS (9 mg/ojo) &mfara anterior de gatos aumento la
PIO en 4 a 7 mm Hg por encima de la de los ojosrahren tanto que en ojos de ratas se
observo un incremento de casi un 100% (~ 10 mm Hg)jes inyectados con CS al 40% (8

mg/ojo). Dado que la cAmara anterior del ojo de ratawgsestrecha, la mayor hipertension
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ocular provocada por el CS en la rata que en el gadoig atribuirse al hecho de que las
concentraciones intracamerales reales de CS en @leojata podrian ser superiores a las
alcanzadas en el ojo de gato. Ademas, no puede deseartea menor capacidad de lavado
del CS en la cAmara anterior de la rata.

Como ya se mencion0, inyecciones crénicas de AH atanesignificativamente la PIO en
ratas (Benozzi y col., 2002). La eficacia del CS paraeaiar la PO en la rata fue similar a
la obtenida a través de inyecciones de AH. Sin embg@® alcanzar una hipertension
ocular similar, fue necesaria una mayor concentra@d®iCS (40 %) que de AH (1 %). El
dominio de AH es dependiente de la concentraciérrmdouna red polimérica continua a
una concentracion de 1 mg/ml. Por el contrario, elidmnde CS es limitado y adquiere una
configuracion de “cepillo para botellas” sin formar ued polimérica. Ademés, numerosas
moléculas de CS se unen a una sola columna vertebfaHgara formar el agregado de un
proteoglicano tipico. Por lo tanto, es esperable quariidad de CS necesaria para aumentar
la P10 sea mucho mayor que la de AH. Estos residtadnfirman el conocimiento existente
sobre la polimerizacién de AH y las propiedades gegacion del CS. Ademas de las
diferencias estructurales, diferencias etuaioverde estos dos GAGs podrian explicar esta
observacion. A pesar de las concentraciones relativgmaltas de CS necesarias para inducir
una hipertension ocular sostenida, no se observagmoss de inflamacion en los ojos
inyectados cronicamente con CS.

Se ha sugerido que los GAGs pueden reducir el diéniencional de los canales de flujo a
través de los espacios corneoesclerales intertrabesydanéundos y/o regular el flujo a
través de la membrana basal juxtacanalicular. Por 1o,tas posible que el CS inyectado en
forma intracameral actie de manera similar al CS emdd@es decir, impidiendo el flujo
normal de humor acuoso). Es bien sabido que lateipgén ocular desempefia un rol causal,

aungue no necesariamente exclusivo, en la pérdidal glsweomatosa. De hecho, no todos
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los modelos experimentales de hipertension oculaica@ausan las mismas alteraciones en
la retina 0 en la cabeza del nervio 6ptico. Por lo tala®,siguientes experimentos se
realizaron con el fin de evaluar las consecuenciazidoales e histologicas de la
hipertension ocular crénica inducida por inyeccicseaanales de CS.

Diversas observaciones indican que algunos componegit&R® pueden ser afectados en
modelos experimentales de glaucoma. Considerando qumyacciones crénicas de CS
indujeron una disminucién significativa en la amplitud dedadas a y b del ERG escotdpico
gue fue evidente a las 6 semanas de tratamientoesudtados obtenidos en esta Tesis
apoyan esta observacion. Ademas, el hecho de golessevara una reduccion adicional de
estos parametros después de 10 inyecciones seman@l8ssdgiere una disfuncion retiniana
progresiva asociada con la hipertension ocular cadiia concordancia con estos resultados,
en un modelo de glaucoma experimental inducido parsa® de tres venas epiesclerales en
ratas, se demostré una disminucion significativa daralitud de las ondas a y b del ERG
(Bayer y col., 2001a). Cambios similares en el ER(lalgh se demostraron en el ratdén
DBA/2J, un modelo espontdneo de glaucoma de anguladee(Bayer y col., 2001b) y en
0jos inyectados cronicamente con AH en la camaraian{®oreno y col., 2005). Por otra
parte, Viswanathan y col., (2000), demostraron camieiosel ERG deflash que se
correlacionan con las respuestas en el pRaternen un modelo de glaucoma inducido por
laser en monos. Asimismo, se ha descripto una cagtusignificativa en la amplitud de la
onda b del ERG escotdpico en raBr®wn Norwaycon inyeccion de solucion hipertonica
salina en una vena epiescleral (Chauhan y col.,)2002

