BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento del
glaucoma

Belforte, Nicolas Adalberto

201

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Belforte, Nicolas Adalberto. (2011). Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento del glaucoma. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires.

Citatipo Chicago:
Belforte, Nicolas Adalberto. "Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento
del glaucoma". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2011.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento del glaucoma.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el area
CIENCIAS BIOLOGICAS

Autor: Licenciado Nicolads Adalberto Belforte

Directora de tesis Prof. Dra. Ruth Estela Rosenstein

Consejera de EstudiosProf. Dra. Lidia Szczupak

Lugar de trabajo: Laboratorio de Neuroquimica Retiniana y Oftalmologia
Experimental, Departamento de Bioquimica Humana, Facultad de Medi@Aa, U
CEFyBO-CONICET

Buenos Aires, 2011



Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento del glaucoma.

Resumen

En este Trabajo de Tesis se demostrdo que la hipertensién ocular inducida por inyeccione
semanasintracameradsde acido hialurénico provoc6 un aumento significativo en la actividad

del sistema nitrérgico retiniano. La melatonina modul6 los sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, nitrérgico y antioxidante enddgeno retinianos en forma opuesta a la inducida por
la hipertensién ocular cronica. Un tratamiento cronico con melatonina disminuyé las alteraciones
funcionales e histolégicas provocadas por el glaucoma experimental. Hemos desarrollado u
modelo de glaucoma experimental a través de la administracion semanal de condroitin sulfat
(CS) en la camara anterior del ojo de rata que reproduce caracteristicas centrales del glaucor
humano. La induccion de tolerancia isquémica provocO una preservacion significativa en la
funcién retiniana yen la estructura de la retina y del nervio Optico en ojos con hipertension

ocular inducida por la administracion de CS. Asimismo, hemos demostrado que la neurotomi:
Optica radial, que no provocé dafio per se, previno y redujo los cambios inducidek por

glaucoma experimental, tanto a nivel funcional como histolégico.

Palabras claves: glaucoma, melatonina, condroitin sulfato, tolerancia isquémica, neurotomi

Optica radial.



Development of new therapeutic strategies for
glaucoma treatment.

Abstract

In this Thesis, we have demonstrated that ocular hypertension induced by weekly intracamere
injections of hyaluronic acid provoked a significant increase in the retinal nitridergic pathway
activity. Melatonin modulated the retinal glutamatergic, GABAergic, nitridergic and endogenous
antioxidant systems in an opposite way to that induced by chronic ocular hypertension.
Moreover, a chronic treatment with melatonin decreased functional and histological alterations
provoked by experimental glaucoma. We have developed an experimental model of glaucoma it
rats induced by weekly injections of chondroitin sulfate (CS) in the eye anterior chamber, which
reproduces central features of human glaucoma. The induction of ischemic tolerance provoked
significant preservation of retinal function and retinal and optic nerve structure in eyes with
ocular hypertension induced by CS. In addition, we have demonstrated that radial optic
neurotomy, which id not cause damage per se, prevented and reduced functional and

histological alterations in the retina induced by experimental glaucoma.

Key words: glaucoma, melatonin, chondroitin sulphate, ischemic tolerance, radial optic

neurotomy.
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Introduccién

1. Elgjo

En mamiferos, el ojo es el Unico 6rgano especializado en el procesamiento de la informacion
visual. La cornea y el cristalino concentran la luz y enfocan la imagen sobre la retina que descifra
y codifica los diferentes elementos que componen la imagen (intensidad de luz, color, forma y
movimiento). De esta forma, la retina constituye la primera estacion de relevo del procesamiento
de la informacion foética. Esta informacion se transmite en forma de impulsos nerviosos por
fibras nerviosas que se originan en la retina y que constituyen los nervios opticos. Dependiendo
de la especie, los nervios Opticos se entrecruzan parcial o totalmente en el quiasma Optico y se
proyectan a través del tracto Optico a centros visuales del cerebro, que tras diversas etapas de
procesamiento, daran origen a la imagen visual consciente. La informacion fética proveniente de
la retina proyecta también a otros centros del encéfalo involucrados en tareas reflejas como la
adaptacion del tamafio de la pupila a las condiciones de iluminacién ambiental y la direcciéon de
los ojos hacia blancos de interés. Asimismo, informacidén de origen retiniano llega a centros no
visuales especializados en la regulacion del comportamiento asociado a los ritmos bioldgicos,
particularmente a los nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo.

La pared del globo ocular esta constituida por tres capas, que de afuera hacia adentta son: 1)
tunica externa-fibrosa o esclerocornealformada por la esclera, el limbo esclerocorneal y la
cornea; 2)la tunica media-vascular, Uvea o tracto uvealformada por la coroides, el tejido
conectivo y musculos del cuerpo ciliar y el tejido conectivo y musculos del iristayt@jica
interna-nerviosa o retina formada por la porcion de la retina fotosensible y el epitelio
pigmentario, la porcion de la retina no fotosensible, el epitelio del cuerpo ciliar y el epitelio del
iris (Figura 1). El interior del ojo esta ocupado por una materia transparente y de consistencia
gelatinosa, denominada humor vitreo.

La tanica externa es una capa gruesa, fibrosa y resistente que protege las delicadaasestructur

internas del ojo y junto con la presion del humor acuoso contribuye a mantener la forma y
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turgencia del globo ocular.almayor parte del globo ocular es opaca y se denomina escleray e

el sitio en el que se insertan los musculos que mueven el ojo. En la salida del nervio Optico, la
esclera se reduce a una membrana fenestrada, la lamina cribosa. En su parte anterior, se
diferencia en una estructura transparente denominada cornea. La cornea, al igual qua,la escle
esta esencialmente formada por colageno, glicosaminoglicanos (GAGS) y agua, pero se
diferencia de ella en su porcentaje de hidratacion, que es menor que en la esclera, y en la
disposicion ordenada de fibras de colageno (disposicidon hexagonal), que permiten disminuir la
dispersién de la luz. De este modo, la cérnea no sélo cumple una funcién de proteccion sino que
ademas, permite la entrada de luz al ojo con escasa distorsion. La zona de transicion entre la

cornea y la esclera se denomina limbo esclerocorneal.

ligamento de
suspension de la Iente/

cuerpo vitreo

févea

punto ciego
vasos
sanguineos

=S

nervio éptico
esclerética
canal hialoideo  (etina coroides

Figura 1. Representacion esquematica de las principales estructuras oculares.

La Uvea, una membrana vascular localizada entre la esclera y la retina, es una eségittyra fr
pigmentada, formada principalmente por vasos y con alto contenido de melanina. Es la
responsable de la nutriciéon y el mantenimiento de la retina y la esclera y de la produccion de
humor acuoso que nutre la cOrnea y el cristalino, ambos avasculares (revisado por Kanski, 2005).
Posee tres regiones diferentes: 1) la coroides, porcion mas vascularizada de la Gvea, situada por
fuera de la retina; 2) el cuerpo ciliar, un engrosamiento que se extiende desde la periferia del iris

hasta el comienzo de la retina, justo por detras de la union esclerocorneal, responsable de la
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produccion de humor acuoso y de la suspension del cristalino; y 3) el iris, que se ubica por
encima de la superficie anterior del cristalino y que contiene los masculos dilatador y constrictor

y varia en su color de acuerdo al contenido de melanina. En el centro, el iris define un espacio
circular llamado pupila, que regula la entrada de luz al ojo, a la manera del diafragma de una
camara fotografica (Figurg.1

La retina es la capa mas externa y es la porcion del ojo sensible a la luz. Se extiende
superficialmente sobre la coroides hasta la ora serrata, donde presenta un borde festoneado;
luego se extiende como una delgada prolongacion formando las porciones ciliar e iridea de la
retina. La retina se encuentra firmemente unida en la papila 6ptica, donde se continta con el
nervio, y en la ora serrata, donde se une a la coroides. Las complejas redes nerviosas que
codifican la informacién visual envian impulsos al cerebro a través del nervio 6ptico.

En el tercio anterior del ojo y suspendido por los musculos ciliares se encuentra el cristalino, una
lente biconvexa y elastica. Su curvatura aumenta o disminuye por medio de las contracciones de
estos musculos. El aumento o disminucion de su curvatura es lo que permite acomodar la vision
a diferentes distancias. La cara posterior del cristalino divide al ojo en un segmento anterior que
lo incluye y que contiene el humor acuoso, y un segmento posterior, formado por una matriz
extracelular transparente y gelatinosa, denominada humor vitreo o cuerpo vitreo. La cérnea y el

cristalino son los medios refractivos 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 dos requisitos esenciales: que el globo ocular
mantenga una forma constante, y que exista un trayecto transparente y sin alteraciones desde Iz
superficie corneal hasta la retina. Como se mencion0 anteriormente, no existe una perfusion

vascular directa de la cérnea y el cristalino, sino que la circulacion normal del humor acuoso, a
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través de las camaras anterior y posterior, es responsable de la forma del globo ocular, de la
claridad optica y del metabolismo corneal y lenticular.

La camara anterior es un area delimitada en forma anterior por la superficie posterior de la
cornea, en su parte posterior por la superficie anterior del iris, y a nivel pupilar por la cara
anterior del cristalino (Figura 2). En la periferia, la unién de la cérnea con el iris determina un
angulo denominado seno-camerular, que contiérimleculado y se relaciona estrechamente

con la raiz del iris y el cuerpo ciliar. Los tipos celulares que ocupan este espacio ietluyen
endotelio trabecular y corneal, asi como melanocitos y fibroblastos de la capa anterior del iris y
del cuerpo ciliar. La cadmara anterior contiene el humor acuoso, un liquido cristalino que en
humanos tiene una densidad de 1,0034 a 1,0036 mg/ml, un indice de refraccion de 1,3336 y un
volumen de 0,25 ml. Su composicién varia desde su formacién en los procesos ciliares hasta su
filtrado por el trabeculado. La composicién del humor acuoso contiene una baja concentracion
de proteinas, altos niveles de ascorbato y difiere del plasma por la presencia de una barrera
mecanica (Kolker y col., 1981; Sears, 1985), epitelial/endotelial (barrera sangre-humor acuoso) y
por el transporte activo de varias sustancias organicas e inorganicas desde el epitelio ciliar

(revisado por Sampaolesi, 1991
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Produccion y circulacion del humor acuoso

El humor acuoso se produce en el cuerpo ciliar. El ajustado balance entre la produccion y la
eliminacion de este fluido es responsable de mantener la forma del ojo y la presion intraocular
(P10). La formacion de humor acuoso depende de la combinacidn entre una fuerza hidrostatica y
un gradiente de presion osmaotica generado por el epitelio ciliar. Este ultimo provoca la difusion
de agua a través de un gradiente de concentracion, debido a un transporte activo de electrolitos y
moléculas pequefias a través de dos capas de epitelio (pigmentada y no pigmentada).

El transporte activo se produce en las células no pigmentadas y el gradiente generado se
mantiene debido a los complejos de union que existen entre las células (z6nula occludens) que
restringen el pasaje de sustancias y forman una barrera sangre-humor acuoso (Vegge y Ringvold
1971; Smith y Rudt, 1973; Raviola, 1974; 1977). La formacion de humor acuoso ocurre por tres
mecanismos: 1) difusion, 2) ultrafiltracion y 3) secrecion activa. De estos tres mecanismos, la
secrecion activa es en mayor medida responsable de la composicién quimica y el volumen del
humor acuoso (Macknight y col., 2000). La velocidad de produccion de humor acuoso en ratas
es aproximadamente 0,3p0min y su tasa de recambio es de 2,23% por minuto (Mermoud y
col., 1996), y en humanos, es aproximadamenteul2ybn, y alrededor del 1% de este fluido es
reemplazado por minuto (Stamper, 1992

Diversos mecanismos colinérgicos y adrenérgicos desempefian un papel relevante en la
formacion y drenaje de humor acuoso, tanto en la fisiologia normal como en la terapia del
glaucoma. El estimulo parasimpéatico, ademas de contraer la pupila (miosis), contrae el masculo
ciliar, que tracciona el trabeculado y aumenta la salida de humor acuoso, disminuyendo la PIO.
A nivel simpatico, el efecto es paradojal. El uso de algunos agonistas adrenérgicos aumenta la
salida de humor acuoso actuando sobre el trabeculado; sin embargo el fibtogieeantes

topicos también disminuye la PIO, reduciendo la formacion de humor acuoso a nivel del cuerpo
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ciliar. Alteraciones moderadas de la presion sanguinea sistémica y del flujo sanguineo del
proceso ciliar no afectan significativamente la formacion del humor acuoso.

La circulacion del humor acuoso esta determinada por el gradiente de presion entre la camara
posterior y la anterior y por las diferencias de temperatura entre el iris (mayor temperatura) y la
cornea. El humor acuoso entra a la camara posterior desde el proceso ciliar a tnawés de
gradiente hidrostatico y osmotico. Luego, fluye alrededor del cristalino, y a través de la pupila se
dirige hacia la camara anterior. Finalmente, abandona el ojo por flujo pasivo en el angulo de la
camara anterior por dos vias: 1) la via trabecular, a través de la cual primero ingresa al
trabeculado, pasa al lumen del canal de Schlemm y luego a las venas epiesclerales, desde donde
llega a la circulacién venosa general y 2) la via uveoescleral, a través de la cual dezdkela rai

iris alcanza la malla escleral, luego pasa por la cara anterior del masculo ciliar y abamjimna el

a través de los vasos esclerales (Figura 2). En humanos, la via trabecular drena el 80% del total
del flujo de humor acuoso y el 20% restante lo hace por la via uveoescleral. En varias especies
de monos se ha demostrado que la via trabecular drena entre un 45 a un 70% del total del humor
acuoso (Bill, 1977). En ojos de personas de edades avanzadas y pacientes con tumores en e
segmento posterior, se ha descripto un drenaje de entre el 5 al 20% del total del fluido por via
uveoescleral (Bill y Phillips, 1971). Otros estudios demuestran que en ratones esta via drena un

porcentaje similar al de humanos (Aihara y col., 2003)
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Figura 2. Representacion esquematica de las vias de salida del humor acuoso
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La red trabecular

Justo por encima del espoldn escleral se encuentra el trabeculado. La porcidon anteristauveal e
formada por fibras que se contindan con la insercidn del iris. La porcion posterior esclerocorneal
consiste en un empaquetado de fibras densas que se extienden desde la cornea hasta el espol¢
escleral. Esta estructura esta constituida por una red entrelazada de finos haces de tejido
conectivo con espacios intermedios de hasta 70 micrones. Las trabéculas estan formadas por un
corazén de colageno y fibras elasticas, rodeadas por mas fibras elasticas y una zahquertic
consiste en colageno parcialmente polimerizado y la membrana basal de las células endoteliales
trabeculares mas externas (Figura 3).

El canal de Schlemm se localiza en la parte inferior del trabeculado. Las células endoteliales en
esta capa estan intimamente asociadas entre si y a la membrana basal mediante complejos de
union. Estas células secretan el material de la membrana basal, precursores de colageno (prolina
e hidroxiprolina), fibras elasticas y GAGs. LGAGs estan constituidos pdargas cadenas de
azicares no ramificadas, formadas por la repeticién sucesiva de unidades de disacaridos (Davies
y col., 2001; Sasisekharan y col., 2006). Los principales tipos de GAGs son: el condroitin sulfato
(CS), el dermatan sulfato (DSkl heparan sulfato (HSkl keratan sulfato (KS) el acido
hialurénico (AH). Todos los GAGs, con excepcién del AH, poseen grupos sulfato en varias
posiciones y proporciones. Por ejemplo, las cadenas de CS son por lo general sulfatadas en el
grupo hidroxilo 4 y/0 6, las cadenas de DS en la posicion hidroxi 4 y 2, mientras que las cadenas
de HS pueden estar sulfatadas en el grupo hidroxi 2, 6 y/6 3 (Silbert y Sugumaran, 2002;
Sugahara y Kitagawa, 2002). A su vez, todos los GAGs con excepcion del AH, se unen
covalentemente a un nucleo proteico formando un proteoglicano a medida que pasan por el
reticulo endosplasmico y el aparato de Golgi. Las células endoteliales del trabeculado tienen
actividad fagocitica y la capacidad de migrar a través de los haces trabeculares/(Rameler

Zypen, 1968). Por lo tanto, la funcion del endotelio no es s6lo mantener la integridad estructural

11



Introduccién

de las trabéculas, sino también contribuye a mantener la funcién de filtracion del area,
especialmente cuando concentraciones anormales de alguna sustancia impiden la salida del
humor acuoso.

Como ya se menciond, la principal via de salida del humor acuoso es el trabeculado que esta
ubicado en el angulo iridocorneal. La apariencia clinica de esta estructura permite inferir la
facilidad de salida del humor acuoso. Los angulos cerrados o estrechos y aquellos con depdsitos
patolégicos tendran una disminucién en el drenaje, con el consiguiente aumento de la PIO.
Evidencias anatomo-fisiologicas indican que el sitio primario de resistencia al flujo acuoso
reside en la red trabecular, la porcién profunda de la red esclerocorneal y la membrana basal
yuxtacanalicular cercana al canal de Schlemm (Tamm y col.,, 2004). Una intensa tincion
histoquimica en varias capas del trabeculado humano indica la presencia de cantidades
sustanciales de AH €S en las vias de salida del humor acuosonyanalisis cuantitativo
demuestra que el AH y el CS son los GAGs mas abundante en el trabeculado humano (Acott y
col., 1985; Lerner y col., 1997). Se ha descripto que la hipertensién ocular en ratas de laboratorio
inducida por la administraciébn de esclerosantes suaves se correlaciona con una deposicion
anormal de componentes de la matriz extracelular a nivel de la cabeza del nervio éptico en forma
analoga a lo observado en ojos glaucomatosos humanos y de primates no humanos (Morrison y

col., 1990.
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1.2. Laretina

La retina es una lamina fina de tejido nervioso situada en el fondo del ojo, que constituye una
prolongacion del sistema nervioso central. La retina codifica el mundo visual, transformando los
estimulos luminosos en impulsos nerviosos que son enviados al cerebro. En la corteza, las
sefales son interpretadas y configuran la percepcion visual: una sensacion subjetivarde la for

el color, la profundidad, el movimiento de los objetos y el espacio que nos rodea. La retina de
mamiferos esta constituida por seis tipos celulares principales (Dowling, 1979) que se conectan a
través de sinapsis: los fotorreceptores (conos y bastones), las células bipolares (ON u OFF),
ganglionares, horizontales, amacrinas vy las células de Mdller, el principal tipo de célda glia

la retina (Figura ¥ Las principales capas de la retina desde la mas externa a la mas interna del
0jo son: 1) el epitelio pigmentario (EP), 2) la capa de segmentos externos (SE) de los
fotorreceptores, 3) la capa nuclear externa (CNE), que contiene los cuerpos celulares de los
conos Y los bastones, 4) la capa plexiforme externa (CPE), donde hacen sinapsis los axones de
los fotorreceptores con las dendritas de las células horizontales y bipolares, 5) la capa nuclear
interna (CNI), que contiene los nucleos de las células horizontales, amacrinas y bipolares, 6) la
capa plexiforme interna (CPI), donde hacen sinapsis las células bipolares y amacrinas con las
células ganglionares, y finalmente, 7) la capa de células ganglionares (CCG), que contiene
células ganglionares y amacrinas desplazadas (FiQuEd BP esta compuesto por una capa de
células diferenciadas que contienen un pigmento negro llamado melanina. La melanina absorbe
la luz que no es capturada por la retina, evitando que ésta se refleje en la parte pdstgrior de
(Hubel, 1988) y vuelva a la retina, lo que degradaria la imagen visual.

Los fotorreceptores de los vertebrados son células Unicas en forma y funcion. Existen dos tipos
de células fotorreceptoras: los conos y los bastones. Sus segmentos externos son la porcion

sensible a la luz, y su morfologia da nombre a cada uno de ellos. Contienen el pigmento visual
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asi como los demas componentes de la cascada de fototransduccion, en la que participan diversos

mensajeros, enzimas y canales idnicos.

EP

SE Bastones

Conos

CNE

CPE

Célula horizontal
Célula bipolar
Célula de Miiller

Célula amdcrina

CNI

CPI

CCG Célula ganglionar

Axones

Figura 4. Representacion esquematica de la retina con
la disposicién de los distintos tipos celulares. EP: el
epitelio pigmentario, SE: capa de segmentos externos
de los fotorreceptores, CNE: capa nuclear externa,
CPE: capa plexiforme externa, CNI: capa nuclear
interna, CPI: capa plexiforme interna, CCG: capa de
células ganglionares.

El segmento externo de los bastones esta formado por discos membranosos apilados en forma
ordenada. Estos discos son estructuras saculares donde las paredes de doble membrana queds
separadas por el espacio intradiscal. En estos discos se localiza el pigmento visual: rodopsina en
los bastones y conopsinas en los conos. En los conos, el segmento externo esta constituido por
numerosos pliegues de membrana apilados que se abren al medio extracelular. En ambos tipos de
fotorreceptores, los segmentos externos se encuentran unidos a los segmentos internos a trave:

de un tallo estrecho o cilio. El cuerpo celular de los fotorreceptores contiene al nucleo. En la
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mayoria de las especies de mamiferos, los bastones son aproximadamente 20 veces MAs
numerosos que los conos (Masland, 2001a), aunque la cantidad de ambos tipos celulares varia
marcadamente sobre la superficie de la retina. En el centro de la retina humana yatses prim

(area denominada fovea), donde la agudeza visual es maxima, se observan so6lo cono}. (Figura 5

E—

Figura 5. Representacién esquematica de la fovea

Los fotorreceptores se encuentran en la capa de la retina més cercana al fondo del glopo ocular
mas alejada de la cornea y de la entrada de luz. Por consiguiente, ésta debe atravesar las otra
capas antes de alcanzar la capa de fotorreceptores, salvo en la févea, donde la luz incide
directamente. Por lo tanto, la posicidn de la retina se encuentra “invertida” respecto a la entrada

de la luz (Figura 6). Las células bipolares reciben input directo de los fotorreceptores y hace
sinapsis con las células ganglionares retinianas (CGR); son mas numerosas que las células
horizontales y amacrinas, y dominan la capa media de la retina. Existen distintos tipos de células
bipolares que pueden estar conectadas exclusivamente a bastones o a conos. Las células
horizontales conectan los fotorreceptores con las bipolares, y las células amacrinas establecen
conexiones sinapticas, paralelas a la superficie retiniana, entre neuronas bipolares y
ganglionaresPor ultimo, las CGR se ubican en la capa retiniana mas cercana al centro del globo
ocular, sus axones forman el nervio optico y proyectan fuera del ojo, a través del disco Optico o
papila. En base a las conexiones anatomicas y funcionales entre los distintos tipos celulares
retinianos, se considera que la informacion fluye a través de la retina siguiendo dos vias: un

camino directo, desde los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las ganglionares
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uno indirecto, en el que las células horizontales se interponen entre los fotorreceptores y las
células bipolares, y las améacrinas entre las bipolares y las ganglionares. La via directa de
transmision de informacion es altamente especifica; la via indirecta, en cambio, es mas difusa.
Este plan general de conexiones retinianas, fundamentalmente a nivel de la via directa, varia
draméticamente entre la fovea y las zonas periféricas. En la févea o las zonas adyacentes, un
fotorreceptor (cono) se conecta con una Unica célula bipolar y ésta a su vez con una Uaica célul
ganglionar. Esta relacion entre fotorreceptores, células bipolares y ganglionares, es nata vez
convergente hacia la periferia. La ventaja de este sistema es la alta densidad de nuestre

permite una gran resolucion espacial (Masland, 2001b; revisado por Kandegl, 2001

esclera coroides

cérnea

\

pupila=——

cristalino /

iris /

!
cuerpo ciliar

Figura 6. Esquema del ojo de vertebrados con una
porcibn de retina ampliada donde se aprecia su
disposicion y organizacion. CGR: células ganglionares de
la retina, EP: epitelio pigmentario.

El principal neurotransmisor excitatorio de la retina, el glutamato, es el transmisor responsable
de la via directa de la informacion visual. El glutamato es liberado desde los fotorreceptores a
células bipolares y horizontales y desde las células bipolares a las ganglionaregnaantn
oscuridad, el glutamato es liberado en forma tonica por los fotorreceptores a la brecha sinaptica y
su liberacion se interrumpe con la exposicion del fotorreceptor a luz. El glutamato induce

despolarizacion de las células bipolares OFF e hiperpolarizacion de las bipolares ON. Estas
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células a su vez, liberan glutamato en las sinapsis con las CGR. Un conjunto variado de sefales
liberadas por células horizontales y amacrinas, que incluyen al 4cido y-aminobutirico (GABA),

la glicina y la dopamina, modulan esta via directa.

2. El glaucoma

El glaucoma se conoce desde la antigiiedad; su nombre deriva del griego Glaukos que significa
verde palido, el color con el que los griegos describian los ojos de los ancianos ciegos, y el color
que, efectivamente, toman las pupilas de los enfermos con glaucoma avanzado.

El glaucoma define a un grupo de desordenes visuales que constituye una de las principales
causas de ceguera irreversible en los paises desarrollados. Es una disfuncion ocular de alta
prevalencia, caracterizada por manifestaciones clinicas e histopatolégicas que incluyen una
pérdida progresiva de las funciones visuales, que se acomparfa de la muerte de CGR vy la atrofia
progresiva de la cabeza del nervio 6ptico. Una complejidad adicional del glaucoma es que su
curso es practicamente asintomatico hasta etapas avanzadas de pérdida visual, debido a que I
enfermedad afecta en primera instancia el campo visual periférico y so6lo en las ultimas etapas
compromete la vision central. La pérdida de la funcion visual es irreversible.

El comun denominador de todas las formas de glaucoma es la neuropatia optica caracteristica,
gue se asocia con varios factores de riesgo, entre los cuales el mas importante es la hipertensior
ocular (Van Buskirk y Cioffi, 1992). De hecho, la farmacologia disponible para el tratamiento de
esta disfuncion esta orientada esencialmente hacia el control de la PIO. Sin embargo, ya en 1857,
Albrecht Von Graefe describio el glaucoma de presion normal en pacientes que desarrollaban
esta misma neuropatia con una PlO por debajo del limite establecido (Lozano-Elizondo, 2010).
Actualmente se estima que este tipo de glaucoma tiene una incidencia en la poblacién del 0,6%
(Bonomi y col., 1998). Por otro lado, también se han observado pacientes con hipertension

ocular que no desarrollan la neuropatia. Existen distintas formas de clasificar los glaucomas.
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Segun su etiologia, se dividen en primarios (sin causa aparente) o secundarios a otras patologias
como diabetes, miopia y uveitis entre otras (Daubs y Crick, 1981; Richler y col., 1982; Klein y
col., 1994). De acuerdo a la apariencia del angulo de la camara anterior, pueden ser glaucomas
de angulo abierto o cerrado. Por ultimo, segun su evolucion pueden cursar en forma aguda o
cronica. El glaucoma crénico de angulo abierto es la forma mas frecuente (60-70%) (Choong y
col., 2003). Se ha postulado la influencia de un factor hereditario (Shin y col., 1977), asi como de
un componente etario (Quigley y col., 1994;) y racial (Tielsch y col; 1994). En un ojo
glaucomatoso, la resistencia a la salida del humor acuoso estd incrementada, causando una
elevacion de la P1O. En el glaucoma primario de angulo abierto, el mecanismo preciso de este
aumento de la resistencia es aun elusivo, aunque muy probablemente esté asociado a alteracione
a nivel del trabeculado y/o el canal de Schlemm (Cernea, 1993).

El diagnéstico clinico del glaucoma se fundamenta en tres alteraciones oculares: el aumento de
la PIO, la alteracion concéntrica del campo visual y la excavacion de la papila debida a la
pérdida de axones del nervio Optico. Si bien, como ya se mencionara, la disminucion
farmacoldgica de la PIO es por ahora la terapia de eleccidon, en muchos casos se ha observadc
que la pérdida visual persiste luego de su restauracion a valores normales a través de terapias
farmacoldgicas o quirdrgicas. A pesar de la gran variedad de farmacos disponibles (agonistas o
antagonistas adrenérgicos, agonistas colinérgicos o inhibidores de la colinesterasa, entre otros)
aun existe controversia en la terapia médica del glaucoma. En el inicio de la enfermedad, el
tratamiento frecuente es la administracion topica de alguno de estos farmacos. Cuando el dafio en
el nervio o en el campo visual progresa a pesar de la terapia farmacologica (Edmunds y col.,
1999) o no se logra un adecuado control de la hipertension, se recurre a una intervencion
quirdrgica que puede optar entre dos modalidades: una esclerotomia penetrante o no penetrante.
La primera consiste en la creacion de una via accesoria de filtracion del humor acuoso mediante

la eliminacion de la malla trabecular y de una comunicacion permanente entre la camara anterior
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y posterior. La segunda técnica consiste también, en la creacion de una via accesoria de
filtracion del humor acuoso a través de la esclera por eliminacion de la malla trabecugan pe

penetrar en la camara anterior.

Modelos experimentales de glaucoma

Desde hace varias décadas, la comunidad cientifica internacional reconoce el uso de modelos
animales como una herramienta util para el estudio de la patologia humana. La similitud de un
proceso patologico en animales de experimentacion, aun con diferencias respecto al humano,
contribuye significativamente a la comprension de un proceso en su contraparte humana. A pesar
de multiples intentos, el desarrollo de modelos para el estudio del glaucoma todavia no ha
alcanzado consenso en un modelo que reproduzca completamente la enfermedad en animales de
laboratorio y sea reproducible. Los modelos experimentales de glaucoma previamente descriptos
son generalmente inducidos por impedimento de la salida de humor acuoso. En este sentido, las
estrategias mas frecuentemente utilizadas son: 1) la inyeccidén de solucién salina hiperténica en
las venas acuosas (Morrison y col., 1997), 2) la cauterizacion u oclusion de 2 6 3 de las venas
epiesclerales (Sharegfcol., 1995), 3) el blogueo del flujo acuoso por fotocoagulacion luego de

la inyeccion de tinta china en la camara anterior del ojo (Ueda y col., 1998), 4) la inyeccion de
microesferas de latex en la cAmara anterior del ojo que bloquea el drenaje del humor acuoso a
nivel de la red trabecular (Weber y Zelenak, 2001) & biso de cepas de animales en los que la
patologia se produce por alteraciones genéticas (Anderson y col., 2002). En este ultimo caso, los
ratones DBA/2J desarrollan una hipertension ocular espontanea que se hace evidente entre los 8 -
10 meses de vida. Este aumento de la PIO se debe a la mutacion recesiva de dos gengs, Gpnmb
Tyrp-1 y tiene como consecuencia una atrofia del estroma del iris y una dispergigmzito

gue produce la obstruccion de la via de salida del humor acuoso provocando el aumento de la

P1O que se asimila al glaucoma pigmentario en humanos. Ninguno de estos modelos es ideal, en

19



Introduccién

muchos casos requieren de equipos especializados y del aprendizaje de técnicas de dificil
manejo; los animales desarrollan glaucoma en forma relativamente tardia y requiere un
compromiso de tiempo significativo para la experimentacion, o presentan una cinética de
elevacion de la P10 significativamente diferente a la de los humanos.

Si bien se ha sugerido una relacion causal entre la alteracion del metabolismo de GAGs
trabeculares y el glaucoma, no se disponia de un modelo animal que permitiera evaluar esta
hipétesis en forma directa. Como ya se menciond, los tipos predominantes de GAGs en el
trabeculado son el AH y el CS. Trabajos pioneros de Barany y Scotchbrook (1954) demostraron
gue el tratamiento de ojos de gato con hialuronidasa testicular bovina disminuye la resistencia al
filtrado de humor acuoso en el angulo, a casi la mitad de su valor inicial. Desde entonces, se ha
dedicado considerable atencion a los mucopolisacaridos sensibles a hialuronidasa en el sistema
de salida del flujo acuoso. En este sentido, se ha demostrado que la hialuronidasa testicular
incrementa el flujo de humor acuoso en ojos de perros (Van Buskirk y Brett, 1978) aunque la
evidencia sugiere un efecto menor en ojos humanos (Hayasaka y Sears, 1978). Asimismo, se
demostré una correlacion entre la remocién del AH y la disminucién en el flujo de humor acuoso
en ojos de conejo (Kneper y col., 1984), perro (Van Buskirk y Brett, 1978) y vaca (Barany
Scotchbrook, 1954), pero no en ojos de primates (Hubbard y col., 1997). Por lo tanto, estas
evidencias sugieren que en algunas especies, existe una barrera de GAGs que disminuye la salidz
del humor acuoso y que es sensible a la hialuronidasa testicular. En primates, la evidencia de la
presencia de una barrera de GAGs es poco concluyente (Hubbard y col., 1997, Sanwagychi

1992). En trabajos previos de nuestro laboratorio, se ha demostrado que la brimonidina, un
hipotensor ocular de uso frecuente, aumenta significativamente la actividad de hialuronidasa en
el trabeculado del conejo, y hemos postulado que el efecto hipotensor de este farmaco podria
deberse, al menos en parte, a la capacidad de aumentar el clearance de AH trabetw#ar (Be

y col., 2000). Si una disminucion en el contenido de GAGs trabeculares disminuye la PIO,
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parece posible que el aumento en el contenido de AH o CS trabecular induzca el efecto opuesto.
Varios estudios de microscopia Optica y electronica, asi como estudios inmunohistoquimicos
describieron una excesiva acumulacion de materiales de la matriz extracekllérabeculado

de pacientes con glaucoma primario de angulo abierto (Fine y col., 1981; Rohen, 1983; Johnson,
2006). Resultados similares se obtuvieron en un modelo de glaucoma cortisdnico experimental
en conejos (Francois y col., 1984).

Se dispone de considerable cantidad de evidencias a partir del uso de agentes viscoelasticos en I
practica oftalmologica que avalan el vinculo entre los GAGs y la PIO. Estos agentes contienen
AH y CS y se han convertido en una herramienta esencial en la cirugia del segmento anterior
para generar espacio y reducir el trauma vy la pérdida de células endoteliales. Estos agentes son
responsables de causar o exacerbar en forma transitoria, pero a veces significativa, una elevacion
post-quirdrgica de la PIO (Jurgens y col., 1997). Se ha demostrado que la inyeccion de
sustancias viscoelasticas conteniendo AH aumenta la PIO en conejos (Harooni y col., 2000).
Estos resultados sugieren que el AH y el CS ipodparticipar en la regulacion del flujo de
humor acuoso y que la acumulacion de estos GAGs en el trabeculado podria cumplir un rol
significativo en el glaucoma de angulo abierto. Basado en este conjunto de evidencias, en
trabajos previos de nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo experimental de glaucoma a
través de la administracion semanal de AH en la camara anterior del ojo. En este sentido, hemos
demostrado que la inyeccion aguda o cronicAldgal 1%) aumenta significativamente la PIO

en el ojo de rata (Benozzi et al, 2002). Asimismo, hemos demostrado que la hipertensién ocular
inducida por AH es disminuida por la aplicacion topica de diversos hipotensores de uso clinico y
que las inyecciones semanales de AH no modifican el ritmo diario de la PIO. Luego de 6
semanas de hipertension ocular inducida por AH, se observo una disminucion significativa en la
amplitud de las ondas a y b del electrorretinograma escotépico. Esta disfuncion es aun mayor

luego de 10 semanas de tratamiento con AH. A las 10 semanas de hipertension ocular se observe
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una disminucion significativa en el nimero de células ded& y de fibras del nervio 6ptico
(Moreno y col., 2005a). En suma, estos resultados indican que la administracion cronita de A
reproduce caracteristicas centrales del glaucoma humano. Este modelo experimental de
glaucoma ha sido utilizado en la primera parte de esta Tesis doctoral como herramienta para
evaluar la participacion del sistema nitrérgico en el dafio glaucomatoso, asi como el efecto
terapéutico de la melatonin&in embargo, su utilizacion debié ser abandonada porque la
empresa fabricante de este reactivo (Sigma) interrumpié en forma definitiva su produccion.
Hemos realizado multiples intentos para reemplazar este producto con reactivos siméatas de

u otras empresas, pero no hemos logrado reproducir los resultados originales obtenidos con el
tipo particular de AH con el que se realizaron estos experimentos. Por lo tanto, uno de los
objetivos de este trabajo de Tesis fue el desarrollo de un modelo experimental de glaucoma

alternativo, a través de la administracion intracameral de otro GAG, el CS.

Mecanismos etiopatogénicos del glaucoma

Como ya se mencionara, multiples pruebas experimentales demuestran que el aumento de la PIO
desempenfia un rgcausal, aunque no exclusivo, en la pérdida visual glaucomatosa. Se ha sugerido
qgue factores adicionales como la isquemia (Cioffi, 2001), la excitotoxicidad inducida por
glutamato (Vorwerk y col., 1999; Osborne y col.,, 1999), la deprivacion de factores de
crecimiento (Quigley, 1999) o el dafio oxidativo (Ohia y col., 2005) pueden contribuir
significativamente al progreso de la enfermedad. Se describiran a continuacion las evidencias
que vinculan algunos de estos factores con la fisiopatologia retiniana, haciendo particular

hincapié en el posible vinculo con la neuropatia glaucomatosa.
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3. El glutamato en la retina

El glutamato es el principal neurotransmisor del sistema nervioso central en general y de la retina
en particular. Sin embargo, diversas evidencias experimentales demuestran que en
concentraciones suprafisiologicas, el glutamato puede ser una potente neurotoxina. Por ello, la
regulacion apropiada de la homeostasis de glutamato es una condicion necesaria para mantenel
una comunicacion neuronal normal y evitar la excitotoxicidad.

Como ya se mencionara, en la retina el glutamato es liberado por los fotorreceptores y las células
bipolares. Las fuentes principales de glutamato en las neuronas que utilizan este aminoacido
CcOmo neurotransmisor son: i) su sintesis a partit-detoglutarato o aspartato; ii) su recaptacion
desde el espacio extracelular y iii) su sintesis a partir de glutamina proveniente de cdtulas de
glia. Luego de su liberacion, el glutamato interactia con receptores postsinapticos especificos.
La finalizacion adecuada de la sefial requiere de su captacion por células de dargle el
glutamato es amidado en una reaccion catalizada por la glutamina sintetasa (GS) y convertido en
un producto no toxico: la glutamina. Esta es posteriormente liberada por las células de Miiller y
recaptada por neuronas, donde se hidroliza en una reaccién catalizada por la glutaminasa para
formar nuevamente glutamato, completando el ciclo glutagiatamina (Poitry y col., 2000).

De esta forma, el pool de glutamato se preserva y se previene la neurotoxicidad. Una
caracteristica central de este ciclo es que la perturbacion de cualquiera de los procesos que lo
componen podria afectar en forma significativa el clearance y reciclado del neurotransmisor
(Pow, 2001). Conjuntamente con diversas evidencias que avalan la participacion del ciclo
glutamato/glutamina (Figura 7) en el control de las concentraciones sinapticas de glutamato en la
retina (Bak y col., 2006), un hallazgo adicional de relevancia a favor de ello, fesclgpdion

de reservorios intracelulares de glutamina y glutamato en células de Miller y neuronas,

respectivamente (Ishikawa, 1996)
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Figura 7. Representaciéon esquematica del ciclo glutamato/glutamina. Una vez
liberado al espacio sinaptico, el glutamato es removido de la sinapsis a través d
transportadores especificos que permiten su acceso al interior de las células c
Mdller, en las que es convertido en glutamina por la actividad de glutamina sintetasa
La glutamina se libera de estas células y se incorpora a neuronas retinitags en
gue se reconvierte en glutamato en una reaccién catalizada por la glutaminasz
iGIuR: receptor post-sinaptico ionotrépico de glutamato y EAAT: transportador de
glutamato

Los transportadores de glutamato son responsables de controlar la concentracion del
neurotransmisor, y por ello, desempefian un rol central en la regulacién del balance entre la
sefalizacion fisiolégica y la sobreactivacion patologica (Rauen y Wiessner, 2000). La
recaptacion retiniana de glutamato es un proceso de alta afinidad, electrogénico y atoplado a
gradiente de Natransmembrana. Una molécula de glutamato se cotransporta con 3 yleiiNa

H* y contra-transporta con un'KPor lo tanto, como consecuencia del influjo de glutamato, se
produce una translocacion neta de dos cargas positivas y acidificacion intracelular (Amara y
Fontana, 2002). Hasta el momento se han descripto cinco tipos de transportadores de glutamato:
GLAST (L-glutamate-arginine transporter) o EAAT-1 (excitatory aminoacid transporter
GLT-1 (glutamate transporter) o EAAT-2, EAAC-1 o EAAT-3, EAAT-4 y EAAT-5 (Rauen,

200; Rauen y col., 1998; Kanai y Endou, 2001; Bak y col. 2006). Se ha demostrado la presencia
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de transportadores de tipo GLAST, GLT-1 y EAAC-1 en la retina @ Tanto por métodos
inmunohistoquimicos como autorradiograficos, se ha demostrado que la recaptacion de
glutamato tiene lugar en células de Miller, en astrocitos y en células del epitelio pigmenta
pero no en la microglia y en muy bajo porcentaje en neuronas retinianas (Ehinger y Falck, 1971;
Derouiche y Rauen, 1995). El transportador de tipo GLAST es el principal transportador de
glutamato en la retina, se expresa en procesos de las células de Miiller y en cBélasyieas
(Derouiche y Rauen, 199%evisado por Tanaka, 2000); el transportador de tipo GLT-1 se
localiza en células bipolares conectadas con conos y el EAAC-1 en células horizontales,
amacrinas y ganglionares (Pow, 2001). El nivel relativo de expresion de transportadores de
glutamato en la retina de mamife es el siguiente: GLAST > EAAC-1 > GLT-1 (Rauen y
Wiessner, 2000).