Aunque los VEPs reflejan la actividad de todas las aglue la via dptica desde los
fotorreceptores a la corteza visual, incluyendo las C R8s axones, pocos estudios han
evaluado previamente los VEPs en modelos experimerdaelegaucoma en roedores. En

humanos, se ha demostrado que el glaucoma afec#E®s provocando tanto reducciones
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en la amplitud (Papst y col., 1984) como aumentos daténcia (Towle y col., 1983). Sin
embargo, mas recientemente (Grippo y col., 2006)essodtraron sélo retrasos moderados
en los VEPs de ojos con dafio glaucomatoso. Los rdsslabtenidos en esta Tesis indican
una disminucion significativa en la amplitud (pero ndeetatencia) del componente N2-P2
del VEP en ojos expuestos a hipertension ocularciddupor CS, que podria deberse a una
reduccion en la llegada de sefiales a la corteza whwal alteraciones a nivel cortical. En
concordancia con estos resultados, se demostré umeci@d en la amplitud de los VEPs en
monos con glaucoma experimental (Johnson y col., 1989esar de las diferencias inter-
especie en los generadores neuronales de los comgerdgel VEP, es posible que esta
respuesta se origine en la corteza. Por lo tanto, esltéentgpecular que las inyecciones
cronicas de CS puedan afectar la respuesta postisméel nervio Optico, ademés de las
CGRs y la cabeza del nervio éptico. La disfuncidmiana descripta resulté dependiente del
tiempo de hipertension ocular, ya que se observénayar disminucion del ERG y del VEP
a las 10 que a las 6 semanas de hipertensién ocuter,sg observaron cambios en estos
parametros después de 3 semanas de tratamiento con CS.

En cuanto a la arquitectura de la retina, se obsendafio significativo limitado a la CCG y
los axones del nervio Optico en los ojos inyectadas €8 después de 10 semanas de
tratamiento. En los ojos inyectados con vehiculo, ssereb una morfologia intacta y
compatible con un nervio Optico sano. Los axones indales fueron generalmente
uniformes y con un empaquetamiento estrecho formansididaas del nervio. Por el
contrario, en los ojos hipertensos se observo urdidzétotal de la integridad del nervio, asi
como una alteracién en la forma de los axones. Ademesultd evidente una disminucién
marcada en el nimero de axones, siendo los axora@slgs significativamente mas
vulnerables que las fibras de diametro pequefio. Pamme grobable que este resultado

pueda atribuirse a un encogimiento de los axonesugaeq la distribucion del diametro
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axonal no se observaron cambios hacia diametros mésfpes. Esta pérdida de uniformidad
a nivel de axones individuales podria explicar la pérttithd de uniformidad e integridad del
nervio Optico. En concordancia con estos resultadoshasedemostrado una pérdida
preferencial de los axones grandes del nervio Optico tess anodelos de glaucoma
experimental en ratas y monos (Levkovitch-Verbin y,@002; Glovinsky y col., 1991). En
suma, estos resultados indican que inyecciones sessagel CS indujeron una elevacion
moderada y sostenida de la PIO, que a su vez, pyoatteraciones significativas en la
funcion y la histologia retiniana, compatibles con las alienas inducidas por el glaucoma
humano de angulo abierto. Por otra parte, junto coavakencias que demuestran mayores
niveles de CS en la malla trabecular de pacientes laoama, estos resultados avalan que
el aumento de los niveles de CS podria desempefiar ehqgtepe en la desregulacion de la
PIO caracteristica del glaucoma.