Diversos factores pueden regular la actividad de los transportadores de glutamato. Por ejemplo,
cambios en el estado de fosforilacion de los transportadores de tipo EAATs afectan
significativamente su funcién, tanto a corto, como a largo plazo (Pow, 2001). Por otra parte, los
transportadores de glutamato son capaces de transportar el sustrato en ambas direcciones er
funcién del potencial quimico (Szatkowski y col., 1990) y de los gradientes i6nicos a ambos
lados de la membrana, por lo que modificaciones en la concentracion intracelular de ATP
influyen en el sentido del transporte (Anderson y Swanson, 2000).

La GS es la enzima que cataliza la conversion de glutamato y amonio en glutamina, a traves de
un proceso dependiente de ATP. Se ha demostrado que los transportadores de glutamato y la GS
coexisten en una misma célula de Miiller, lo que ha llevado a postular que la actividad de las
proteinas que median la recaptacion de glutamato y su conversion a glutamina podrian ser
concertadas (Derouiche y Rauen, 1995; Shaked y col., 2002). La actividad de la GS en células de
Muller les confiere una gran capacidad de remover glutamato extracelular, dado que la

conversion de glutamato en glutamina es muy rapida, lo que provee una fuerza motriz para el
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influjo de glutamato mayor que en neuronas que tienen una concentracion intracelular mayor de
glutamato libre. De esta forma, la actividad acoplada de GLAST y GS (ambos componentes
centrales del ciclo glutamato/glutamina retiniano) en las células de Miller es central para el
control del clearance del neurotransmisor (Rauen y Wiessner, 2000). De hecho, se ha
demostrado que el reciclado de glutamato extracelular en la retina de pollo es regulado por la
expresion de GS en las células de Miller (Shaked y col., 2002), asi como una accion
neuroprotectora de la GS in vitro, en particular luego de isquemia (Gorovits y col., 1997). La
transferencia de glutamina entre astrocitos y neuronas involucra su eflujo a través de la
membrana de las células gliales y su influjo por la membrana plasmatica neuronal, ambos
procesos mediados por transportadores especificos. Los transportadores de glutamina se
clasifican principalmente en 2 categorias en funcién de su dependencia’:de i)Nks
transportadores dependientes de® Ndilizan la energia potencial asociada al gradiente
electroquimico transmembrana del i6n, mantenido por la bomiiK NaTPasa e incluyen a los
sistemas A, ASC (0 B, B”*, N e y'* , ii) los transportadores independientes de este catién son

los sistemas B, L y N (Bode, 2001; Broer y Brookes, 2001; Kanai y Endou, 2001). Una vez
dentro de la neurona, la glutamina se transforma en glutamato en una reaccién catalizada por la
glutaminasa, enzima que se ubica principalmente en neuronas.

A nivel post-sinaptico, el glutamato actia sobre varios tipos de receptores, que reciben su
denominacion de acuerdo al tipo de agonista sintético al que responden. Estos receptores pueder
ser ionotropicos, como los sensibles a propionatoo.gamino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
(AMPA), a N-metil-D-aspartato (NMDA) ya kainato o bien receptores metabotropicos. Las tres
familias de receptores ionotropicos de glutamato (AMPA, kainato y NMDA) fueron
originalmente clasificadas por sus caracteristicas farmacolégicas y posteriormente por técnicas
de biologia molecular. En los receptores ionotropicos, la unién del glutamato resulta en un

cambio conformacional que permite el influjo de sodio y calcio a través de un canal. Estas tres
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clases de receptores ionotrépicos para glutamato son complejos macromoleculares que contienen
tres dominios transmembrana denominados M1, M3 y M4 y una porcion reentrante en la
membrana, el dominio M2, que confiere las distintas selectividades ionicas del canal. La
estimulacion de los receptores de tipo NMDA es responsable del incremento en la concentracion
de calcio intracelular y en condiciones de hiper-estimulacion, de una cascada de eventos que
puede desencaderammuerte celular.

Ademas de los receptores ionotrépicos, el glutamato también se une a receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G, modulando la produccion de segundos mensajeros intracelulares y
mediando efectos comparativamente mas lentos. Hasta ahora se han identificado al menos 8
subtipos de receptores metabotrépicos de glutamato, y éstos a su vez han sido subclasificados er
tres grupos, basados en la homologia de su secuencia, su perfil farmacoldgico y su acoplamiento
a mecanismos de sefalizacion intracelular. El primer grupo esta integrado por los subtipos
MGIuR1 y mGIuR5, que activan a una fosfolipasa C, mientras que los miembros del segundo
(mGIuR2 y GIuR3) y el tercer grupo (MGIluR4, mGIuUR7 y mGIuR8) estan acoplados
negativamente a la adenilato ciclasa. El receptor mGluR6 esta acoplado a la activacién de una

fosfodiesterasa de GMPc y es especifico de la retina (revisado por Yang, 2004)

Excitotoxicidad por glutamato

Particularmente en altas concentraciones, la participaciéon del glutamato, en procesos de
neurotoxicidad irreversible ha sido ampliamente demostrada. Se ha postulado que una liberacion
excesiva de glutamato constituye una de las principales causas de degeneracién neuronal en
procesos de injuria del sistema nervioso central (Rothstein y col., 1990; Ohtake y col., 2000). En
particular en la retina, se ha demostrado que la incubacion in vitro (en cultivos de células
retinianas), asi como la inyeccién intravitrea o intravenosa de concentraciones superiores a las

fisiol6gicas de glutamato, induce muerte celular (Li y col.,, 1999). En diversos modelos
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experimentales, se ha sugerido que la toxicidad inducida por ese aminoacido esta mediada, al
menos en parte, por receptores NMDA, ya que agonistas especificos de este receptor reproducen
los efectos del glutamato (Sucher y col., 1997) y los antagonistas los bloquean (Pang, 1999;
Toriu y col., 2000).

La toxicidad inducida a través de receptores NMDA es dependiente del influjo de Ca
extracelular. EI aumento en la concentracion de este cation acta como un segundo mensajero
gue desencadena una cascada de eventos cuya consecuencia Ultima fuedesgercelular, a

través de un conjunto de mecanismos no completamente elucidados. El glutamato, luego de su
interaccion con receptores no-NMDA, estimula su propia liberacion a través de un loop de
feedback positivo. De esta forma, el’Cimduce la liberacién de &ay un subsiguiente influjo

de C&" a través de canales dependientes del catién. Asimismo, otra posible consecuencia de la
activacion de este tipo de receptores a través de la entradd"dedBaiste en el aumento de la
actividad de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) que cataliza la sintesis de 6xido nitrico (NO)

a partir de L-arginina (Vorwerk y col., 1997; Sattler y col., 1999; Bal-Price y col., 2001). Como

se discutird mas adelante, altos niveles de NO pueden dar origen a peroxinitritos y otras especies
reactivas con efectos deletéreos, que contribuyen a procesos degenerativos asociados a daric
oxidativo. Diversas lineas de evidencia sugieren una relacién causal entre el aumento en los
niveles de glutamato y la apoptosis de las CGR en el glaucoma. En este sentido, se ha
demostrado que la histopatologia de la injuria glaucomatosa es marcadamente similar a la que se
obtiene a través de la administracion de concentraciones toxicas de glutamato (Dyer y c
1996; Dreyer y Grosskreutz, 1997). Las concentraciones de glutamato en el humor vitreo son
significativamente mayores en ojos de perros con glaucoma primario (Brooks y col.y ¥g07)
codornices mutantes con una patologia similar al glaucoma (Dkhissi y col., 1999), asi como en
ojos glaucomatosos humanos (Vorwerk y col., 1999), comparado con sus respectivos controles.

Sin embargo, en dos modelos experimentales de glaucoma en ratas (Levkovitch-Verbin y col.,

28



Introduccién

2002) y en monos (Carter-Dawson y col., 2002), el aumento en la concentracion de glutamato en
el vitreo no fue evidente.

A pesar del conjunto de evidencias mencionadas, la relacion causal entre una disfuncion en el
metabolismo del glutamato y la muerte de las células ganglionares en el glaucoméoaseobje
activa controversia. En trabajos previos de nuestro laboratorio, se examind la actividad del ciclo
glutamato/glutamina en retinas de ratas con hipertension ocular inducida por AH. Los resultados
obtenidos constituyen la primera demostracion experimental de cambios significativos en el
reciclado de glutamato en retinas de ojos con hipertension ocular. En este sentido, se observo una
disminucién significativa en el influjo de glutamato y en la actividadG& asi como un
aumento en la liberacion y el transporte de glutamina y en la actividad de glutaminasa retiniana a
las 3 semanas de hipertension ocular. Estos cambios podrian contribuir en forma sinérgica y/o
redundante a un aumento significativo en las concentraciones sinapticas del neurotransmisor

(Moreno y col., 20050

4. El GABA en la retina

El GABA desempefia un papel clave en el procesada ddormacion visual en la retina, a
través de elementos celulares laterales inhibitorios como las células horizontales y amacrinas,
gue modulan el flujo vertical de informacién visual desde los fotorreceptores hasta las CGR. El
GABA fue el primer compuesto que satisfizo todos los criterios para ser establecido como un
neurotransmisor en la retina de vertebrados (Dowling, 1978; Mas&=mdlyurn, 1987). Las
neuronas GABAérgicas representan aproximadamente la mitad de las neuronas inhibitorias, y
tres cuartas partes de las sinapsis inhibitorias de la retina de vertebrados son GABAérgicas. Un
ejemplo de estos circuitos laterales inhibitorios son las células amacrinas que interactian con
células bipolares y ganglionares (Zhang y col., 2004). Otro tipo de circuito modulador es el

constituido por las células interplexiformes (un tipo particular de célula amacrina) (Dowling y
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Ehinger , 1978; Wulle y Schnitzer, 1989), que establecen circuitos de retroalimentacion negativa
sobre las dendritas de las células bipolares en la CPE (Pou@bebgl, 1983). En la retina de
conejo, la inmunorreactividad para GABA es muy escasa en células horizontales, y muy intensa
en células améacrinas (Mosinger y col., 1986). De hecho, aunque se ha demostrado la presencia
de GABA en procesos de células horizontales de retina de gato (Chun y Wassle, 1989), la
evidencia de células horizontales GABAérgicas en primates y roedores aun es controeersial. S
ha demostrado en retinas de ratas y ratones que el GABA patrticipa en las sinapsis entre células
interplexiformes (dopaminérgicas) y células de tipo All (otro tipo de célula amacrina) que
distribuye la sefial de los bastones al sistema de conos (Contini y Raviola, 2003).

Se ha postulado que las células amacrinas GABAérgicas constituyen los principales
componentes de la periferia de los campos receptivos de las células bipolares y las CGR. En la
CPI, las células amécrinas GABAEérgicas establecen sinapsis reciprocas con los terminales
axonicos de las células bipolares, conexiones que podrian ser responsables de la modulacién
temporal de las sefiales que emergen de las células bipolares (Yang, 2004).

Al igual que en la sinapsis glutamatérgica, la finalizacién de la sefial GABAérgica ocurre por la
recaptacion rapida del neurotransmisor liberado al espacio sinaptico. Este proceso involucra
transportadores especificos de alta afinidad en el terminal sinaptico o en las células gliales
cercanas. Los transportadores de GABA son proteinas con 12 dominios transmembrana, que co-
transportan Nay CI a favor de gradiente (Nelson, 1998). En la retina de rata se han identificado
tres transportadores de GABA (denominados GAT-1, GAT-2 y GAT-3) en células GABAérgicas
amacrinas e interplexiformes y en células de Mduller (Johnson y col., 1996). Se ha demostrado
que los transportadores GAT-1 y GAT-3 patrticipan en la liberacion de GABA independiente de
Cd" en el cerebelo (Rossi y col., 2003) y que el transportador GAT-1 media este proceso en las

fibras musgosas de hipocampo de rata (Vivar y Gutierrez, 2005).
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Una vez recaptado, el catabolismo del GABA comienza con la enzima GABA-transaminasa
(GABA-T) que cataliza la transferencia del grupo aminooatetoglutarato regenerando
glutamato, su precursor (“shuntde GABA”). La GABA-T es una enzima mitocondrial que se
localiza tanto en neuronas como en células gliales (revisado por Kalloniatis y Tomisigh, 1999

(Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquemética del sistema GABAérgico retiniano.
El GABA se sintetiza a partir de glutamato, en una reaccion catalizada por
la enzima glutdmico descarboxilasa (GAD). Una vez liberado al espacio
sinaptico el GABA es recaptado a través de transportadores especificos al
interior de las células de Miller o de la misma neurona donde puede ser
reutilizado o metabolizado.

El GABA se sintetiza a partir de L-glutamato en una Unica reaccion catalizada por la enzima
glutamico descarboxilasa (GAD) que requiere fosfato de piridoxal como cofactor. Estudios de
fraccionamiento subcelular han demostrado que los sinaptosomas estan altamente enriquecidos
en esta enzima, lo que indica que la sintesis de GABA ocurre en el terminal axénico eras que

el soma (Vaughn y col., 1981). Se ha descripto la presencia de dos isoformas de GAD (GAD-65
y GAD-67) en la retina de diversas especies (John3gerdi, 1998; Andrade da Costa y col.,

2003).
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La liberacién de GABA en retinas de vertebrados es un mecanismo altamente dependiente de la
especie. Este proceso inducido por despolarizacién involucra dos mecanismos diferentes: uno
dependiente de Gaextracelular que ocurre por exocitosis de vesiculas que contienen GABA y
otro independiente de este cation, que ocurre a través de la reversion del transportador de GABA
de alta afinidad (Schwartz, 1987). Generalmente la concentracion intracelular de GABA es alta y
la concentracion extracelular es baja, por lo tanto frente a un estimulo despolarizante, el
transportador podria liberar GABA hacia el espacio sinaptico. Una vez que la célula se
hiperpolariza, el transportador vuelve a recaptar el GABA liberado. Este tipo de liberacion
carece de especializacién anatémica y se caracteriza porque reqtijate depende de €ala
dependencia de voltaje coincide con la del transportador y, ademas, los transportadores tienen
una farmacologia caracteristica (revisado por Schwartz, 2002). Este mecanismo se ha descrito en
células horizontales de retinas de pollo (Hofmann y Mdéckel, 1991; Duarte y col., 1993).
Asimismo, se ha demostrado que células amécrinas de primates, estimuladas por glutamato o
acido kainico liberan GABA a través de su transportador (Andrade da Costa y col., 2000).

Si bien tanto las altas concentraciones de#mo el glutamato son maniobras despolarizantes,

los mecanismos de accion involucrados en ambos casos son diferentes. Las concentraciones altas
de K" producen despolarizaciéon por el cambio de la fuerza motriz del principal i6n permeable y
no puede asumirse que afectan directamente a un carrier o un canal. El glutamato, en cambio,
interactia con canales de sodio. Aunque se observaron diferencias dependientes de la especie, I
liberacion de GABA inducida por glutamato ocurre mayoritariamente a través de un mecanismo
independiente de &ay dependiente de Namientras que la liberacién inducida por altoei al

menos parcialmente dependiente dé& Qdo Nascimento y col., 1998: Lépez-Costa y col, 1999;
Andrade da Costa y col., 2000).

El GABA actua a través de receptores de membrana especificos. Los receptores GABAérgicos

se clasifican en tres grupos: |) receptores GABAR) receptores GABA y 3) receptores
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GABAC. Los receptores de tipo GARAon complejos supramoleculares que conforman canales

de CI modulados por ligando, y estan constituidos generalmente por 5 subunidades proteicas,
gue se expresan diferencialmente en distintas zonas del sistema nervioso central (SNC). La
composicion del complejo supramolecular determina las propiedades funcionales vy
farmacoldgicas del receptor (Mehta y Ticku, 1999). La respuesta GABAérgica de tipo A es
reproducida por muscimol. Los receptores GAB#on proteinas transmembrana acopladas a
proteinas G y a un sistema de segundos mensajeros que regulan canafdsytelCaEstos
receptores son activados por baclofen (revisado por Mehta y Ticku, 1999; Bormann, 2000). Los
receptores GABA son complejos moleculares que como los receptores GA8forman un

canal de CImodulado por ligando pero son homémeros o heteromeros de la subunissds

canales, como los receptores de tipo GABAN sensibles al bloqueo por picrotoxina (Bormann,
2000) y terbutil-ciclofosforotionato (TBPS). El TBPS es frecuentemente utilizado en estudios
bioquimicos para analizar el estado funcional del canal de cloro asociado a los receptores de tipo
GABAA (Uusi-Oukari y col., 2004).

A partir de estudios inmunohistoquimicos, de hibridizacién in situ, electrofisiolégicos y
farmacolégicos, se han obtenido evidencias que sugieren la presencia de receptores de tipo
GABAA y GABAc en las terminales de los conos en retinas de gatos y ratones (Yang, 2004).
Adicionalmente, se han localizado receptores GABAGABA: en células horizontales de la

retina de diversas especies de vertebrados, incluyendo algunas especies de mamiferos. Multiples
evidencias demuestran la presencia de receptores de SABABA: en dendritas y terminales
axobnicos de las células bipolares de conejos, ratas, monos y humanos. También se ha observadc
expresion de receptores GARAen células amacrinas y ganglionares, tanto en retina de
mamiferos como de no mamiferos, mientras que la existencia de receptoreg GARAtas

ultimas células es controversial (revisado por Yang, 2004).

33



Introduccién

Como ya se mencionara, el paradigma de la organizacidbn neuroquimica en la retina de
vertebrados es que el glutamato es el neurotransmisor en latoti@ceptores — células

bipolares — CGR, mientras que el GABA a nivel de las células amacrinas participa en la via
lateral, modulando la transmision neuronal en ambas capas sisdlddlaniatis y Tomisich,

1999; Yang 2004). Las neuronas retinianas de salida liberan glutamato, mientras que neuronas
inhibitorias tonica o fasicamente activas (mayoritariamente GABAérgicas) crean una barrera al
pasaje de la informacion a través de un circuito neuronal, lo que genera una resistencia contra la
tendencia al disparce{ un equilibrio de tipo “Yin-Yang’) que provoca niveles variables de
actividad neuronal. ElI concepto prevalente es que el balance entre sefiales excitatorias e
inhibitorias desempefia un rol clave en los mecanismos que modulan el mantenimiento de una
variedad de funciones retinianas y la codificacion de la informacion sensorial. De hecho, la
pérdida de este balance puede provocar muerte cekiartrabajos previos de nuestro
laboratorio, se examino la actividad del sistema GABAérgico en retinas de ratas con hipertension
ocular inducida por AH. A las 3 semanas de hipertension ocular, se observo una disminucién
significativa en el turnover de GABA, en la actividad de GAD y en la liberacion de GABA, tanto
inducida por glutamato como por altas concentraciones dagimismo, se observé un aumento

en el uptake de GABA y en la union especifica de TBPS en retinas de ojdadogecon AH.

Los cambios en el uptake de GABA y la unién especifica de TBPS persistieron héta la
semana de tratamiento con AH (Moreno y col., 2008). Este conjunto de resultados sugieren que

la hipertension ocular produce un déficit en la actividad del sistema GABeérgico retiniano.

5. El sistema de defensa antioxidante retiniano
La formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), es decir, radicales libres y otras
moléculas que pueden convertirse en radicales libres o que son oxidantes fuertes, es una

consecuencia insoslayable del metabolismo celular.,Eie@e un rol central en la respiracion
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celular como aceptor final de la cadena de transporte de electrones a través deséa cual
transforma en kO, pero una pequefa proporcion deln® se reduce completamente, generando
ROS. De esta forma, el oxigeno puede reducirse sucesivamente a anion superdxido (O
incorporar un electron, a peroxido de hidrogengQO# al aceptar dos electrones y a radical
hidroxilo (OH’) al aceptar tres electrones. Se ha estimado que entre 2 y 5 %odelsOmido en

el metabolismo normal se transforma en ROS (Martinez- Sanchez y col., 2005). Los radicales
libres pueden provocar modificaciones estructurales irreversibles en moléculas de gran
relevancia bioldgica como lipidos, proteinas o acidos nucleicos. Ee®lHdl radical libre mas
deletéreo en los sistemas bioldgicos y puede reaccionar con casi todas las biomoléculas. La
interaccion de OHcon acidos grasos poliinsaturados de membranas bioldgicas, es un aspecto
central del dafio oxidativo celular. El radical lipidico que se forma por la reaccién teo®H

los lipidos se combina con otra molécula de oxigeno (reaccién en cadena), proceso conocido
como peroxidacion lipidica, o puede unirse a otro radical lipidico para formar un complejo no
reactivo a expensas de la union cruzada de acidos grasos de membrana, 0 que provoca una
disminucién de su fluidez. Las ROS pueden inducir procesos apoptoticos, alterando la funcion
mitocondrial, lo que puede desencadenar la liberacion de citocromo c del interior de la
mitocondria (Tezel yYang, 2004). Como se mencionara en detalle mas adelante, el dafio
oxidativo puede ser también provocado por especies reactivas de nitrégeno (RNS) como el NO,
el radical diéxido de nitrogeno y los peroxinitritos. Ademas de los radicales libres formados
enddgenamean, el ambiente externo también puede generar “insultos oxidativos” como las
radiaciones UV, que contribuyen al deterioro celular y al desarrollo de distintas enfermedades.
Sin embargo, frente a estas formas de “agresion radicalaria”, los sistemas celulares disponen de
mecanismos variados y normalmente eficientes para la proteccion contra la acumulaciéon de estas
especies reactivas, que constituyen mecanismos enddégenos de proteccion a distintos niveles de

organizacion celular. Por lo tanto, el “estrés oxidativo™” es el desbalance entre los factores
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oxidantes y el sistema de defensa antioxidante enddégeno. Entre los mecanismos de defensa
antioxidante, las actividades de superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa
(GPx) cumplen un rol destacado. Las SODs son metaloenzimas de las cuales se han descripto 3
isoformas que se clasifican segun el metal que utilizan como cofitiieBOD mitocondrial,
Cu-Zn-SOD citosolica y Cn-SOD extracelular. La SOD cataliza la conversion gee® HO,

y O,, en una reaccion catalizada por una de las enzimas de accion mas rapida que se conoce.
Aunque el HO, no es un radical libre, es una molécula altamente reactiva y permeable a
membranas, que puede facilmente convertirse en metabolitos del oxigeno altamentes reactivo
como el OH. En condiciones normales, la mayoria de las moléculas,@gdéneradas en la

reaccion catalizada por la SOD son ulteriormente metabolizadas a agua por la catalasa o la GPx

(Figura 9.
2057
SOD
- 2GSH
v
GPX GSR H20>
GSSG - CAT
)
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Figura 9. Sistema de defensa antioxidante enddgeno. La
superdxido dismutasa (SOD) cataliza la conversion de

radicales superoxido (Q en peroxido de hidrégeno {8,) y

0O,, lo que constituye la fase inicial de la defensa metabdlica
contra el estrés oxidativo. En condiciones normales, la
mayoria de las moléculas de®dJ generadas en la reaccion
catalizada por la SOD, son ulteriormente metabolizadas a
agua (HO) por la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa
(GPx). GSR: glutatién reductasa, GSH: glutation reducido y
GSSG: glutation oxidado.

La GPx gue se puede localizar en mitocondrias o en citosol, cataliza la reduccié®.de H

otros peréxidos (L-OOH), utilizando como agente reductor el glutation reducido (GSH). Existen
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al menos 3 isoformas de GPx cuya actividad depende de selenio. La catalasa, al igual que la
GPx, puede degradar,®, y su localizacion celular es similar, pero sus mecanismos de
regulacion son diferentes. La GPx y la glutation reducta§&d(Ge encuentran formando parte

de un sistema antioxidante (GP$B) y la catalasa de otro (SOD/CAT). Se ha demostrado que
ambos sistemas no actian a la par; la catalasa actia en presencia de altas concentraciones d
H.O, y la GPx lo hace a concentraciones bajas, lo que sugiere una correlacion inversa en la
actividad de ambas enzimas (Nishida y col., 1996).

La retina es una estructura particularmente susceptible al dafio oxidativo por su alto consumo de
oxigeno (Alder y Cringle, 1985), su alta proporcidén de acidos grasos poliinsaturados (Militante y
Lombardini, 2004) y su exposicién directa a luz visible (Dorey y col., 1990; Cruickshanks y col.,
1993; Yusifov y col., 2000). Por lo tanto, no resulta sorprendente que el dafio oxidgtvo ha
sido involucrado en diversas enfermedades retinianas. En modelos de diabetes, se ha observadc
una disminucion de la actividad de enzimas que protegen contra el dafio por ROS (Dene y col.,
2005), asi como un aumento de la peroxidacion lipidica y ruptura mitocondrial con liberacion de
citocromo ¢ y de proteinas pro-apoptéticas (Kowluru y Abbas, 2003). En la retinopatia del
prematuro se observd una disminuciéon en los niveles de GSH (Papp y col., 1999) y de vitamina
E (Chan y col., 1999).

En cuanto al vinculo entre el estrés oxidativo y el glaucoma, se ha demostrado que los niveles de
productos de peroxidacion lipidica aumentan mas de dos veces en el humor acuoso de pacientes
con glaucoma (Kurysheva y col., 1996) y que el nivel de la actividad total antioxidante del
humor acuoso es significativamente menor. Asimismo, se ha descripto una disminucion de la
actividad del sistema de defensa antioxidante enddgeno en etapas tempranas de glaucoma
primario de angulo abierto (Bunin y col.,, 1992). Estudios en pacientes demostraron una
alteracion a nivel mitocondrial compatible con dafio oxidativo (Abu-Amero y col., 2006). En

animales con glaucoma experimental se ha propuesto que cambios en el estado rédox podrian
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alterar el estado de oxidacion de proteinas y enzimas, causando un dafio neuronal y glial
irreversible (Tezel, 2006). Experimentos farmacolégicos han llevado a sugerir que la isquemia
ocular, inducida por el aumento de la PIO en el conejo provoca estrés oxidativo responsable de la
alteracion funcional retiniana (Muller y col., 1997). En trabajos previos de nuestro laboratorio se
ha demostrado un déficit significativo en la capacidad antioxidante retiniana en el modelo de
glaucoma experimental inducido por AH. En este sentido, se demostr6 una disminucién
significativa en la actividad de catalasa y SOD y de los niveles de GSH en retinas de ojos
hipertensos. Si bien los mecanismos involucrados en los cambios observados son aun elusivos,
es muy probable que la disminucion de estas actividades enzimaticas provoque un desbalance en
el sistema de defensa antioxidante. Esta hipétesis es avalada por el incremento en la
peroxidacion lipidica retiniana, que aumento significativamente en forma dependiente del tiempo
de hipertensién ocular. Asimismo, los niveles retinianos de melatonina disminuyeron
significativamente en ojos inyectados con AH ya a partir de las 3 semanas de tratamiento

(Moreno y col., 2004).

6. El 6xido nitrico en la retina

El NO es un gas incoloro que posee un electrén desapareado, y por lo tanto es una molécula
altamente reactiva. Una gran variedad de evidencias experimentales demuestran de manera
concluyente que el NO desempeiia un rol relevante en la fisiologia del SNC, del sistema
cardiovascular y del sistema inmune (Ignarro y col., 1990; Bredt y col., 1991; BrerBnadit,y

1996; Stuehr, 1999; BishopAnderson, 2005). El NO se sintetiza a partir de L-arginina en una
reaccion catalizada por la NOS que da como producto citrulina, ademas de NO, y requiere de la
presencia de calmodulina y de 4 cofactores: flavina mononucleétido, flavina adenina

dinucledtido, tetrahidrobiopterina y nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH).
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Hasta el presentee han descripto tres isoenzimas con la capacidad de catalizar esta reaccion, la
NOS neuronal o NOS-1, la NOS inducible o NOS-2 y la NOS endotelial o NOS-3. Estas
isoenzimas difieren en su estructura y en los mecanismos regulatorioadiwidad (Bredt y

Snyder, 1994; KhatsenkoKjikkawa, 1997). Las isoformas neuronal y endotelial dependientes

de calcio/calmodulina se localizan en el citosol y se activan en respuesta a un aumento en la
concentracion de calcio intracelular. La iINOS es inducida por la liberacion endogena de
citoquinas proinflamatorias y endotoxinas, entre otros estimulos, y cataliza la sintesis de altas
concentraciones de NO.

Aunque no se conoce completamente la distribucién de las isoformas de NOS en los distintos
tipos celulares de la retina, algunos resultados indican que se encuentran presentes en varios
subtipos de cada una de los tipos celulares que la integran.

La NOS puede ser inhibida total o parcialmente por derivados estructurales de la L-arginina
como la N-mono-metil-L-arginina (L-NMMA) y la N-nitro-L-arginina metil éster N&XME).

La participacion del NO en diversos procesos retinianos, tanto fisiologos como patologicos ha
recibido considerable aval experimental. En este sentido, se ha demostrado que el NO patrticipa
en la regulacion basal del flujo sanguineo en respuesta a condiciones de estrés fisioldgico (Koss
1999) y la supresion de la produccién de este compuesto reduce el flujo sanguineo de la
coroides. Diversos estudios demuestran la activacion de NOS retiniana en condiciones de dafio
celular, como la isquemia (Ostwald y col., 1995) y la retinopatia diabética (Tilton y col., 1993).
La inhibicion de la actividad de NOS provee proteccion parcial aunque significativa, frente a los
efectos deletéreos del glutamato sobre las células retinianas, lo que avala la participacion del NO
en la neurotoxicidad glutamatérgica (Takahata y col., 2003).

La L-arginina necesaria para la sintesis de NO es captada desde el espa@tulextpr
transportadores de membrana. Se han identificado cuatro sistemas de transporte para L-arginina

denominados y+, b(°,+B(°,+) ey+L (Deveés y Boyd, 1998). Solo uno de ellos (el transportador
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de tipo y+) es selectivo para aminoacidos catidnicos e independiente de sodio. En la retina de
rata, se ha demostrado que el transporte de L-arginina ocurre a través de un sistema con
caracteristicas compatibles con el sistema y+ (Carmo y col.,, 1999). El mismo tipo de
transportador fue identificado en varios tejidos, incluida la retina de hamster (Saenz y col.,
2002).

En muchos aspectos, el NO es una molécula con caracteristicas peculiares dado que no involucra
los mecanismos clasicos de transporte, metabolizacién, liberacion, y accion biolégica comun a
otros sistemas de transduccion de sefiales. A diferencia de éstos, el NO difunde libremente a
través de membranas bioldgicas, tiene una corta vida media y su accion biolégica, mas que para
cualquiera de las sefales conocidas, esta directamente relacionada con su reactividad quimica.
En este contexto, se han propuesto diversos targets moleculares de la accion del NO, como
hemo-proteinas, proteinas con hierro no-hémico y proteinas hierro-sulfuradas, entre otras. Una
de las moléculas blanco centrales del NO es la guanilato ciclasa soluble, enzima queaataliza |
sintesis de GMPc a partir de GTP. Ademas de este mecanismo de accion candnico, el NO
participa en procesos independientes de GMPc, mediados por la interaccién de especies reactivas
de nitrogeno con residuos reducidos de cisteina de proteinas formando S-nitrosocisteinas
(Martinez-Ruiz y Lamas, 2004). Este proceso constituye una modificacion post-traduccional
significativa, con consecuencias funcionales para la actividad proteica (revisado por Stamler y
Meissner, 2001). Cuando estos residuos tidlicos estan estratégicamente ubicados y son
inactivados por S-nitrosilacion o formacion de derivados sulfinamidas pueden comprometer
seriamente la actividad de la proteina. En la dltima década, el numero de sustratos de S-
nitrosilacion ha llegado a mas de la centena (StamiMeigsner, 2001), lo que es consistente

con la ubicuidad de sitios tidlicos activos y/o regulatorios en distintas clases de proteinas. E
glutation es un antioxidante esencial, necesario para la proteccion celular contra el dafio

oxidativo. La reactividad del NO con el grupo tiol del glutation (Wong y col., 1998) podria
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provocar una caida en los niveles de GSH y con ello, aumentar la vulnerabilidad frente a otros
oxidantes (Vaananen y col., 2003). Por otra parte, el NO puede interactuar cem @a

reaccion radical-radical que genera el anion peroxinitrito (ONQM potente oxidante que

puede provocar toxicidad directamente o descomponerse en otros productos toxicos, que
incluyen al radical OH Ademas, el NO puede modular la actividad de varias proteinas que
contribuyen a la apoptosis (Melino y col., 1997) y puede contribuir a la muerte de CGR a través
de la activacion de metaloproteasas (Manabe y col., 2005).

Diversas lineas de evidencia sugieren la participacion del NO en la patogénesis del glaucoma. En
este sentido, se ha postulado que en la cabeza del nervio éptico glaucomatoso, niveles excesivos
de NO podrian ser responsables, al menos parcialmente, de la degeneracion axonal de las CGR
(Morgan, 2000). Asimismo, se ha demostrado un aumento en la expresion de la isoforma nNOS
en retina de ratas con glaucoma (Park y col., 2007) y en astrocitos de la region prelaminar y de la
lamina cribosa en pacientes con glaucoma (Liu y col., 2000). Neufeld y col. (1999) demostraron
gue la aminoguanidina, un inhibidor relativamente especifico de la INOS reduce la excavacion
de la cabeza del nervio 6ptico en un modelo experimental de glaucoma en ratas inducido por la
cauterizacion de las venas epiesclerales. Si bien este resultado constituye una evidencia en favor
de la participacidon de la INOS en la retinopatia glaucomatosa, en forma mas reciente, utilizando
métodos inmunohistoquimicos, de gene array y RT-PCR cuantitativa se ha descartado la
posibilidad de que la hipertension ocular induzca un aumento en la expresion de esta isoforma en
un modelo de glaucoma inducido por inyeccion de solucion salina hiperténica en las venas
epiesclerales, ni en pacientes con glaucoma de angulo abierto (Pang y col., 2005). De hecho, en
este mismo trabajo, los autores no observaron efectos significativos del tratamiento con
aminoguanidina en el glaucoma experimental en ratas. En otros modelos de enfermedades

retinianas como la retinopatia diabética (Du y col., 2004), la uveitis (Liversidge y col., 2002) y la
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isquemia (Neufeld y col., 2002) se ha observado un aumento significativo en la expresion de

INOS.

7. La melatonina en la retina

La melatonina, originalmente descrita por Lerner y col. en 1959, fue considerada durante mucho
tiempo de origen exclusivamente pineal (Lerner y col., 1959; Axelrod, 1974). Por su alta
lipofilicidad la melatonina pineal podria acceder facilmente al ojo por via sistémica (Bubenik y
col., 1978; Cassone y col1993) y por consiguiente, la concentracion ocular de melatonina
podria depender de la secrecion glandular. Sin embargo, mdltiples pruebas experimentales
demuestran que la melatonina es sintetizada en la retina de diversas especies (Quay, 1965;
Cardinali y col., 1971; Gern y Ralph, 1979; Pang y col., 1993; Faillace y col., 1995). La
melatonina retiniana fue localizada mediante el desarrollo de un antisuero anti-melatonina y anti-
N-acetilserotonina en la CNE de la retina de rata donde se localizan los somas de los
fotorreceptores (Bubenik y coll974; Pang y col.1977). Mediante el uso de anticuerpos
especificos, se determiné la presencia de melatonina en la capa de fotorreceptores de la retina de
hamster, raton, codorniz, reptiles y peces (Grota y Brown, 1974; Bubenik, 1978; Vivien-Roels y
col., 1981). Asimismo, en cultivos retinianos de pollo se demostré una alta correlacién entre el
namero de fotorreceptores y la actividad de la arilalquilamina N-acetil transferasa (AA-NAT),
enzima limitante en la sintesis de melatonina (luvone y col., 1990). Si bien este conjunto de
evidencias indican que la melatonina es principalmente sintetizada en los fotorreceptores,
trabajos de nuestro laboratorio indican que el metoxiindol puede ser sintetizado también en
células ganglionares de la retina de pollo (Garbarino-Pico y208i4).

La biosintesis de melatonina, tanto en la glandula pineal como en la retina, comienza con la
captacion del triptofano circulante que luego se convierte en 5-hidroxitriptofano, en una

reaccion catalizada por la enzima triptofano-hidroxilasa. El 5-hidroxitriptofano a su vez, es
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transformado en serotonina (5-HT) por accion de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos.
La 5-HT es convertida en melatonina, a través de dos reacciones catalizadas enzimaticamente.
En una primera etapa, la serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por la accidide la
NAT. Subsecuentemente, la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) cataliza la transferencia
del grupo metilo de la S-adenosilmetionina a la posicion 5-hidroxi de la N-acetilserotonina,

dando melatonina como producto final (Figli@y (Ebadi y Govitrapong, 1986

Triptofano (TRP)

Triptofano hidroxilasa (TPH)

5-Hidroxitriptofano

Aromatico L-aminoacido decarboxilasa
(AAAD)

5-Hidroxitriptamina
(serotonina)

Arilalquilamina N-acetil transferasa
(AANAT)

N-Acetil-s-hicl\lfoxitriptamina

Hidroxindol-O-metiltransferasa
(HIOMT)

MELATONINA

Aril acilamidasa
N2

5-Metoxitriptamina

Monoamino oxidasa

5-Metoxindol acetaldehido

Alcohol dehidrogenasa / \A\dehido dehidrogenasa

5-Metoxitriptofol Acido 5-Metoxindolacético

Figura 10. Sintesis de melatonina

La melatonina no se acumula dentro de la célula, sino que difunde libremente debido a su alta
lipofilicidad. En la retina de Xenopus se ha demostrado que la melatonina retiniana puede ser
metabolizada a nivel local (Cahill y Besharse, 1989; Li y ¢99,7) a través de la desacetilacion

a 5-metoxitriptamina (Grace y col991), pero aun no se han obtenido evidencias similares en
otras especies.

Existen solidos indicios en favor de que el AMPc es el segundo mensajero clave en la biosintesis
de melatonina, tanto en la glandula pineal como en la retina (luvone y Rauch, 1983; Zawilska y

Nowak, 1992; Nowak y Wawrocka, 1993). Una cantidad considerable de trabajos avalan
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firmemente la participacion de este nucleétido en la regulacion de los niveles de melatonina y en
el control de la transcripcion, la actividad, y la vida media de la AA-NAT (Klein y T@07;

luvone y col.,1999; Ivanova y col., 2003).