Una vez desarrollado un modelo experimental queodemme caracteristicas centrales del
glaucoma humano, se utiliz6 este modelo para analizatteraciones del sistema visual no
formador de imagen. Los resultados obtenidos indican lgLhipertension ocular crénica
indujo una disminucion significativa en el numero de leélanglionares que contienen
melanopsina (MCGRS) y en los niveles de melanoppera, no en los niveles de rodopsina.
Ademads, estos resultados indican que el glaucoma expesalmnducido por inyecciones
cronicas de CS provocod alteraciones significativas legsistema visual no formador de
imagen, tales como el RP, la supresion nocturnaelatamina pineal, la expresion de c-Fos
en los NSQ inducidas por luz y el ritmo de actividazbiootora.

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa pragrpie se traduce en la pérdida de
CGRs. Estudios previos han demostrado diversos gdelgerdida de CGRs dependiendo
del modelo de hipertension ocular y la especie aniti@ada. En este estudio, se observo

una disminucion significativa en el nimero de mCGRs46%) y en los niveles de
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melanopsina (~ 50%) luego de 10 (pero no de 6) sasnde hipertension ocular. El nimero
de CGRs que inervan el coliculo superior (marcadas~tworogold) y los niveles de Thy-1
disminuyeron significativamente un 40% y un 45%, respamente, luego de 10 semanas de
hipertension ocular crénica inducida por inyecciones aseles de CS. Dado que la
disminucion en el nimero de mCGRs y en los nivelesndanopsina fue similar a la
observada para CGRs positivas para Fluorogold y eniledes de Thy-1 respectivamente,
estos resultados indican que las MCGRs son similarmelnterables a los efectos deletéreos
de la hipertension ocular que el resto de las célulagligaares. En contraste con este
resultado, Li y col. (2006) utilizando un modelo expental de glaucoma inducido por la
fotocoagulacién con laser de argdn de las venasaigrieles y limbicas en rat&prague-
Dawley demostraron que las mCGRs son resistentes inclugouékesie 12 semanas de
hipertensiéon ocular. En otro estudio, se demostré guatenes C57/BL6 un mes después de
la axotomia del nervio Optico, disminuye significativameiteimero de CGRs, en tanto que
la densidad de las mCGRs no cae significativamentbifBon y Madison, 2004). Sin
embargo, Wang y col., (2008) demostraron una pérsigtaficativa de las mCGRs en otro
modelo experimental de glaucoma inducido por caweidn de tres venas epiesclerales en
ratasWistar. Por lo tanto, parece posible que el modelo expeatmhee glaucoma, asi como
la cepa de ratas utilizada podria explicar la discrepamtia el trabajo de Li y col., (2006) y
los presentes resultados. En necesario recalcar guedaltados anteriores se basaron en
estudios inmunohistoquimicos, mientras que en el pretahi@o de Tesis, la disminucion
en los niveles de melanopsina también fue demostrad®Vpstern blatEn concordancia
con estos resultados, se demostrdé una reduccion sigmdien los niveles de ARNm de
melanopsina en ratA¥istaren el modelo de glaucoma inducido por tratamiento&ser de

argon de las venas epiesclerales (Wang y col., 2008)
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El gran niumero de proyecciones centrales provenidetelas mCGRs podria indicar
numerosas funciones (Hattar y col., 2002; Lucas y 26D3; Gooley y col., 2003; Hannibal
y col., 2004). Con el fin de identificar estas func®nearios grupos crearon ratones nulos
para melanopsina, con la interesante paradoja de gspuéls de afios de buscar un
fotopigmento circadiano, se obtuvo éxito luego de desbaake las células que lo producen
(Guler y col., 2008; Hatori y col., 2008; Hattar y c&Q03; Mrosovsky y Hattar, 2003;
Panda y col., 2003; Panda y col., 2002; Ruby y @0I02). Considerando que el glaucoma
experimental inducido por inyecciones semanales de@®oco una disminucion en los
niveles de melanopsina, asi como en el numero de mC&R modelo podria ser una nueva
herramienta para estudiar funciones relacionadas cotigsfearticular de CGRs.