Una caracteristica central de la biosintesis de melatonina, tanto en la pineal como en la retina de
diversas especies, es su marcada variacion a lo largo del ciclo de luz/oscuridad, con valores
maximos en la fase nocturna. La regulacion de la biosintesis de melatonina es sensible ala luz y
la oscuridad; sin embargo, se ha demostrado que un oscilador circadiano enddgeno regula
paralelamente este proceso en la retina de Xenopus (CaB#klyarse 1993). En trabajos

previos de nuestro laboratorio, se ha demostrado por primera vez que la retina de hamster es un
sitio de sintesis activa de melatonina, independiente de la glandula pineal, y regulada por la
informacion fética (Faillace y col.,, 1994) y mas tarde, otros autores, demostraron que la
biosintesis de melatonina en la retina de esta especie es también regulada por un reloj circadiano
local (Tosini y Menaker, 1996).

La melatonina ha sido involucrada en la regulacion de una gran variedad de procesos
circadianos. La duracién del pico nocturno de los niveles de melatonina plasmética responde al
fotoperiodo y juega un papel central en aquellas especies que poseen regulacién estacional de la
capacidad reproductiva, uno de los efectos mas claramente asociados a la accién de este
metoxiindol. Ademas, entre otras muchas funciones, la melatonina sérica se ha vinculado a los
cambios anuales en el peso corporal, el color y la calidad del pelaje en diversas especies
(revisado por Brandstatter, 2003).

En la retina, la melatonina actia como un neuromodulador autécrino o paracrino que podria
regular la fisiologia circadiana local (PiergeBesharse, 1988; luvone y col999; Tosini,

2000). La melatonina inhibe la liberacion de dopamina (Dubocovich, 1983) y de acetilcolina
(Mitchell y Redburn, 1991) en las células amacrinas y estimula la liberacion de glutamato en

fotorreceptores (Faillace y coll996a), activa el shedding y la fagocitosis de los discos de
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membrana de los segmentos externos de los fotorreceptores (Besharse y Dunis, 1983), promueve
los movimientos fotomecanicos de adaptacion a la oscuridad en fotorreceptores y en el epitelio
pigmentario de la retina de distintas especies (Pierce y Besharse, 1987), afecta la supervivencia
celular (luvone y col., 1999) y modula la sensibilidad visual (McGoogan y Cassone, 1999).
Ademas, la melatonina inhibe la produccion de AMPc en la retina de hamster y de pollo
(Faillace y col., 1994; Valenciano y cd000). En trabajos previos de nuestro laboratorio, se ha
demostrado que la melatonina aumenta los niveles retinianos de GMPc en el hamster (Faillace y
col., 1996b). Por otra parte, se ha observado que este metoxiindol disminuye la onda c del
electrorretinograma (Textorius y Nilsson, 1987) y puede afectar el potencial de membrana del
epitelio pigmentario de retina de pollo directamente o a través de las células retinianas o de |
coroides (Nao-i y col1989). Ademas, se detectaron niveles de melatonina en humor acuoso con
un ritmo circadiano con niveles mayores durante la noche (Yu y col., 1990; Liu y col., 1991), y
se ha postulado que el ritmo circadiano de la PIO podria estar regulado por melatonina (Chiou y
McLaughlin, 1984; Samples y col., 1988; Liu y Dacus, 3991

La variedad de funciones de la melatonina puede ser atribuida a la existencia de subtipos de
receptores (Dubocovich y col.,, 1999). Estudios inmunohistoquimecosjos de distintas
especies demostraron la presencia de receptores para melatonina de tipo 1, yMT@Y&n la

cornea, la coroides, la esclera, los fotorreceptores, las CGR y los vasos retinianos (Fujieda y col.,
1999; Scher y col., 2002, 2003; Savaskan y col., 2002; Wiechmann y Smith; 2001; Wiechmann,
2003; Rada y Wiechmann, 2006).

Multiples evidencias demuestran que la melatonina, siendo una molécula altamente lipofilica,
podria participar en funciones pleiotropicas, no mediadas por receptor. En este contexto, solidas
evidencias experimentales han llevado a postular que la melatonina puede actuar como
antioxidante, protegiendo del dafo celular causado por radicales libres (Reiter, 1995; Reiter y

col., 1997; Siu y col., 2006). En este sentido, se ha demostrado que la melatonina aumenta la
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actividad de GPx (Barlow-Walden y col., 1995) y los niveles de ARNm de SOD (Antolin y col.,
1996), y reduce la peroxidacion lipidica inducida por lipopolisacéarido (Sewerynek y col., 1995)

y el dafio oxidativo en animales tratados con fenobarbital (Sewerynek y col., 1995). En particular
en la retina, se ha demostrado que la melatonina protege a las células retinianas de la
peroxidacion lipidica (Siu y col1999), y previene el dafio oxidativo retiniano inducido por
isquemia/reperfusion (Celebi y cd002).

En nuestro laboratorio, se ha demostrado por métodos computacionales, la factibilidad
termodinamica de la reaccion de melatonina con el radical&t¢mas de la melatonina, varios

de los metabolitos generados como resultado de su accibn como scavenger son también
antioxidantes (Hardeland, 2005).La melatonina es capaz de reaccionar en forma directa con NO
para dar al menos un producto estable que fue caracterizado por espectroscopia RMN y Rayos X
(Turjanski y col., 1998 Asimismo, en trabajos previos de nuestro laboratorio se ha demostrado
gue la melatonina es un potente inhibidor del sistema nitrérgico retiniano, dado que a
concentraciones fisioldgicas inhibe tanto el influjo de L-arginina (sustrato en la sintesis,de NO)
como la actividad de NOS vy el efecto de la L-arginina en la retina de hamster ySémnz

2002). Se ha demostrado que la melatonina inhibe la expresién de la iINOS y protege contra el
dafio oxidativo en modelos experimentales en los que el NO es causa de destruccion molecular
(Cuzzocrea y col.1997). En nuestro laboratorio, se ha demostrado que la melatonina modula
significativamente la actividad del ciclo glutamato/glutamina en la retina de hamster (Saenz y

col., 2004).

8. Condicionamiento Isquémico

El dafo isquémico es un componente central de diversas enfermedades retinianas (la retinopatia
diabética, la retinopatia por hipertension arterial, la trombosis de la vena central de la retina, e

incluso el glaucoma), que constituyen las causas mas frecuentes de ceguera irreversible. No se
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dispone actualmente de recursos eficaces para la prevencion o terapéutica del dafio isquémico
retiniano debido a diversos obstaculos que han limitado el desarrollo de agentes
neuroprotectores. Uno de ellos es el tiempo, un determinado tratamiento deberia ser
administrado en una ventana temporal estricta respecto al acontecimiento isquémico, lo que
resulta frecuentemente impracticable en la clinica; en segundo lugar, las alternativas egaminada
hasta ahora han demostrado una proteccién incompleta, con riesgo de efectos inespecificos y/o
adversos. Frente a esta vacancia terapéutica, se ha sugerido como estrategia alternativa o
complementaria, la induccion de mecanismos enddgenos de proteccion. El precondicionamiento
isquémico(PCI) es un mecanismo de resistencia frente a una injuria isquémica seguida de
reperfusion, que se produce como consecuencia de la aplicacidon previa de un insulto isquémico
moderado/subumbral y breve. ElI PCI fue originalmente descripto en el miocardio en 1986
(Murry y col., 1986) y desde entonces se han demostrado fendmenos similares en diversos
sistemas, como riiidén, higado y cerebro (Pasupathy y Homer-Vanniasinkam, 2005; Gidday,
2006). El PCI retiniano se demostro por primera vez en 1998 (Roth y col., 1998), un hallazgo
tardio en comparacién con las evidencias obtenidas mas de diez afios antes en otros tejidos. El
PCI desencadena reacciones adaptativas a nivel celular que protegen al tejido frente al dafio
isquémico (Gidday, 2006). ElI PCI no sélo activa mecanismos que contrarrestan la cascada de
eventos deletéreos, sino también contribuye a “reprogramar” la respuesta a la isquemia (Gidday,

2006). Cuando se exponen retinas a una isquemia prolongada por aumento de la PIO por encima
de la presion sistélica arteriat20 mmHg) durante 45 - 60 min, se produce una caida de la
actividad electrorretinografica y una alteracion notable e irreversible de la estructura retiniana a
los 7 dias de la isquemia (tiempo necesario para evidenciar las consecuencias celulares del dafic
isquémico). Si entre 24 y 72 h antes del episodio isquémico se exponen las retinas a un aumento
de la PIO de la misma magnitud pero durante periodos cortos (5 min), se observa un efecto

protector histolégico y funcional significativo, que puede llegar incluso a la proteccién completa
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(Roth y col., 1998; Ozbay vy col.,, 2004). Si bien una isquemia breve constituye el estimulo
prototipicode PCI, es posible inducir tolerancia isquémica por exposicion a estimulos enddégenos
0 exogenos de naturaleza no isquémica, de forma tal que un determinado estresor puede inducir
“tolerancia cruzada” respecto a un estresor de distinta naturaleza (Gidday, 2006). La naturaleza
variada de estimulos capaces de inducir un fenotipo resistente sugiere que las vias de
transduccion de sefiales involucradas podrian converger en un mecanismo comun, finalmente
responsable de la tolerancia isquémica. En nuestro laboratorio se ha demostrado que una
inflamacion ocular moderada inducida por inyeccion intravitrea idg de LPS provoca un

efecto protector funcional e histolégico altamente significativo frente a una isquemia deletérea
inducida 24 h post-inyeccion de LPS (Franco y col.,, 2008)0 aspecto de interés es la
demostracion de que una isquemia subumbral en un determinado tejido puede inducir tolerancia
isquémica en otro (Tapuria y col., 2008). Por ejemplo, un torniquete breve en los miembros
inferiores (Selimoglu y col., 2008) o el ejercicio fisico (Ding y col., 2004) proveen proteccién
frente a la isquemia en distintos tejidos. Este fenbmeno ha recibido la denominacion de PCI
remoto (PCIR), y sugiere la participacién de sefiales humorales o neurales que se transmiten
desde el area en la que se aplico el estimulo precondicionante hasta el tejido sometido a injuria
isquémica. Aunque aun se desconoce su naturaleza, estas sefiales son capaces de atravesar
barrera hemato-encefalica (y eventualmente también la barrera hemato-ocular), dado que
PCIR es efectivo incluso en el cerebro (Ren y col., 2008). Al presente, no se dispone de
evidencias acerca de la induccion de tolerancia isquémica retiniana luego de la aplicacion de
estimulos remotos. Si bien el PCI podria constituir una herramienta clinica en la atenuacion de
los efectos deletéreos inducidos por isquemia/reperfusion, es indudable que la posibilidad de
inducir proteccion con una manipulacion posterior al evento isquémico, amplificaria
notablemente su potencialidad clinica. Se ha examinado la posibilidad de inducir mecanismos

protectores a posteriori del episodio de isquemia/reperfusion, es decir, mecanismos de post-
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condicionamiento isquémico (PostC). El PostC consiste en la aplicacion de ciclos breves de
isquemia/reperfusion durante la reperfusion que sigue a un insulto isquémico prolongado (Yellon
y Hausenloy, 2005). Se ha demostrado que el PostC en el miocardio puede ser tan eficaz como el
PCI en reducir el tamafio del infarto (Granfeldt y col., 2009). En forma mas reciente, se demostré
que el PostC es efectivo ain cuando se aplica en areas distantes al tejido que fuenpgeviame
dafiado por isquemia, lo que se denomina PostC remoto (PostCR) (Saxena y col., 2010). No se
dispone de antecedentes que avalen la eficacia del PostCR en la proteccion frente al dafio
isquémico retiniano. Sin embargo, en trabajos recientes de nuestro laboratorio se ha demostrado
por primera vez la efectividad del PostC en la proteccion de la retina frente al dafio isquémico
(Fernandez y col., 2009). En este sentido, se demostré que 7 pulsos de isquemia/reperfusion (1
min/1 min) (inducidos por aumento de la PIO hasta 120 mmHg) protegen la funcién y la
histologia retiniana aun cuando se aplican hasta 60 min después de una isquemia deletérea
(Fernandez y col., 2009). Asimismo, se ha demostrado que el dafio isquémico retiniano involucra
un aumento en las concentraciones sinapticas de glutamato y que el PostC protege la retina del
dafio isquémico agudo disminuyendo las concentraciones sindpticas de este neurotransmisor.
Considerando la efectividad del PCI y el PostC en la proteccion de la retina frente a un dafio
isquémico agudo, uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue analizar el efecto de la
induccién de tolerancia isquémica como recurso terapéutico frente al dafio inducido por

glaucoma experimental.

9. Neurotomia optica radial (NOR)

La oclusion de la vena central de la retina (OVCR) es el segundo desorden vascular retiniano
después de la retinopatia diabética, que usualmente provoca una discapacidad visual,
especialmenteen pacientes que sufren una OCVR de tipo isquémico (The Central Vein

Occlusion Study Group, 1997). La OVCR puede resultar en una pérdida unilateral de la vision
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debido a una hemorragia intrarretinal extensa, edema e isquemia retiniana. La forreacion d
trombosen la ldmina cribosa puede ser un evento primario o securelal@oOCVR (Green y

col., 1981; Hayreh, 1971A pesar de que la primera descripcion de la OVCR fue en, k&¥8
distintos enfoques terapéuticos siguen siendo poco alentadores (von Michel, 1878). En el 2001,
Opremcak y col. (2001) postularon que la OVCR es un sindrome compartimental, como
resultado de una mayor presion sobre la vena central de la retina dentro del espacio derrado de
anillo escleral. Para relajar esta compresion neurovasegtas autores propusieron un nuevo
tratamiento quirdrgico, que consiste en la diseccidén de la lamina cribosa transvitrea a través de
una incision radial en el lado nasal del nervio 6ptico para mejorar el flujo venoso (es decir,
neurotomia optica radial (NOR), Figura 11). En este estudio pitst@utores demostraron una
mejoria media de la agudeza visual de cinco lineas después de un seguimiento de 9 meses en ¢
de 11 pacientes, mientras que so6lo dos pacientes empeoraron (Opremcak y col., 2001). En el
2006, el mismo grupo informé de 117 casos tratados con NOR y 63 casos tratados con NOR
junto con la inyeccion intravitrea de triamicinolona, en quienes se logré un aumento de dos o
mas lineas para el 78% y 64% de los pacientes, respectivamente (Opremcak y col., 2006 a 'y
Otros investigadores confirmaron mejoras en la agudeza visual por este tratamiento quirdrgico.
Aunque la incisién y el sitio de la NOR, asi como el uso de una lanceta microvitreorretinal
especialmente disefiada para la NOR podrian reducir al minimo cualquier dafio en las venas o en
las fibras nerviosas, no se puede descartar por completo alguna complicacion en el curso de la
cirugia. De hecho, se han descripto una variedad considerable de efectos adversos de la NOR
como un dafio en la arteria central de la retina provocando una reduccién aun mayor en el flujo
sanguineo retiniano peripapilar en el sitio de la incision, desprendimiento de retina en el sitio de
la NOR, dafio en los axones del nervio Optico, disminucion del campo visual, y un
desprendimiento focal hemorragico del epitelio pigmentario, asi como la neovascularizacion

coriorretiniana en el sitio de la NOR (Samuel y col., 2003; Williamson y col., 2003; Horio y
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Horiguchi, 2005; Martinez-Jardon y col., 2005; Schneider y col., 2005; Yamamoto y co)., 2005
Sobre la base de estas evidencias, existe alin una activa polémica respecto a las eventuales
ventajas terapéuticas de la NOR, particularmente para el tratamient@a d2CVR,
especificamente relacionadas con la relacion “costo-beneficio” de este abordaje quirargico. Al
presente, no se dispone de antecedentes respecto al uso de la NOR como tratamiento quirdrgicc
para el tratamiento del glaucoma, lo que constituye uno de los objetivos de este trabajo de Tesis

Doctoral.
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Figura 11. Representacion esquematica de la NOR. Noétese la
configuracion anatomica de “cuello de botella” de la salida de la esclera

a nivel de la lamina cribosa y el anillo escleral. Se muestra una hoja
microvitreoretinal superpuesta en el lugar de la NOR. Modificado de
Opremcak y col., 2001.
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Objetivos

Sobre la base de las consideraciones mencionadas en la Introduccién, los objetivos centrales de

este trabajo de Tesis fueron:

Estudiar la actividad del sistema nitrérgico retiniano en ratas con glaucoma experimental
inducido por inyecciones intracamerales de acido hialuronico.

Estudiar el efecto de la melatonina sobre la actividad de los sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, nitrérgico y antioxidante en retinas de ojos de ratas control.

Examinar el efecto de la melatonina sobre las alteraciones funcionales e histologicas inducidas
por la hipertension ocular crénica.

Desarrollar un modelo experimental de glaucoma en ratas a través de inyecciones intracamerales
de condroitin sulfato (CS).

Examinar el efecto de la induccion de tolerancia isquémica en un modelo de glaucoma
experimental en ratas inducido por CS.

Analizar los cambios funcionales e histoldgicos tempranos de la neurotomia éptica radial (NOR)
en ojos de rata normal.

Evaluar el efecto de la NOR sobre el dafio funcional e histolégico inducido por hipertension

ocular crénica
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1. Animales

1.1. Ratas

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (peso promedio: 250 £ 50 g) mantenidas con agua y
comida ad libitum, en un ambiente controlado de temperatura (21 = 2°C) y humedad. EIl bioterio
fue iluminado con luz fluorescente, que se apagaba y prendia automaticamente cada 12 horas,
(luz de 7 a.m. a 7 p.m.). En todos los procedimientos de manipulacion y sacrificio de animales se
siguieron estrictamente los Estatutos para el Uso de Animales en Oftalmologia e Investigacion
Visual de la Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO). Las inyecciones
intravitreas, la implantacion del pellet de melatonina, asi como el sacrificio de los animales por

decapitacion se realizaron entre las 10.00 y las 12.00 h.

2. Administracion intracameral de acido hialurénico (AH) o condroitin sulfato (CS)

Las ratas se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de hidrocloruro de ketamina (150
mg/kg) e hidrocloruro de xylazina (2 mg/kg). Con agujas 30-G, se inyectarah db acido
hialurénico AH) (10 mg/ml, en solucién salina) 6 #0de condroitin sulfato (CS) (400 mg/ml)

en un 0jo, y en el ojo contralateral, el mismo volumen de solucion fisioldgica. Para ello, los ojos
fueron enfocados bajo un microscopio quirargico Colden, con luz coaxial. Las inyecciones se
realizaron luego de aplicar una gota de hidrocloruro de proparacaina al 0,5% en cada o0jo. Se
movio la aguja a través del limbo corneoscleral hacia la camara anterior con el bisel hacia abajo.
Cuando la punta del bisel alcanzé la camara anterior, el liqguido progresivamente incrementé la
profundidad de la camara, separando la aguja del iris y evitando el contacto con el cristalino
(Figura 12). Las inyecciones se realizaron una vez/semana usando la fuerza rpareseaiciar

el contenido de la jeringa de tuberculina (ajustado a 25 @)2E&! sitio de inyeccion fue el

limbo corneoscleral, comenzando en la hora 12 y cambiando el sitio de la inyeccién de hora en

hora para evitar la formacién de pannus y rotando el animal para lograr mejor acceso al limbo.
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Figura 12. Inyeccién de AH o CS en la camara anterior del ojo de rata.

Se excluyeron los animales que desarrollaron cataratas o pthisis bulbi, cuya incidencia no superé
el 5% del total de animales utilizados. Ademas, casi todos los animales desarrollaron un edema
corneal localizado en el sitio de la inyeccidn que no duré mas de 24 h. Durante el tiempo en que
los animales estuvieron anestesiados, se colocé gel sobre los ojos para evitar la sequedad
corneal. No se observaron diferencias en la incidenclasa®mplicaciones oculares entre los
grupos inyectados con vehicultid o CS. Como control del efecto de las inyecciones per se, se
utilizé un grupo de animales que se manipuldé y anestesié durante 10 semanas, pero no se
aplicaron inyecciones intracameraldm algunos experimentos, el CS se inyectdé en forma

bilateral y en los animales control se inyectd vehiculo en ambos ojos.