Diversas lineas de evidencia demuestran defectos dRPebferente en pacientes con
glaucoma (Kaback y col., 1976; Kohn y col., 1979wy, 1976). Sin embargo, un nimero
muy reducido de estudios han examinado el RP en o®é&perimentales de glaucoma en
ratas. En ese sentido, se demostrd un déficit sigrvicdel RP que se correlaciona con los
niveles de PIO en rataBrown Norway con glaucoma experimental inducido por la
cauterizaciébn de 3 venas vortice y 2 venas epiescle(@eszdanic y col., 2003). Los
resultados de esta Tesis indican una disminucion denstriccion de la pupila en ratas con
glaucoma experimental inducido por inyecciones semandée CS. Histdricamente, se
considero6 que las sefiales neuronales desencadepadmtug que inducen el RP se originan
exclusivamente a partir de los conos y bastones.nSiargo, més recientemente se demostro
que las mMCGRs pueden contribuir de manera significatig@antenimiento de la contraccion
de la pupila en respuesta a estimulos luminosos de38&s, incluso a bajas irradiancias, y
que las respuestas foticas de los conos se adaptaderab&mente y contribuyen poco a
estimulos de luz de 30 s, aunque la respuesta dedtmba se adapta menos y contribuye

significativamente al mantenimiento de la contraccion aepuipila frente a estimulos



Discusion

luminosos de estado-estacionario en niveles de iriadiggie se encuentran por debajo del
umbral de la fotorrespuesta de la melanopsina (McBlopgamlin, 2010). En este trabajo,
se utilizdé un estimulo luminoso de 30 s con el find&@ela contribucion de los conos. Dado
qgue no se observaron cambios en los niveles de rodogs los ojos tratados con CS, parece
probable que la disminucién del RP se pueda atribuina alteraciéon en el sistema de
melanopsina. Si bien no se observaron cambios eniveles de melanopsina y en el nimero
de mCGRs en ojos inyectados con CS durante 6 semanad)ssrvdé una disminucion
significativa del RP a las 6 y 10 semanas de hipertem&idlar. Se ha demostrado que los
cambios funcionales e histolégicos progresan con taueidn del glaucoma y que la
perturbacion funcional es anterior a los cambios magiods (Moreno y col., 2005; Belforte
y col., 2010). Los resultados obtenidos sugierenetj&&® puede ser un indicador no invasivo
y sensible de la disfuncién del sistema de melanopdado que este parametro reveld una
alteracion en un momento en el que los niveles de npar parecen relativamente
normales.

La supresion aguda de la sintesis de melatonina indpoidan estimulo luminoso es un
claro indicador de la llegada de informacion foticasaN&Q (Brainard y col., 1997). La luz,
procesada en las mCGRs se transmite a través del teéicwhipotalamico (TRH) hacia los
NSQ que conecta a la retina con la glandula pineahvaég de una via neural multisinaptica.
La luz tiene dos efectos sobre la secrecién de melatpimeal (Lewy y col., 1980): 1) los
ciclos de luz-oscuridad sincronizan el ritmo circadiaesua secrecion, y 2) luz de intensidad
y duracién suficientes inhibe bruscamente su seard€iérez- Rico y col., 2009; 2010). El
espectro de accion para la supresion de melatoninaidledpor la luz en la glandula pineal
humana permiti6 identificar un maximo en 446 - 477 mmodhgitud de onda como la region
mas sensible para la regulacion de la secrecionedgtonina (Brainard y col., 2001; Thapan