3. Determinacion de la presion intraocular

La presién intraocular (PIO) se determind mediante un TonoPen XL (Figura 13) (Mentor,
Norwell, MA) en ratas conscientes segun la técnica descripta por Moore y col. (1995). Los
animales se envolvieron suavemente con una toalla, sin provocar estasis venosa ni efectos
valsalva, y mientras un operador lo mantenia firme, otro realizaba la determinacion. Se

obtuvieron cinco lecturas de cada ojo, omitiendo las que se registraban cuando el aparato no
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estaba en contacto firme con la cornea. La variacion entre lecturas resultd menor al 10 %. Los
promedios de estas lecturas se registraron como la PIO de un ojo y un dia determinados. La P1O
de cada animal se promedié con las del resto de los animales del mismo grupo y el valor
promedio resultante se registré6 como la PIO media del grupo * error estandar (EE). No se
observaron diferencias significativas entre el ojo derecho y el ojo izquierdo en animales intactos
o inyectados con vehiculo. Las mediciones de la PIO se hicieron a la misma hora cada dia o

semana (entre las 11.00 h y las 12.00 h), para evitar las variaciones diarias en este parametro.

Figura 13. Determinacion de la PIO en ratas

4. Estudio del sistema nitrérgico

4.1. Determinacion de la actividad de NOS

La actividad retiniana de NOS se determiné a través de la conversiétHdarginina en L3H-
citrulina, segun el método descripto (Weinberg y col., 199%s retinas se homogeneizaron en
100 pul de buffer conteniendo sacarosa 0,32 M, EDTA @M e inhibidores de proteasas
ajustado a pH 7,4. Alicuotas de pDde los homogenatos se incubaron por 30 min°&€ 3h

presencia de 50l de buffer conteniendo 20 mM de HEPES, 6 mM de g&0inM de NADPH,

10 uM de FAD y L3H-arginina (5uCi/ml) y 2 uM de L-arginina. Luego de la incubacién, se
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freno la reaccion por el agregado de 200 pl de buffer de stop (50 mM de HEPES, 10 mM de
EDTA y 10 mM de EGTA, pH 5,5) y se enfriaron los tubos por 5 minutos. Luego se agregaron
600 ul de resina Dowex AG 50 WX-8 (forma sodica) resuspendida en buffer para remover el
exceso de arginina. Las muestras se mantuvieron a 4°C por 5 min con agitacién esporadica, se
centrifugaron a 10.000 xg por 5 mynse determind la radioactividad del sobrenadante. La
conversion inespecifica de EHJ-arginina a L-fH]-citrulina se determiné agregando buffer en

lugar de homogenato de tejido. Para estudiar el efecto de la melatonina sobre la actividad de
NOS, las retinas se incubaron durante 30 min a 37°C en buffer HEPES-Tris en presencia o

ausencia de distintas concentraciones del metoxiindol.

4.2. Determinacion de los niveles de NOS-1 (nNOS), NOS-2 (iNOS) y NOS-3 (eNOS)

4.2.1 Preparacion de las muestras

Las retinas se homogeneizaron en ub@e buffer conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 7,4),
250 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 1 % de Tritonuf@)iml de leupeptina, 1

mM de PMSF, 21g/ml de pepstatina A. Se tomo6 una alicuota para determinar la concentracion

de proteinas. El resto de la muestra se utiliz6 para determinar los niveles de las diferentes

isoformas de NOS por Western blot.

4.2.2. Western blot

Las proteinas del homogenato (89 de proteinas/calle) se separaron por SDS-PAGE en un gel

al 12%. Luego de la electroforesis se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno
durante 45 min a 15 V en un sistema Bio-Rad Trans-Blot SD (Laboratorio Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Luego de la transferencia, las membranas se trataron con soluciéon de bloqueo por
una hora (5 % de leche en polvo descremada en TBS Tween al 0,1 %, TBS: 0,15 ®,d®Na

mM de Tris-HCI, pH 7,4). Posteriormente se incubaron durante 1 h a 4°C con anticuerpos
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especificos (1:1.000) para las distintas isoformas de NOS (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). La membranas se lavaron varias veces con TTBS (TBS 1x con triton. 0,5%)
Finalmente, se incubaron con un anticuerpo policlonal secundario (3:10.000) conjugado con
peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) durante 2 h a temperatura ambiente. La
presencia de una determinada isoforma se revel6 por quimioluminiscencia (ECL Western
Blotting Analysis System, Amersham Pharmacia, Inglaterra) y se determinangreles de B-

actina como control interno de carga. Las membranas se escanearon y la intensidad de las banda:s
se determind utilizando el programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, USA). Los
valores se expresaron como unidades arbitrarias de los niveles de NOS-1, NOS-2 o NOS-

3/niveles de B-actina.

4.3. Determinacién de los niveles de ARNm para transportadores de L-arginina

Se aislo el ARN total de retinas de ratas con el reactivo de TRl@ddfe Technologies,
Gaithersburg, MD, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
suspendi6 en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se conservé a -20°C. Se
homogenizaron 2 retinas en 1 ml de TR&gl el experimento se repitid 3 veces con diferentes
grupos de animales. EI ARN obtenido fue tratado con ADNasa | (Deoxyribonuclease |
Amplification Grade, Life Technologies, Gaithersburg, MD, U.S.A) para elimilar
contaminacion con ADN. Luego, la transcripcion reversa (RT) se realizo sobre el total del ARN
(2 ug). La sinteis de ADNc se realizo utilizando 200 U de transcriptasa reversa del virus de
leucemia murino (M-MLV RT, Promega, WI, USA), 100 nlgfle random primers (Promega,

WI, U.S.A), 0,5 mM de cada dNTPs y 25 U del inhibidor de ribonucleasa rARNsmun
volumen total de 2%ul. La incubacion se realizé durante 50 min a 37°C y luego se calento a
70°C durante 15 min para su terminacion. Las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador

témico Biometra. Se utilizaron pl del ADNc obtenido en la transcripcion reversa para la
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amplificacion de los genes cat. El ADNc se agreg6 a una mezcladeg@é contenia: 1 X del

buffer para PCR, 2,5 mM de MgCROOuM de dNTP's, 400 nM de los primers especificos para
cada oligonucleétido y 1,25 unidades de Tag ADN polimerasa (PE Applied Biosystems). El
disefio de los primers se baso en secuencias publicadas para los ARNm de catylcated-
murinos (GeneBank NM_007513.1 y L03290). Las secuencias de los primers y el tamafio
esperado de los productos de amplificacion fue el siguiente: 1)1: cefi-
GCCATCGTCATCTCCTTCCT&” y 5’-CCCTCCCTCACCGTATTTCAC3’, (530bp); 2)

cat2: 5>-AACGTGCTTTTATGCCTTTGT3’ y 5’-GGTGACCTGGGACTCGCTCTT, (612

bp); 3) cat3: 5’-GCCTTTTGGGCT CTATGTTTQ®’, y 5’-TGCGGTTCTGTGGTTGTCT3®

(560 bp), y 4) gliceraldehido-f3sfato deshidrogenasa ~ (GAPDH): 5’-
TCCCTCAAGATTGTCAGCAA 3’; y 5°- AGATCCACAACGGATACATT-3" (309 bp). Se
establecio previamente el rango apropiado de amplificacion para cada par de primers de modo de
trabajar en un rango lineal. Las PCRs comenzaron con una primera etapa de desnaturalizacion a
94°C por 2 min y luego 27 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 45 s, annealing a 55°C por 30
s, y elongacion a 72°C por 1 min. Por ultimo, las muestras se incubaron a 72°C por 10 min. Se
realizd una corrida electroforética de los productos de la reaccion en un getasa ajd ,5 %

con un buffer TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 2 mM EDTA; pH 8) que luego fue tefiido con
bromuro de etidio, fotografiado y cuantificado por analisis densitométrico (Gel Pro Imagen,

Image Processing Solutions, North Reading, MA).

4.4. Determinacion del influjo de L®H-arginina

Para el estudio del influjo de 34 arginina se utilizaron fracciones sinaptosomales crudas de
retinas de rata, obtenidas como se describio previamente (Moreno y col.). 2@@5ketinas se
homogeneizaron (1:9 p/v) en sacarosa 0,32 M que contenia 1 mM deywgQientrifugaron a

900 xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 30.000 xg por 20 min
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y el pellet resultante se resuspendié inmediatamente en buffer HEPES-Tris: HEPES 10 mM,
glucosa 10 mM, NaCl 140 mM, KCI 5 mM, Ca@,5 mM, MgC} 1 mM (ajustado a pH 7,4 con
Tris-base). Alicuotas de la fracciones sinaptosomales (100480de proteina/10Qul) se
mezclaron con 100 ul de iH-arginina (10 pM, 800.000-1.000.000 dpm/tubo, actividad
especifica: 53,4 Ci/mmol). Luego de 10 min de incubacion a 37°C con agitacion suave, la
reaccion se detuvo por el agregado de 4 ml de buffer HEPES-Tris frio. La mezcla fue
inmediatamente filtrada bajo vacio sobre filtros Whatman GF/B. Los filtros se lavaron dos veces
con 4 ml de buffer frio. La radioactividad retenida en los filtros se determiné en un contador de
centelleo liquido. La captacion inespecifica se determindé en presencia de un exceso de L-

arginina (10 mM).

4.5. Determinacion de la acumulacion de GMPc

Los niveles de GMPc se cuantificaron por radioinmunoanalisis (RIA). Para ello, los tejidos se
homogeneizaron y se incubaron durante 30 minutoS@ &7 buffer Tris-HCI y en presencia de

0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). Las suspensiones celulares se centrifugaron a 800
xg durante 5 min, se resuspendi6 el pellet enid@@ agua y se hirvié durante 2 min. Luego, s
centrifugaron a 5000 xg por 5 min a 4°C. Los sobrenadantes se purificaron por cromatografia
sucesiva en alumina (AG 7, 100-200) y Dowex 50W-X 8 (forma protonada) para la extraccién
de GMPc. Para el RIA, alicuotas de la fraccion purificada y concentraciones variables de GMPc
se acetilaron con anhidrido acético/trietilamina. Luego, se mezclarotf’e@MPc (15.000-
20.000 dpm, actividad especifica 150 mCi/mmol) y un anticuerpo anti-GMPc (Chemicon
International Inc., dilucién 1:150). Luego de una incubacion durante toda la noche, el complejo
antigeno-anticuerpo se precipitd con 2 mkthnol a 4°C y 50 ul de albumina sérica bovina al

2%; las muestras se centrifugaron a 2000 xg por 30 min y el precipitado se separd del
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sobrenadante por aspiracion. La radioactividad se determind en un contador gamma. El rango de

la curva estandar fue de 10-5000 fmol de GMPc.

5. Evaluacion de la actividad del ciclo glutamato/glutamina retiniano

5.1. Determinacién del influjo de L 2H-glutamato

El influjo de estos aminoacidos se determind en fracciones sinaptosomales de retinas de rata, en
forma analoga a la descripta para el influjo de L-arginina. Para ello, alicuotas dedamés
sinaptosomales retinianas crudas (10043@@e proteina/10Ql) se mezclaron con 100 ul de L-
3H-glutamato (500.000-800.000 dpm/tubo, actividad especifica 17,25). Luego de 10 min de
incubacion a 37°C con agitacion suave, la reaccion se detuvo como ya se describid. La captacion
inespecifica se determin6 en presencia de un exceso de L-glutamato (10 mM). Pamaehnaliza
efecto de la melatonina sobre el influjo de glutamato, las retinas se incubaron durante 30 min a
37°C en buffer HEPES-Tris en presencia o0 ausencia de distintas concentraciones del

metoxiindol

5.2. Determinacion de la actividad de glutamina sintetasa

Las retinas se homogenizaron en forma individual enid@@ buffer fosfato de sodio 10 mM,

pH 7,2. Alicuotas de 150 ul del homogenato se mezclaron con 150 ul de una solucién
conteniendo buffer imidazol 1200 mM, 40 mM de Mg@0 mM de 2-mercaptoetanol, 200 mM

de hidroxilamina, 20 mM de ATP y 100 mM de glutamato, ajustado a pH 7,2. Luego de una
incubacion a 37°C durante 15 min, la reaccion se detuvo por el agregado ded@Qna
solucion 0,37 M de Feg;l conteniendo 0,67 M de HCI y 0,20 M de acido tricloroacético. El
precipitado se removio por centrifugacion, y la absorbancia del sobrenadante se determiné a 535
nm. El blanco de la reaccion se evalu6 reemplazando el tejido por buffer. Bajo estas condiciones,

1 umol de y-glutamilhidroxamato da una absorbancia de 0,340. La actividad especifica de
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glutamina sintetasa se expresé commoles dey-glutamilhidroxamato por hora por mg de
proteinas. Para estudiar el efecto de la melatonina sobre la actividad de la glutamina sintetasa, las
retinas se incubaron durante 30 min a 37°C en buffer HEPES-Tris en presencia o ausencia de

distintas concentraciones del metoxiindol.

5.3. Actividad de glutaminasa

La actividad de glutaminasa se determiné a través de la conversiétHdglitamina en L*H-
glutamato, segun el método descripto (Kvamme y col., 1985). Cada retina se homogenizo6 en 40
ul de 0,1% Triton X-100 en 7,5 mM de Tris-HCI, pH 8,8. La mezcla de reaccion contepia 20

de homogenato (200- 4Q@ de proteinas), 20 mM de glutamina®H-glutamina (0,2- 0,5.Ci)

y buffer fosfato de potasio 45 mM, pH 8,2, en un volumen total deulODas muestras se
incubaron con agitacion durante 1 h a 30°C. La reaccion se frend por el agregado de 1 ml de una
solucion 20 mM de imidazol frio, pH 7,0. Luego de una breve centrifugacion, los sobrenadantes
se sembraron en una resina de intercambio aniénico de 0,6 x 3,5 cm (Dowex, AG1-X2, 200-400,
Laboratorios Bio-Rad) previamente cargada con 1ml de HCI 1 M y lavada corEaguatrato

de la reaccion se removi6 por el agregado de 6 ml de imidazol 20 mM, que se descartd y el
producto final se eluyé mediante el lavado de la resina con 3 ml de HCI 0,1 M. Alicuotas de esta
fraccion se mezclaron con liquido centellante y se determiné la radioactividad. El blanco de la
reaccion se determind reemplazando el homogenato de tejido por buffer. La actividdacaspeci

de glutaminasa se expresé comumoles de glutamato por hora por mg de proteinas. Para
estudiar el efecto de la melatonina sobre la actividad de la glusanias retinas se incubaron
durante 30 min a 37°C en buffer HEPES-Tris en presencia o ausencia de distintas

concentraciones del metoxiindol.
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6. Inyecciones intravitreas de melatonina.

Se utilizé una aguja 30-G montada en una jeringa Hamilton gé Hh animales anestesiados,

se enfocaron los ojos bajo un microscopio binocular Colden con luz coaxial. La aguja se
introdujo a través de la pars plana en un angulo tal que no se dafiara ni la retina ni el cristalino
hasta poder visualizarla bajo una lente directa. Ya en la cavidad vitrea, se inyect6 un volumen de
2 ul en un intervalo de 30 s. Se utilizd anestesia tdpica antes de realizar las inyecciones. Para
estimar la concentraciéon final de melatonina (10 6 100 nM) se consideré un volumen total de
vitreo de 60+ 2ul (Sumioka y col., 2000). Se excluyeron los animales que desarrollaron

cataratas o sangrado intraocular como resultado de la inyeccion intravitrea.

7. Determinacion de la actividad del sistema GABAEérgico retiniano

7.1. Determinacion del turnover de GABA

Se determiné por acumulacién del aminoacido luego de la inhibicion de la enzima que cataliza la
degradacion de GABA (GABA transaminasa) (Bertilsson y col., 1977). Para prevenir el aumento
post-mortem en el contenido de GABA se administré acido 3-mercaptopropionico, un inhibidor
de la enzima que cataliza la sintesis de GABA (GAD), 2,5 min antes del sacrificio, en una dosis
de 50 mg/kg (i. p.) (Van der Heyden y col., 1978). La presuncién central de este método es que
luego de la administracién gevinil-GABA, la acumulacion de GABA es lineal por al menos 1

h. Los animales se inyectaron ceminil-GABA 62,5 min antes del sacrificio a una dosis de 0,9
g/kg. Luego del sacrificio se extrajeron las retinas, se homogeneizaron en forma individual en
agua destilada, se centrifugaron a 12.000 xg por 15 min y se descartd el precipitado. Para
determinar el contenido de GABA acumulado, se utilizo el ensayo de radiorreceptor (Bernasconi
y col., 1980). Para ello, alicuotas de 100 ul de una preparacion cruda de membranas sinapticas de
cerebelo de rata (400 pug de proteinas) en buffer 50 mM de Tris-citrato, pH 7,2, se incubaron con

300 pl de la muestra o varias concentraciones de GABA y 100 {H-triscimol (actividad
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especifica: 10 Ci/mmol) disuelto en agua destilada en una concentraciéon final de 5 nM. Las
muestras se incubaron durante 10 minutos a 22°C y se centrifugaron a 12.000 xg por 10 min a
4°C. El precipitado resultante se lavd superficialmente tres veces con buffer Tris-citrato. La
radioactividad se extrajo con hidroxido de hiamina. La union inespecifica se determind en
incubaciones paralelas en presencia de 200 uM de GABA. El rango de deteccion para GABA fue
de 2,5-100 pmol. A fin de verificar que el desplazamiento’dehuscimol de sus sitios de

union se deba a GABA, una serie paralela de muestras de tejido se incubaron en prebencia de
sistema enzimatico de degradacién del GABA altamente especifico, GABAsa, antes del ensayo.
Tanto el GABA estandar como el endégeno del tejido fue completamente degradado por la

GABAsa (mas del 85%).

7.2. Determinacion de la actividad de glutamico descarboxilasa (GAD)

Las retinas se homogeneizaron en forma individual en 0,05 M de buffer fosfato, pH 6,8.
Alicuotas de los homogenatos (100 0,20 - 0,4 mg de proteinas) se incubaron en tubos de
polipropileno (de 1,5 ml) a 3€ durante una hora. La mezcla de incubacion {8p@ontenia:

acido 13C-L-glutamico (actividad especifica: 49,6 Ci/mmol, Q@@i/ml), 200uM de fosfato de
piridoxal, y 10 mM def-mercaptoetanol. Las incubaciones se realizaron por triplicado. La
reaccion se finalizé6 por agregado de Aacido tricloroacético (TCA) al 10%¢@} liberado
durante las siguientes 2 h se capturé en un papel de filtro embebido en hidréxido de hiamina
ubicado en la tapa de los tubos de polipropileno. La radioactividad contenida en los filtros se
determiné en un contador de centelleo liquido. Los blancos incluyeron todos los reactivos

excepto el TCA que se agrego antes que el homogenato de tejido.
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8. Determinacion de la actividad del sistema de defensa antioxidante endégeno

8.1. Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se evaluo a través de la capacidad de la muestra de inhibir la aidooxidac
espontanea de una solucién de 10 mM de adrenalina en buffer glicina 50 mM (pH 10,2) a 37°C.
Se determind la absorbancia a 480 nm para diferentes cantidades de homogenato de retinas er
buffer fosfato 50 mM, en presencia de la solucion de adrenalina. Los cambios de absorbancia se
determinaron durante 2 min a intervalos de 5 segundos. A partir de los resultados se grafico el
logaritmo del cociente entre la velocidad de oxidacion de adrenalina en presencia de la muestra 'y
de la solucion de adrenalina sola (oxidacion espontanea), en funcién de la cantidad de muestra.
Las Ul de SOD se definieron como la dilucion de muestra necesaria para producir el 50% de
inhibicion de oxidacion de adrenalina a pH alcalino. Para estudiar el efecto de la melatonina
sobre la actividad de SOD, las retinas se incubaron en presencia o ausencia de distintas

concentraciones del metoxiindol durante 30 min a 37°C en buffer HEPES-Tris.