y col., 2001), lo que sugiere que un fotopigmentadirdes del de los bastones y los conos
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puede ser el principal responsable de la regulatgdmelatonina en el ojo humano. Por otra
parte, se demostré que la exposicion de ratas azldlanca y azul durante 15 minutos
suprimen en forma similar la actividad de AA-NAT de langlula pineal de rata (Jarmak y
col., 1998). Como se muestra en este trabajo, laalut redujo significativamente la
produccion nocturna de melatonina pineal en los dasriayectados con vehiculo en forma
bilateral por 10 semanas, pero fue ineficaz paraularesion de secrecidn nocturna de
melatonina en animales con glaucoma; mientras que la Hlanca disminuyo
significativamente este pardmetro en ambos grupos. A gdesque numerosas evidencias
avalan la idea de que las mMCGRs constituyen la viacipah de fototransduccion
neuroenddcrina (Brainard y col., 2001), el hecho de da luz blanca suprimiera
significativamente los niveles de melatonina nocturna €amimales tratados con vehiculo o
CS podria sugerir que los conos y bastones desempeaftahtrascendente en la generacion
de esta respuesta en la rata. De hecho, la luz politica es més eficaz en la supresion de la
melatonina nocturna en humanos que la luz monocromegiidalen el rango de longitud de
onda para la estimulacion de melanopsina), lo qudidmpue esta respuesta no estaria
regulada solamente por melanopsina (Revell y Skene7)2Q®s resultados obtenidos
demuestran que los niveles nocturnos de melatonina pfoeabn significativamente
menores en animales glaucomatosos que en los contislegabajos previos de nuestro
laboratorio demostramos que el glaucoma experimerdateéuna disminucion significativa
en la sintesis retiniana de melatonina (Moreno y 2004). Considerando que en la retina, la
melatonina es sintetizada a través de la misma via gi@sdaipta en la glandula pineal, no es
del todo sorprendente que el glaucoma puede aféatdo la biosintesis pineal como
retiniana del metoxiindol.

Como se muestra en este trabajo, la sensibilidad del RRuz blanca disminuyd, mientras

que la sensibilidad de la supresion de melatoninaymblanca permanecio intacta en los
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animales con glaucoma experimental. En este sentidee telerse en cuenta que las
proyecciones de las mCGRs al nlcleo pretectal olivaregsponsables del RP, mientras que
la via mCGRs> TRH > NSQ- glandula pineal esta implicada en la supresion noctiena
melatonina pineal por la luz. Por lo tanto, parece osjbe el glaucoma experimental pueda
afectar diferencialmente a estas vias. En este sentid@ peevisto en un futuro proximo
analizar la regulacion diferencial de estas vias enaeinton glaucoma.

El proto-oncogen c-fos produce la fosfoproteina F@$factor de transcripcion capaz de
regular la transcripcion de diversos genes (Morga@uyran, 1991). En los NSQ, la
induccion de c-fos esté principalmente regulada pluzlambiental. Las células de los NSQ
que expresan c-Fos se limitan inicialmente a las zogtasoceptivas, y posteriormente la
activacion  neuronal avanza hacia la porcion dorsomedidh inyeccion
intracerebroventricular de oligonucle6tidos antisentidoii®en la expresion de Fos puede
bloquear los cambios de fase inducidos por luz erntrab de actividad (Wolinik y col.,
1995). Por lo tanto, estos resultados sugieren quedlzccion de c-fos en los NSQ esta
involucrada en la sincronizacion fética (Schwartz y,d895; Takahashi, 1995; Wollnik, y
col., 1995), o al menos podria ser utilizado comanancador de la activacion fética en los
NSQ. En este estudio, la expresion de c-Fos induadduz se utilizé para investigar la
respuesta funcional fotica de los NSQ en ratas corcgtaa. La luz indujo una expresion
significativa de c-Fos en ambos grupos, sin embarge, pardmetro fue significativamente
menor en los animales inyectados bilateralmente con €®gios inyectados con vehiculo,
lo que sugiere que el glaucoma puede provocar unitdéfi los cambios de fase del reloj
circadiano de mamiferos inducidos por luz. En concaidarton estos resultados,
recientemente se demostré que ratas con glaucoma indpeidel tratamiento de venas
epiesclerales con laser argbn son capaces de siarani actividad locomotora a cambios

de fase en el ciclo de luz-oscuridad, pero requierentraépo para readaptarse a un cambio
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en el ciclo LD y muestran una variabilidad significatieante mayor en el inicio de la
actividad, en comparacién con ratas normales ((Droyyeol., 2008). Por otra parte, se
demostré una reduccion significativa en los terminalesiagd de las CGRs en los NSQ, el
principal blanco de la inervacion casi exclusiva deneCGRs (Panda y col., 2003). En el
trabajo mencionado, se demostr6 una disminucion no exdltos niveles de ARNm para
melanopsina, sino también en los niveles del ARNm pedopsina. Por lo tanto, los
resultados obtenidos por este grupo deben tener entacda contribucion de los
fotorreceptores clasicos. Por el contrario, en el efméxperimental de glaucoma inducido
por inyecciones semanales de CS no se observamiriasen los niveles de la rodopsina, lo
que sugiere que los cambios descriptos podrian skrsesamente atribuibles a la reduccion
en los niveles de melanopsina.

En este trabajo de Tesis, se registro la actividad lotma en animales inyectados con
vehiculo o CS durante 10 semanas. Las ratas inyectad&Scmostraron ritmos circadianos
de actividad normales en el ciclo L:D y fueron capate sincronizar a cambios de fase en
ambos sentidos del fotoperiodo (adelantos y retrasdase). Sin embargo, mientras que los
animales inyectados con vehiculo mostraron un inicio dieidexd que coincidia con el
apagado de las luces, el inicio de la actividad en k& riayectadas con CS se retraso
significativamente respecto al apagado de las luces pBdtda interpretarse como un déficit
en el ajuste de la sincronizacion fética, como una tidtda respuesta de enmascaramiento
por el apagado de las luces, o ambas. Es importdidéasegue tanto la sincronizacién como
el enmascaramiento contribuyen a la sincronizaciérodeiimos normales, y que ambos
mecanismos dependen de una via fotorreceptiva ciraditacta (Golombek y Rosenstein,
2010). Los animales nocturnos bajo condiciones dmirlacion artificial presentan poca
actividad durante la fase de luz del fotoperiodo. En estedio, las ratas con glaucoma

fueron significativamente mas activas que las ratas aodtrante la fase de luz, lo que
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sugiere una disminucién en el mecanismo de sincrabizddtica (o, en este caso, en el
enmascaramiento negativo a la luz). Estas diferencisgrales en la sincronizacion podrian
representar una alteracion en el mecanismo de fototreziéd en el TRH que se traduciria
en una comunicacion deficiente entre los relojes detlaa y de los NSQ. Experimentos
futuros permitiran discernir si estos cambios afectactegeparamétricos (fotoperiodo), no
paramétricos (cambios de fase inducidos por un pdisoluz) o el enmascaramiento
(modulacion directa de la conducta) de la luz. Enwnj estos resultados indican que el
glaucoma afecta no sélo a las funciones visuales faraadle imagenes, sino también a las
funciones visuales no formadoras de imagen, commmal del ritmo circadiano. Para
evaluar la viabilidad de esta hipotesis en el glauchoraano se analizaron los ritmos de
actividad en un nimero por ahora reducido de pasemia glaucoma avanzado (9) y sus
respectivos controles (6), mediante el uso de actigrafdevasivos, cuya utilidad ha sido
ampliamente validada en estudios de diferentes grupowestigacion (Sadeh y col., 1995;
Ancoli-Israel y col., 2003).

Se realizo el reclutamiento de pacientes sobre ka 8aun riguroso examen oftalmolégico
que incluy6 el campo visual y la excavacion paptamo caracteristicas patognomaonicas de
la enfermedad. Los pacientes fueron rigurosamenteniaidos de los objetivos y los
alcances del estudio, que fue aprobado por el comitétida del Hospital Oftalmoldgico
“Santa Lucia”.

A pesar del numero relativamente reducido de pacienteglaucoma y controles que hemos
podido incluir en este estudio, los resultados obtenittisan que el glaucoma podria alterar
diversos parametros relacionados con la actividad dneadparticularmente la calidad de
suefio. Si bien el tiempo total de suefio no variéeeambos grupos, los pacientes con
glaucoma presentaron menor eficiencia de suefio ymaaywidad, mas minutos de vigilia y

mayor cantidad de episodios de vigilia durante la nochee el grupo control. En
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concordancia, se demostré que pacientes con distinto deadisfuncion visual y dafio en el
nervio Optico son mas propensos a presentar alteraciemeel suefio que pacientes con
disfuncion visual pero sin dafio en el nervio éptico éWecol., 2004). En suma, estos
resultados sugieren que el glaucoma no solo afectéufesones visuales clasicas, sino
también las funciones visuales que regulan y coorditieersos componentes del sistema
circadiano.

Si bien para los investigadores basicos los estudioBuenanos representan un enorme
desafio por razones diversas, uno de los objetivdsates del trabajo de los investigadores
bésicos es incidir de alguna manera positiva en la cald@dvida de pacientes
(particularmente en nuestro caso) que padecen unanedfad visual invalidante como el
glaucoma. El glaucoma puede afectar a la calidad @dededvarias maneras. Estas incluyen
los efectos visuales de la propia enfermedad (disndinudel campo visual), los efectos
psicolégicos del diagnéstico (el temor a la cegudos),posibles efectos secundarios del
tratamiento (médico o quirdrgico), y los efectos ecandm(el costo de las consultas y los
tratamientos). Como se muestra en este trabajo, el glaymooniz provocar alteraciones no
s6lo visuales, sino también en funciones no visualelenfs de problemas de suefio,
trastornos del ritmo circadiano pueden provocar faltaateentracion, menor rendimiento,
disminucion de habilidades cognitivas, coordinacion psatora pobre, y dolores de cabeza,
entre muchos otros. Existen diversas estrategias teregedyara restablecer el equilibrio
circadiano. De esta forma, mediante la identificacion agettastornos circadianos en el
glaucoma, estos resultados podrian contribuir a nrefarealidad de vida de los pacientes

con esta enfermedad ocular.
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Consecuencias conceptuales de los resultados

Los seres humanos tenemos la capacidad Unica de desafilama consciente y oponernos a
nuestros propios relojes biolégicos y nuestros ritmasiadi (trabajo por turnos, vuelos
transmeridianos, etc.). Los organismos vivos han evaiadio para hacer frente a una de las
caracteristicas mas conspicuas del planeta, los cido®slide luz y oscuridad (Dunlap y
Loros, 2004). En este contexto, la luz es la princgedial ambiental que permite a los
organismos sincronizarse con el ciclo dia-noche.n@sble que la luz actie como un
estimulo especifico para dos sentidos mediados astdevén Unico 6rgano sensorial, el ojo.
El nexo entre la luz y el tiempo en la intrincada redrowal del hombre es, ciertamente,
intrigante. En este sentido, Granit (1950) fue pionérefarirse a “nuestro mas noble 6rgano
de los sentidos” cuando se refiri6 a cdmo se orgalai interpretacion compleja del mundo
de la luz, la forma y el color. Sin embargo, estamdesion tiene hoy un peso ain mayor en
vista de la nueva concepcion del ojo como un “6rgamodoble sentido” que vincula no solo
la luz y la vision, sino también la luz y el tiempo. Brgano sensorial suele ser capaz de
recibir s6lo un determinado tipo de estimulo, porde g6lo puede interpretar ciertos tipos de
comunicacion con el medio ambiente. En el caso delsdjo una fraccion muy limitada del
espectro electromagnético es detectable. Sin embargey, Hel sol o de fuentes artificiales,
en particular, en el espectro azul-verde, proporcigtianalos electromagnéticos especificos
para fotorreceptores no clasicos de la retina,\8srde los cuales se envia la informacion
temporal diaria para los NSQ. Esta informacion esduggizada por los NSQ para ajustar
los de otro modo menos eficientes ritmos bioldgicos nieer con las condiciones de
iluminacion ambiental. Junto con los fotorreceptoresiaddsque permiten sobre todo la
formacion de imagenes, el hombre y otras especiemnti@horreceptores que ademas de una
serie de respuestas a la luz no formadoras de imageantiten informacién crucial sobre el

“tiempo” y de esta manera, pueden producir impactofipdos sobre el sistema circadiano.
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Ademas de la via de transmision de luz-oscuridad, élchde que la retina pueda contener
un reloj circadiano auténomo en las CGRs sugiere ajoeganizacion del sistema circadiano
podria ser mas compleja de lo que originalmente sessujiista funcién de la retina solo
recientemente reconocida podria estar “amenazada” pami@nte en una afeccion ocular
prevalente como es el glaucoma, lo que constituyciar adicional a tener en cuenta en la

evaluacion y la terapéutica de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

e Laretina de hamster es capaz de liberar PGs en fapoaténea, con valores mas altos a
medianoche que a mediodia y a medianoche subjetiva qoued®dia subjetivo. Estas

variaciones persistieron en animales con lesion ds $63.

e Los niveles de COX-1 (pero no de COX-2) fueron mas altos @amazhe que a mediodia
en la retina de hamster; estas variaciones persistaino en oscuridad constante. Estas
enzimas se localizaron en la retina interna (peroxterma), sobre todo en la capa de

células ganglionares y la capa nuclear interna.

e Los niveles nucleares (pero no citosélicos) de CLOCK yABMen la retina de hamster
muestra variaciones diarias significativas, con valomayores a mediodia que a
medianoche, que se mantienen incluso en oscuridad congatde proteinas se expresan

exclusivamente en la capa de células ganglionaresretina de hamster.

e La expresion de CLOCK y BMAL1 estd regulada por un relojadi@no retiniano
parcialmente independiente de los NSQ.

¢ Inyecciones semanales de CS producen un aumento sigwifida la P1O que alcanza un
nivel de estado estacionario, similar al provocado pornyeccion Unica de CS, y que se
prolong6 a lo largo de la duracion del estudio (10 semanas).

e Las inyecciones semanales de CS inducen una disminsigidificativa en la amplitud de
las ondas a y b del ERG escotépico y de los VEPSs, quevidenge a partir de las 6
semanas de hipertensién ocular y progreso en period@siqest.

e Las inyecciones cronicas de CS inducen un dafio sighificah la morfologia de la retina
limitado a la CCG que es evidente a las 10 semanas de hgi@ntecular. Se observo una
alteracion de la forma de los axones y una disminutiarcada en el nimero de axones,

siendo los axones grandes mas vulnerables que las fibdégnaetro pequefio.
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La hipertension ocular crénica induce una disminucion sggtifa en el nimero de
células ganglionares que contienen melanopsina (MCGRslog @iveles de melanopsina
y Thy-1, pero no en los niveles de rodopsina.

Las mMCGRs son vulnerables a los efectos deletéreos hipeldension ocular en forma
similar al total de las células ganglionares.

Las inyecciones semanales de CS inducen una dismindeidaflejo pupilar aferente que
es evidente ya a partir de las 6 semanas de hiperter@idar, gprobablemente debido a

una alteracion en el sistema de melanopsina.

La luz blanca reduce significativamente la produccionuraet de melatonina pineal en
ratas inyectadas con vehiculo o CS en forma bilateralp@emanas, mientras que la luz
azul sélo reduce significativamente este parametro emadas inyectados con vehiculo.

La luz induce una expresién significativa de c-Fos en desriayectados bilateralmente
con vehiculo o CS durante 10 semanas, sin embargo, este pparfimeignificativamente
menor en los animales inyectados bilateralmente cong@sS en los inyectados con

vehiculo.

Las ratas inyectadas con CS en forma bilateral durantseftanas presentan ritmos
circadianos normales de actividad en el ciclo L:D y ca@paces de sincronizar a cambios
de fase en ambos sentidos del fotoperiodo (adelantosagastde fase). Sin embargo, los
animales inyectados con vehiculo muestran un inicio tigided que coincide con el
apagado de las luces, mientras que el inicio de la actividdabeatas inyectadas con CS
se retraso significativamente del apagado de las luces.

Los animales inyectados con CS en forma bilateral durdfie semanas son
significativamente mas activos durante la fase de luZadeperiodo que los inyectados

con vehiculo.

Pacientes con glaucoma de angulo abierto avanzado presdisicaciones en diversos
parametros relacionados con la actividad circadianacparmente la calidad y cantidad

de suefo.
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