8.2. Determinacion de los niveles de glutation reducido (GSH)

Los niveles de glutation reducido (GSH) se evaluaron de acuerdo al método descripto por
Beutler y col. (1963). Las retinas se homogeneizaron en buffer fosfato de potasio 50 mM, pH
7,4. Muestras de 100l de homogenato se mezclaron con2sle TCA al 50%y 1 mM de

EDTA. Luego de una incubacion de 5 min en hielo, las muestras se centrifugaron a 13.200 xg
durante 2 min. El sobrenadante resultante se mezclé conu808 acido 5,5 ditio-bis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) 0,25 mg/mén buffer fosfato de potasio 0,5 M, pH 7,4. Se determind la
absorbancia espectrofotométricamente a 410 nm. El rango de la curva ed¢da8at fue de

0,50-50 nmol. Para estudiar el efecto de la melatonina sobre los niveles de GSH, las retinas se
incubaron en presencia o ausencia de distintas concentraciones del metoxiindol durante 30 min a

37°C en buffer HEPES-Tris
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8.3. Determinacion de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se cuantifico a través de la determinacién de los niveles de especies
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Se homogeneizaron las retinas en buffer desfato
potasio 15 mM, conteniendo 60 mM de KCI, pH 7,4. Luego, el homogenatqulj388 mezcld

con 75ul de SDS 10% y 1,4 ml de acido tiobarbitarico al 0,8 % disuelto en buffer acetato, pH
3,5. Las muestras se incubaron a 100°C durante 1 h y luego de enfriarlas, se determind la
absorbancia a 515 nm de excitacion y 553 nm de emision con un espectrofotbmetro de
fluorescencia Jasco FP770 (Japan Spectroscopic Co. Ltd., Japdn). Los niveles de TBARS se
determinaron a partir de una curva estandar de malondialdehido bis-dimetil acetal (MDA) en el
rango de 10-2000 pmol. Los resultados se expresaron como nmoles de MDA/mg de proteina.
Para analizar el efecto de la melatonina sobre este parametro, las retinas se incubaron en
presencia o ausencia de distintas concentraciones del metoxiindol durante 30 min a 37°C en

buffer HEPES-Tris.

8.4. Actividad de catalasa

La actividad de la catalasa se evalu6 de acuerdo al método descripto por Aebi. (1982), Las
retinas se homogeneizaron en buffer fosfato 50 mM (pH 7,4). Las muestras g 2120
homogenato se mezclaron con@5le TritonX-100 20%. Luego de una incubaciéon de 5 min a

4°C, los homogenatos se centrifugaron durante 1 min a 10.000 xg. Alicuotas del sobrenadante se
mezclaron con 900l de buffer fosfato 50 mM. La reacciéon empez6 con el agregado dledg0

H.O, 12 mM y se determind la absorbancia a 240 nm, cada 10 s durante 100 s. La actividad
enzimatica se calculd usando el coeficiente de extincion gi@} Bl 240 nm y los resultados

fueron expresados como nmol deCHmin. mg proteinas. Para analizar el efecto de la
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melatonina sobre la actividad de catalasa, las retinas se incubaron en presencia 0 ausencia de

distintas concentraciones del metoxiindol durante 30 min a 37°C.

8.5. Determinacion del contenido de melatonina

Las retinas se homogeneizaron en 2 ml de HCI 0,1 M. La melatonina se extrajo mediante la
adicion de 5 ml de diclorometano. Los tubos se agitaron dos veces durante 20 s y se
centrifugaron a 900 xg durante 3 min. La fase acuosa se descarté y se agregaron 2 ml de
NaHCO; al 2 % sobre la fase organica, procediendo en forma analoga. Se aspir6 la solucion de
bicarbonato y se lavé la fase organica con 2 ml de agua destilada, se repitié el procedimiento vy,
por ultimo, se aspir6 completamente la fase acuosa y la grasa emulsionada. Se tomaron alicuotas
de 2 ml de la fase organica de cada muestra, se llevaron a sequedad bajo vacio y se conservaron
-20° C hasta la realizacion del RIA. La recuperacion del procedimiento de extracai@n/ie

5%. Las muestraesesuspendieron en buffer (3 mM de NaB,05 M de KHPQO, y | mg/ml de

gelatina, llevado a pH 7,0 con KOH). Se agrdgémelatonina (20.00@4.000 dpm; actividad
especifica 38,8 Ci/mmol) y un antisuero de conejo anti-melatonina (dilucion final 1:1600)
gentilmente cedido por el Dr. Takashi Matozaki (Laboratory of Biosignal Sciences, Institute for
Molecular and Cellular Regulation, Gunma University, Japon). Los tubos se incubaron durante 2

h a 37°C. Finalizada la incubacion, se agregd una mezcla de carbén-dextrano, se agitaron las
muestras, se incubaron a 4°C durante 40 min y se centrifugaron a 15.000 rpm durante 10 min a
4°C. Se determind la radioactividad en una alicuota del sobrenadante. El contenido de
melatonina se determing a partir de una curva estandar de melatonina, con un rango de 20 a
5.000 pg/tubo. Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron 4,5 y 8,5 %,

respectivamente.
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9. Implantacion subcutanea de un pellet de melatonina

En animales anestesiados, se realizd una incision en el dorso a la altura del cuello del animal. Se
divulsiond el plano de tejido celular subcutaneo, donde se coloco un pellet de melatonina de 20
mg en 3% ifi/v) de aceite vegetal, comprimido en un cilindro de 2,5 mm de diametro y 1 mm de
longitud. La incision se cerré con lino 5-0. Este procedimiento se realizé cada quince dias,
comenzando un dia antes de la primera inyeccion de AH o a partir d2 danana de
tratamiento con AH y durante el tiempo que duré el experimento (10 semanas). En el grupo

control se realizé una cirugia similar sin implantacion del comprimido.

10. Estudios electrorretinograficos (ERGS)

Los animales se anestesiaron como ya se describio. Para el registro del ERG, los animales se
adaptaron a la oscuridad durante 6 h. Luego, se administr6 una gota de proparacaina como
anestésico topico y lagrimas artificiales para maximizar la conductibilidad entre el electrodo y la
cornea. Se apoyo un electrodo de oro sobre la cornea, como referencia se wiknfrodo de

tipo aguja localizado en la oreja ipsilateral y el electrodo de tierra se colocé en la porcion media
de la cola del animal (Figura 14). Los electrodos se colocaron bajo luz roja tenue (1 lux) de 15W
de intensidad, que no afect6 la adaptacion de los animales a la oscuridad y se apagd durante el
registro. Los registros se realizaron en forma simultdnea en ambos o0jos. Se utilizd un
fotoestimulador de leds tipo flash de 0,95 log cfslmintensidad, 0,2 Hz de frecuencia a una
distancia de 20 cm del animal, en ambiente de total oscuridad. Para la amplificacion y el registro
de la sefal se utilizé un equipo AKONIC BIO-PC (Akonic BIO-PC, Akonic, Argentina). La
sefal se registré con uranancia de 100 pV, sin atenuacion, con filtros de ruido (50 Hz) y

filtros de alta frecuencia (1.000 Hz) y baja frecuencia (1,5 Hz) para optimizar el registro. Se
aplicaron 10 estimulos por estudio y se tomé el promedio de los registros. Se determinaron las

amplitudes y latencias de las ondas a y b para cada 0jo. La onda a se determiné desde la linea
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isoeléctrica hasta la primera deflexion y la onda b, desde esta deflexion hasta el pico de la onda

b.

Figura 14. Disposicién de electrodos para el registro de ERG.

11. Potenciales visuales evocados (VEPS)

Para el registro de los VEPs se colocaron quirtrgicamente dos electrodos de acero inoxidable 4
mm lateral a la cisura inter-hemisférica y 5,6 mm por detras de bregma (electrodo activo). Se
colocaron electrodos de referencia en posicion 2 mm lateral a la linea media y 2 mm antes de
bregma, y un electrodo de tierra en la cola. Ambos electrodos se aislaron y fijaron con acrilico
dental y la piel se suturé con nylon 5/0. Los VEPSs se evaluaron 5 dias después de la implantacion
de los electrodos de la siguiente manera: después de 6 h de adaptacion a la oscuridad, las ratas s
anestesiaron, las pupilas se dilataron y la cornea se irrigd de forma intermitente como se
describié anteriormente, bajo luz roja tenue. Todos los registros se realizaron dentro de los 20
min desde la inyeccion de anestésicos y los animales se mantuvieron a temperatura constante
durante y después del procedimiento mediante mantas calefactoras. Cada ojo se registro
individualmente, se ocluyo el ojo contralateral, y se registré un promedio de 70 estimulos. Los
0jos se estimularon con luz blanca sin atenuar (1 Hz) con un estimulador fotico (diodos emisores
de luz), fijado a la maxima intensidad de luz y los registros se amplificaron, filtraron (0,5 Hz

filtro de baja frecuencia, 100 Hz filtro de alta frecuencia) y promediaron. Se evalu6 la amplitud
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entre la deflexion N2 y el pico P2, y se determiné la latencia de N2 desde el inicio hasta el

segundo pico negativo.

12. Induccidn de tolerancia isquémica

Se aplicaron pulsos breves (5 min) de isquemia en un ojo de los animales inyectados de forma
bilateral con vehiculo o CS, mientras que el ojo contralateral fue canulado sin elevar la PIO
(procedimiento simulado). La selecciéon de los ojos que recibieron pulsos de isquemia o
tratamiento simulado se realizd al azar. Los animséeanestesiaron como ya se describio.
Luego de la aplicacion tépica de propacaina, la caAmara amserganulé con una aguja de
calibre 30-G conectada a una botella presurizada, conteniendo solucion salina estéril. La
isquemia retiniana fue inducida a través del aumento de la PIO a 120 mmHg durante 5 min, de
acuerdo al método descripto previamente (Fernandez y col., 2009). Mediante esta maniobra se
logra una isquemia ocular completa, caracterizada por la pérdida de la onda b del ERG y el cese
del flujo en los vasos retinianos, determinado por la observacion del fondo de ojo. Los pulsos
breves de isquemia retiniana se aplicaron en forma semanal comenzandd seitaafa de
hipertension ocular y continuando hasta la"™1@emana. Durante y después de este
procedimiento, los animales se mantuvieron normotérmicos mediante mantas calefactoras. Cada
pulso de isquemia se aplicé cuatro dias después de la inyeccién de vehiculo o CS. Los animales

fueron dividdos en 4 grupos experimentales, como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Representacion esquematica de los grupos experimentales utilizados para ¢

estudio del efecto déa tolerancia isquémica sobre el dafio inducido por glaucoma

experimental. Los pulsos breves de isquemia o el procedimiento simulado (sham) s

aplicaron 4 dias después de la inyeccién semanal de vehiculo o CS, comenzando en la

semana de tratamiento.
13. Microscopia 6ptica y andlisis de imagenes de la retina y nervio 6ptico de rata
13.1. Estudio histopatologico
Los ojos se enuclearon luego de una sobredosis de anestesia. Inmediatamente se fijaron por
inmersion en paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% en buffer fosfato (pH 7,2) por 1 h.
Se mantuvo la membrana nictitante para la correcta orientacion del corte. Se extrajeron la cornea
y el cristalino y el segmento posterior se fij6 nuevamente por un periodo de 12 h en el mismo
fijador. Se realiz6 una seccion de nervio optico 1,5 mm posterior al globo ocular, que luego se
fij6 en tetroxido de osmio en buffer fosfato. Los nervios se procesaron en resina epoxi y cortes
de 1 um se tifieron con azul de toluidina. Los segmentos oculares posteriores se deshidrataron en

series de alcohol y se embebieron en parafina. Se realizaron cortegndle % largo del

meridiano horizontal por la cabeza del nervio éptico y se tifieron con hematoxilina-eosina.

13.2. Procesado de imagenes
Las imagenes de microscopia Optica se capturaron digitalmente con una cam&8GDRB0

adaptada a un microscopio Nikon Eclipse E4000 (iluminacion: 6-V luz halégena, 20W). Las
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imagenes capturadas digitalizadas se transfirieron al sistema de analisis de imagénageon

(Scion Corporation Beta 4.0.2, Windows). La morfometria retiniana se evalud segun lo descrito
por Takahata y col. (2003), con modificaciones menores. Se seleccionaron tres secciones de cada
retina al azar. Se analizaron nueve imagenes microscopicas de 1 mm desdetehijoodal del

nervio éptico en forma digital. Se utilizé un objetivo de 40 x con luz acromatica. Se detdrminé e
espesor (en um) de la capa plexiforme interna (CPI), la capa nuclear interna (CNI), la capa

nuclear externa (CNE) y la retina total. EI nUmero de células en la capa de células gasgliona
(CCQG) se expreso en células por 100 um. Para cada ojo, se promediaron los resultados obtenidos

en tres secciones diferentes y se registro la media de 5 ojos como el valor representativo de cada
grupo. El analisis morfométrico se realizO por observadores que desconocian el protocolo

utilizado en cada ojo.

14. Inmunomarcacién de Neu-N, Thy-1y Brn3a

La recuperaciéon antigénica se realizd por calentamien®®°C) durante 30 min en secciones

sin tefiir inmersas en buffer citrato (pH 6,3) que fueron preincubadas con suero normal de caballo
al 2% durante 1 h. Las secciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo
monoclonal de tén anti-NeuN (1:120; Millipore), un anticuerpo anti-Thy-1 (1:1.000; Millipore)

0 un anticuerpo anti-Brn3a (1:500; Millipore). Luego, se apreyanticuerpo secundario anti-

ratbn conjugado con Alexa Fluor 568 (1:500; Molecular Probes). Después de la
inmunomarcacion, las secciones se montaron con medio Antifade con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories). Algunas secciones fueron tratadas sin los anticuerpos
primarios para confirmar la especificidad. Ademas, la inmunorreactividad para Thy-1 (1:500;
Millipore) se desarrollé con estreptavidina-biotina marcada, utilizando el sistema LSAB2®, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (LSAB2® System HRP Dakocytomation, Dako,

Carpinteria, CA, USA). Se utilizé un microscopio Olympus BX50 (Olympus, Tokio, Japon). Se
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tomaron imagenes digitales de diferentes muestras usando el mismo tiempo de exposicion, brillo

y contraste.

15. Determinacion de apoptosis

La determinacion de apoptosis se realiz6 usando el método de TUNEL (deoxynucleotidyl
transfer@aemediated dUTP nick end labeling). Para ello, se utilizé un kit de ApopTag®
Fluorecein In Situ Apoptosis Detection (S7110, Chemicon, CA, USA), de acuerdo a las

indicaciones del fabricante. Para cada seccion de retina, se calculdé el numero total sle célula
+ . . . .
TUNEL  a lo largo de toda la retina. Para cada ojo, los resultados obtenidos a partir de cuatro

secciones separadae promediaron y la media de cinco ojos se registr06 como el valor

representativo de cada grupo experimental.

16. Morfometria del nervio 6ptico

El conteo de los axones del nervio Optico se realizé segun lo descrito previamente (Levkovitch-
Verbin y col.,, 2002), con modificaciones menores. Se capturaron 5 imagenes separadas de
distintas regiones del nervio éptico con un objetivo acromético de 100 x, para determinar la
densidad y distribucion de los diametros de los axones. Las imagenes fueron convertidas a escala
de grises de 8 bits y por un examen vissmdeterminé un valor umbral medidmn forma

manual que se aplicé constantemente. Por ultimo, las imagenes se convirtieron en forma binaria.
Las fibras mielinizadas se delinearon digitalmente por el margen exterior de sus vainas de
mielina y se midid el area total de los axones. El nUmero de axones contados en 5 imagenes
representd aproximadamente el 10 % del area total del nervio 6ptico. El andlisis morfométrico se

realizd por operadores que desconocian el protocolo utilizado en cada ojo.
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17. Neurotomia oOptica radial (NOR)

Las ratas se anestesiaron en forma sistémica y local como ya se describié. Los animales fueron
sometidos a una neurotomia Optica radial (NOR) en un ojo, mientras que el ojo contralateral fue
sometido a un procedimiento simulado. La NOR se realiz6 de la siguiente manera: los ojos se
centraron bajo un microscopio binocular Colden quirdrgico con luz coaxial para la visualizacion
del fondo de ojo e iluminacion. Se realizé una puncién escleral a 1 mm del limbo escledpcorne
utilizando una aguja 30-G dental. Se procedi6 a una incision en el borde del anillo neuro-retina
en el hemisferio nasal del disco Optico, cortando una parte igual del nervio Optico y retina
peripapilar, evitando dafar los vasos centrales de la retina. Se tuvo el cuidado de realizar la
incision en forma radial al disco éptico y paralela al patréon de las fibras nerviosas. Los 0jos con
operacién simulada se sometieron a un procedimiento similar (puncién escleral a 1 mm del

limbo esclerocorneal), pero sin ninguna incision.

18. Evaluacion histoldgica de la NOR

Las ratas se sacrificaron a diferentes intervalos post-cisulgia ojos fueron inmediatamente
enucleados, incluyendo no menos de 3 mm del nervio éptico adjunto. Los ojos se fijaron por
inmersion en paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% en buffer fosfato (pH 7,2) por 1 h

se incluyeron en parafina. Los 0jos se cortaron en secciones a traveés del meridiano ecuatorial. La
calota posterior incluyendo el disco optico y el nervio fueron cortados encaéié, um desde

la superficie interior del disco Optico hacia el segmento retrobulbar del nervio. Las imagenes de
microscopia optica se capturaron digitalmente con una camara Nikon Coolpix S10 adaptada a un
microscopio Nikon Eclipse E4000 (iluminacion: 6-V luz halégena, 20W). Las secciones se
tineron con hematoxilina y eosina y fueron analizadas por observadores que desconocian el

protocolo utilizado en cada ojo. El examen microscopico de los cortes tefiidos con hematoxilina
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y eosina se utilizé para evaluar la incision escleral y para determinar la presendia ée ta

vasculatura del nervio optico.

19. Evaluacion del reflejo pupilar (RP)

Los animales se adaptaron a la oscuridad por 1 h antes de la evaluacion del RP. Se aplico un
pulso de luz blanca (1.200 luen un ojo y se registro la contraccion de la pupila en el ojo
contralateral (reflejo pupilar consensual). Los registros se realizaron bajo luz infrarroja con una
camara de video digital (Sony DCR-SR60, Japén). Se determiné el diametro de la pupila antes y
30 s después de aplicar el pulso de luz. La velocidad de muestreo fue de 30 imagenes/s. Se
adquirieron las imagenes a partir de la grabacion de un video digital utilizando el programa OSS
Video Decompiler Software (One Stop Soft, New England, USA). El porcentaje de contraccién
de la pupila se calculé como el porcentaje del &rea de la pupila a los 30 s del inicio del pulso
(estado estacionario) en relacion con el tamafio de la pupila dilatada. En una serie de
experimentos, se estimuld el ojo con operacién simulada o NOR y el RP se registré en el ojo
contralateral intacto. En otra serie de experimentos, el estimulo se aplicé en el ojo intacto y se

registré la contraccién de la pupila en el ojo contralateral con operacion simulada o NOR.

20. Modelo experimental de glaucoma inducido por la cauterizaciébn de las venas
epiesclerales

Se realiz6 la cauterizacion de las venas epiesclerales en ratas segun la técnica descripta por
Shareef y col. (1995). Brevemente, las ratas se anestesiaron y se aplicé anestesia top&a como y
se describid. Se realiz6 una incision de 2 mm de largo a través de la conjuntiva earia pefif

limbo. A continuacion, se realizaron dos cortes radiales en los bordes de la incision inicial.
Exponiendo las venas epiesclerales y usando un cauterizador oftalmoldgico, se procedioé a la

cauterizacion especifica y precisa de 3 venas, evitehdiafio térmico en el tejido vecino
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(Figura 16). El procedimiento simulado se realiz6 en forma andloga pero evitando la
cauterizacion de las venas epiesclerales. Luego de cada procedimiento se aplicd antibiético por
via topica. Todos los tejidos oculares, incluyendo la cérnea, el cristalino y la esclera, no

presentaron alteraciones durante todo el experimento.

vena epiescleral

g ———————— recto superior

vena epiescleral . .z
P Figura 16 Representacion

esquemadtica de la cauterizacion
de las venas epiesclerales. Se
cauterizaron 3 de las 4 venas
i que drenan el humor acuso de la
camara anterior.

oblicuo superior.

recto medial

limbo

¢

oblicuo inferior

vena epiescleral
recto inferior

vena epiescleral

21. Determinacion del contenido de proteinas

El contenido de proteinas se determiné por el método de Lowry y col. (1951), usando albumina

bovina (BSA) como estandar.

22. Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico de los datos se utilizaron los tests de Student para la comparacién
entre dos grupos experimentales o ANOVA seguido de test de Tukey o de Dunnett, para

comparaciones multiples, segun se indica en cada caso.
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1. Estudio del efecto de la hipertension ocular sobre la actividad del sistema nitrérgico
retiniano

Sobre la base de los antecedentes mencionados en la Introduccion, el objetivo de la primera serie
de experimentos que se describiran a continuacion, fue estudiar la actividad del sistema
nitrérgico en un modelo de glaucoma experimental en ratas inducido por la administracién
semanal de 4cido hialurénicAH) en la camara anterior del ojo. La presion intraocular (P1O) en

los ojos inyectads con AH durante 3 6 6 semanas fue significativamente mayor que la de los
ojos inyectados con vehiculo (TablaN) se observaron diferencias significativas en la PIO de

los ojos inyectados con vehiculo entre los intervalos analizados ni entre ojos intactos (no

inyectados) e inyectados con solucion fisiologica (datos no mostrados).

Tabla I. Valores de PIO en ojos de ratas inyectadas con vehic&#o o
durante 3 6 6 semanas.

Presion intraocular (mmHg)

vehiculo AH
3 semanas 11,8 £0,24 23,2 £ 0,41**
6 semanas 12,3+0,18 22,5 + 0,38**

Se evalué la PIO con un Tonopen XL en ratas inyectadas con AH en un

ojo y vehiculo en el ojo contralateral durante 3 6 6 semanas. En estos

intervalos, la inyeccion de AH indujo un aumento significativo de este

parametro. Se representan las media&E (n = 20 ojos / grupo) **p

0,01, test de Tukey.
En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré una alteracién significativa en la actividad
del ciclo glutamato/glutamina, que podria provocar un aumento en las concentraciones sinapticas
de glutamato en la retina de ojos inyectadosAldnDado que uno de los blancos posibles de la
sobre-estimulaciéon glutamatérgica es el sistema nitrérgico, se analizé el efecto de la hipertension
ocular crénica sobre la actividad de oxido nitrico sintasa (NOS) a las 3 y 6 semanas de
hipertension ocular. Como se muestra en la Figura 17, la actividad de NOS aumenté
significativamente en ambos intervalos de tratamiento con AH con respecto a los ojos inyectados

con vehiculo, aunque el aumento observado a las 3 semanas fue mayor que el correspondiente &
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6 semanas de hipertension ocular (p< 0,01). Resultados similares se obtuvieron cuando se

analizo la actividad de NOS en presencia de valina, un inhibidor de la arginasa. La presencia de

valina provocé una disminucién leve (L0%) pero significativa en la conversion deH-

arginina en L*H-citrulina en todos los grupos experimeasf{Figura 17.
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Figura 17. Actividad de NOS en retinafe ojos inyectados con vehiculo o AH
durante 3 6 6 semanas. Se evalué la conversidH-deginina a®H-citrulina en
ausencia (A) o presencia (B) de valiga (hM). En ambos casos, se observé un
aumento significativo de este parametro en las retinas de ojos inyectados con
AH durante 3 6 6 semanas respecto a los ojos inyectados con vehiculo por el
mismo periodoTanto en la ausencia o presencia de valina, la conversith de
arginina a’H-citrulina fue significativamente mayor a las 3 que a las 6 semanas
de tratamiento con AH (p< 0,01). No se observaron diferencias en lalagtivi

de NOS entre los animales manipulados y anestesiados una vez por semanz
durante 6 semanas pero no inyectados (control) y los animales inyectados con
vehiculo durante el mismo periodo (vehiculo). En todos los grupos
experimentads la valina disminuyé significativamente la conversion’de
arginina a®H-citrulina. Se representan la medias + EE (Figura 1A, n= 15-16
animales/grupo, Figura 1B, n = 10-12 animales/grtype 0,05, **p < 0,01 vs.

ojos inyectados con vehiculo por el mismo periodo, test de Tukey.

La Figura 18 muestra Western blots representativos del analisis de los niveles proteicos de las

isoformas de NOS en retinas de ojos inyectados con vehiculo o AH durante 3 semanas,

utilizando anticuerpos especificos para nNOS (NOS-1), iINOS (NOS-2) y eNOS (NOS-3). Se

identificaron bandas de-160,~130 y~134 kDa en todas las muestras, de acuerdo con la masa
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molecular descripta en otros tejidos para NOS-1, NOS-2 y NOS-3, respectivabietalisis
densitométrico de las bandas detrbsque el tratamiento con AH durante 3 semanas no
modifico significativamente los niveles retinianos de ninguna de estas isoformas de NOS. A las 6

semanas de tratamiento con AH se obtuvieron resultados similares (datos no mostrados).

nNNOS INOS eNOS

vehiculo AH vehiculo AH vehiculo AH

160 kDa

130 kDa
p-actina |

Figura 18. Determinacion de los niveles proteicos de NOS-1, NOS-2, y
NOS-3 en retinas de ojos inyectados con vehiculo o AH durante 3 semanas.
Se muestran Western blots representativos. En todas las muestras se
identificaron bandas del60 kDa,~130 kDa, y~134 kDa correspondientes

a NOS-1, NOS-2 y NOS-3, respectivamente. De acuerdo al analisis
densitométrico (no mostrado), no se observaron diferencias signifscativa

los niveles de estas isoformas/niveles de 3-actina entre lo ojos tratados con
vehiculo o AH (n = 5 ojos/grupo).

Ademas de la actividad de NOS, una etapa limitante en la sintesis de NO es el influjo del sustrato
de esta enzima, la L-arginina. Por lo tanto, se analizé este parametro en 0jos inyectados con
vehiculo oAH durante 3 6 6 semanas. Como se muestra en la Figura 19, el influjo de L-arginina

aumento significativamente en retinas de ojos inyectados con AH durante ambos periodos,

aunque este aumento fue mayor a las 3 que a las 6 semanas de tratamiento (p< 0,01).
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Figura 19. Determinacion del influjo de L-arginina en
retinas de ojos inyectados con vehiculo o AH durante 3 6 6
semanas. El influp de fH-arginina aumento
significativamente en retinas de 0jos con 3 y 6 semanas de
hipertensiéon ocular. El aumento de este parametro fue
significativamente mayor a las 3 que a las 6 semaaas d
tratamiento con AH (% 0,01). No se observaron diferencias
entre o0jos no inyectados y los inyectados con vehiculo. Se
representan las medias + EE (n = 10 ojos/grupo). **p< 0,01
VS. 0jos inyectados con vehiculo durante el mismo periodo,
test de Tukey.

transportador CAT-3 en ninguno de los grupos experimentales (datos no mostrados).
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Con el objeto de determinar los niveles de ARNm que codifican para los transportadores de L-
arginina se realizé un analisis RT-PCR semicuantitativa. En el panel izquierdo de la Figura

20 se muestran geles representativos del andlisis de los niveles de ARNms dey CAT-2

(cationic aminoacid transporter tipos 1y 2, respectivamente). En el panel derecho de esta misma
Figura se muestra el analisis cuantitativo de los resultados obtenidos. El tratamiento con AH
durante 3 6 6 semanas indujo un aumento significativo en los niveles de ARNm de estos
transportadores. Los niveles de ARNm de CAT-2 fueron significativamente mayores a las 6 que
a las 3 semanas de tratamiento con AH (p< 0,01), en tanto que para los niveles de ARNm de

CAT-1 no se observaron diferencias entre ambos grupos. No se detectaron niveles de ARNm del
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Figura 20. Cuantificacion de los niveles de ARNm dxs transportadas de arginina

de tipo CAT-1y CAT-2. A las 3 y 6 semanas de hipertensién ocular, los niveles (
ARNmM de ambos transportadores aumentaron significativamente con respecto al gi
tratando con vehiculo. Se representan las medias = EE de los niveles de ARNm di
transportadas /niveles de ARNm de GAPDH (n = 4 ojos/grupo). En el panel de |
izquierda se muestran geles representativos correspondientes al analisis de cada u
estos transportadores. *p< 0.05, *p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculo por

mismo periodo, test de Tukey.

Si la hipertension ocular aumenta la actividad de NOS vy el influjo de L-arginina, resultaria

esperable que el efecto de la L-arginina fuera mayor en retinas de ojos tratadd$ ¢tara

analizar esta hipotesis, se determino la acumulacion de GMPc (en presencia de IBMX3. A las

semanas de tratamiento, se observdé un aumento significativo en la acumulacion de este

nucleodtido en retinas de ojos inyectados con AH con respecto a ojos inyectados con vehiculo,
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mientras que a las 6 semanas de no se observaron diferencias significativas entre retina de 0jos

normotensos e hipertensos (Figura 21
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Figura 21. Acumulacion de GMPc en retinas

de ojos inyectados con vehiculo o AH durante 3
0 6 semanas. La acumulacién del nucle6tido
aumento significativamente a las 3 pero no a las
6 semanas de tratamiento con AH. Se
representan las medias + EE (h = 10 -12
retinas/grupo). No se observaron diferencias
significativas entre las retinas de o0jos

inyectados con vehiculo y de ojos intactos (n =
10-12 retinas/grupo). **p< 0,01 vs. ojos

inyectados con vehiculo, test de Tukey.

Estos resultados sugieren que la hipertensién ocular inducida por HA provoca una activacion del

sistema nitrérgico retiniano.
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2. Efecto de la melatonina como herramienta terapéutica para el tratamientoedlas

alteraciones funcionales e histolégicas inducidas por hipertensién ocular crénica

2.1. Estudio del efecto in vitro de la melatonina sobre los sistemas involucrados en |
fisiopatogenia del glaucoma

Como se menciond en la Introduccion, trabajos previos de nuestro laboratorio demuestran que la
hipertension ocular inducida por AH provoca un aumento en los niveles sinapticos de glutamato,
y una disminucién de la actividad del sistema antioxidante enddgeno y de los niveles sinapticos
de GABA. Estos resultados previos, junto con los resultados presentados en la seccién anterior,
sugieren que los sistemas glutamatérgico, GABAEérgico, y nitrérgico, asi como el dafio oxidativo
podrian constituir mecanismos causales del dafio funcional e histologico inducido por la
hipertension ocular cronica. Con el objeto de evaluar el efecto de la melatonina como una
herramienta terapéutica para el tratamiento del glaucoma, en una primera serie de experimentos,
se analizé el efecto de la melatonina sobre los posibles mecanismos etiopatogénicos
involucrados en esta neuropatia éptica. Para ello, se examiné el efecto in vitro dedaimaela

sobre algunos de los componentes del ciclo glutamato/glutamina. En la Figura 22 se representa el
efecto de la melatonina sobre el influjo déH-glutamato. En concentraciones de 1y 10 nM la
melatonina aumento significativamente este parametro. A continuacion, se analizé el efecto de la
melatonina sobre la conversion de glutamato a glutamina. Como se muestra en la Figura 22, la
melatonina aumento significativamente la actividad de glutamina sintetasa retiniana, en todas las
concentraciones estudiadas. Por ultimo, se determind el efecto de la melatonina sobre la
actividad de glutaminasa retiniana (Figura 22). La melatonina (0,1 nM - 10 nM) disminuyo

significativamente la conversion de glutamina a glutamato.
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actividad de glutamina sintetasa
(umol/mg prot.h)

influjo de glutamato (pmol/mg prot.)

melatonina

actividad de glutaminasa
(umol/mg prot.h)

melatonina

Figura 22. Efecto de la melatonina sobre el influjo déH-glutamato y

sobre la actividad de glutamina sintetasa y glutaminasa. Las re@nas
incubaron durante 30 minutos en presencia o ausencia de melatonina (0,1 -
10 nM). Luego, los tejidos se homogeneizaron y estos parametros se
evaluaron como se desddben Materiales y Métodos. La melatonina
aumentd significativamente el influjo de glutamato y la actividad de
glutamina sintetasay disminuyé la actividad de glutaminasa. Se
representan las media = EE (n =80 animales/grupo). p< 0,05, **p<

0,01 vs. control, test de Dunnet.

Con el objeto de analizar el efecto de la melatonina sobre el sistema GABAérgico retiniano, se
determiné el efecto de una inyeccién intravitrea de melatonina sobre el turnover de GABA vy
actividad de glutamico decarboxilasa (GAD). Como se muestra en las Figura 23, la melatonina

enuna concentracion de 100 nM aument6 significativamente ambos parametros.
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turnover de GABA (nmol/mg prot.)

actividad de GAD (nmol/mg prot.)

melatonina melatonina

Figura 23. Efecto de la melatonina sobre el turnover retiniano de
GABA vy la actividad de GAD. La melatonina se inyecté en la
camara intravitrea de un ojo, mientras que el ojo contralateral
inyectdé con vehiculo. Tres horas después de la inyeccién, los
animales fueron sacrificados y el turnover de GABA y la actividad
de GAD se determinaron comase descrilld en Materiales y
Métodos. la melatonina (100 nM) aumentd significativamente
ambos parametros. Se representan las media + EE (n = 8-10
animales/grupo). **p< 0,01 vs. control, test de Dunnett.

Para analizar el efecto de la melatonina sobre la actividad del sistema nitrérgico retiniano, se
examino el efecto in vitro del metoxiindol sobre la actividad de NOS vy el influjo de L-arginina
(Figura 24). La melatonina disminuyd significativamente la conversién retiniana e L-

arginina en L®H-citrulina, asi como el influjo de L-arginina.

influjo de L-arginina
(pmol/mg prot/min)

actividad de NOS (pmol/mgprot/min)

control 0.1 nM

Figura 24. Efecto de la melatonina sobre la actividad retiniana de NOS y ejoirdt L-
arginina. Las retinaseincubaron durante 15 minutos en presencia 0 ausencia de la melator
(0,1-10 nM). Luego, los tejidos se homogeneizayomprocesaron comese descriid en
Materiales y Métodos. Para el uptake de L-arginina, las fracciones sinaptosatiai@sasse
preincubaron con melatonina durante 15 minutos antes del experimento. La melato
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disminuyé significativamente la actividad retiniana de NOS en todas las tawotmmes
examinadas y el influjo de L-arginiren concentraciones de 1 y 10 nM. Se representan le
medias + EE (n = 8 - 10 animales/grupo), *p< 0,05, **p< 0,01 vs. control, test de Dunnett.

A continuacion, se examino el efecto de la melatonina sobre la actividad del sistema de defensa
antioxidante enddgeno retiniano. En la Figura 25 se representa el efecto in vitro de la melatonina
sobre la actividad retiniana de superéxido dismutasa (SOD). La melatonina aumento
significativamente la actividad de esta enzima a partir de una concentracion de 1 nM. En el rango
de concentraciones examinadas (0,1 a 10 nM), la melatonina no modificé la actividad retiniana
de catalasa (datos no mostrados). La melatoamana concentracion de 10 nM aumento
significativamente los niveles de glutation reducido (GSH) (Figura 25) y disminuy6

significativamente la peroxidacion lipidica retiniana en concentraciones de 1 y 10 nM (Figura

25).

niveles de GSH
(nmmaol/mg prot.)

superoxido dismutasa (Ul/mg prot.)

control 0.1 nM 1 nM 10 nM control 0.1 nM 1nM 10 nM

melatonina melatonina

niveles de TBARS
(nmol MDA/mg prot.)

control  0.1nM 1 nM 10 nM
melatonina

Figura 25. Efecto de la melatonina sobre la actividad retiniaa&@D, y los niveles
de GSH y TBARS. Las retinase incubaron durante 30 minutos en ausencia o
presencia de melatonina (0,1-10 nM). Luegg, rietinas se homogeneizaron y se
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evaluaron estos parametros cosealescritid en Materiales y Métodos. La melatonina
aumento significativamente la actividad de SOD y los niveles de GSH, y disminuyé
los niveles de TBARS. Se representan las medias = EE (a £08animales/grupo),

*p< 0,05, **p< 0,01 vs. control, test de Dunnett.

Este conjunto de evidencias indican que la melatonina provoca mayoritariamente efectos de
signo opuesto a los inducidos por la hipertension ocular sobre los sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, nitrérgico y antioxidante, lo que podria sugerir el uso de este metoxiindol con

fines terapéuticos en el glaucoma. El analisis de esta hipotesis constituyo el objetivo de la serie

de experimentos que se describirdn a continuacion.

2.2. Estudio del efecto de la melatonina sobre las alteraciones funcionales e histologicos
inducidas por la hipertensién ocular crénica

Con el fin de examinar el efecto de la melatonina sobre las alteraciones funcionales inducidas
por la inyeccién intracameral semanal de AH, se implanté un pellet subcutaneo de 20 mg de
melatonina antes de la primera inyecciéon de AH que se reemplaz6 cada 15 dias. El tratamiento
con melatonina no afect6 la PIO en ojos inyectados con vehiculo o AH a las 3, 6 6 10 semanas

de tratamiento, como se muestra en la Figura 26.

N
w

Figura 26. Efecto de la
melatonina sobre la PIO. Los
0jOS se inyectaron una vez por
semana con vehiculo o AH
durante 3, 6 6 10 semanas, en
ausencia o0 presencia de
melatonina y la PIO se
determin6 3 dias después de la
Gltima inyeccion en cada caso.
En todos los intervalos
estudiados, la melatonina no
afect6 la PIO en los ojos
inyectados con vehiculo o AH.
Se representan las medias *

LA
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o o (=]
L s L

presion intraocular (mmHG)

EE (n = 8 - 10
0 — mel — g — mel. — mel — mel. — mel a_nlma_‘IeS/grupo)' **p< 0109- VS.
vehiculo  AH vehiculo  AH vehiculo ~ AH ojos inyectados con vehiculo,
3 semanas 6 semanas 10 semanas test de Tukey.
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ontinuacion, con el objeto de evaluar el efecto de la melatonina sobre las alteraciones funcionales
inducidas por hipertensién ocular, se registraron ERGs escotdpicos a diferentes periodos de
tratamiento con AH. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27. La implantacion del
pellet subcutdneo de melatonina previno los cambios electrorretinograficos observados en ratas
tratadas con AH, tanto a las 6 como a las 10 semanas de hipertensién ocular. En animales
intactos, la melatonina no modificé la respuesta electrorretinogréfica escotopica ni a las 6 ni a las
10 semanas de tratamiento. En el panel inferior de la Figurase2ihuestran ERGs

representativos de todos los grupos experimentales
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Figura 27. Efecto preventivo de la melatonina sobre la disfuncion retiniana
inducida por hipertension ocular crénica. Se inyectaron los ojos con vehiculo o
AH durante6 6 10 semanas en ausencia o presencia de melatonina y se etgistré
ERG en ambos intervalos. A las 6 (A) y 10 semanas (B) de tratamiento, el AH
indujo una disminucién significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG
con respecto a los ojos inyectados con vehiculo. El tratamiento con melatonine
previno significativamente el efecto de la hipertension ocular. La melatonina
afectd estos parametros en los ojos inyectados con vehiculo. Se representan I
medias + EE (n= 8 - 10 animales/grupo). *p<ODys. ojos inyectados con
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vehiculo.a: p< 0,05, bp< 0,01vs. ojos inyectados con AH, test de Tukey. Panel
inferior: ERGs representativos de los distintos grupos experimentales

El tratamiento con melatonina disminuyo significativamente la pérdida de células en la capa de

células ganglionares (CCG) inducida por hipertension ocular, como se muestra en la Figura 28.

numero de células
en la CCG/100 um

—_ mel.
vehiculo AH

Figura 28. Secciones transversales de retinas de un animal tratado con vehiculo (A)
durante 10 semanas en ausenciao(Besencia de melatonina (C). En el ojo inyectado con
se observé una disminucion significativa en el nimero de células en la CCG, en talatc
melatonina, que no afectd este parametro en o0jos inyectados con vehiculo,
significativamente el efecto de la hipertension ocular. Las capas restantestoe lenostraror
una apariencia normain todos los grupos experimentales. CPI: capa plexiforme interna;
capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externaxiiam:
& Eosina (H&E). Panel inferior Cuantificacion de células en la CCG/10th + EE (n = 5
animales/grupo). **p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculo, a: p< 0,05 vs. 0jos inyectac
AH, test de Tukey.

A continuacién, se analizé el efecto terapéutico de la melatonina sobre la neuropatia
glaucomatosa. Para ello, se implantdé un pellet de melatonina a las 6 semanas de hipertension

ocular y se realizaron estudios funcionales e histologicos a las 10 semanas de tratamiento con
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AH. Como se muestra en la Figura 29, la melatonina evité la disminucion de las amplitudes de

las ondas a y b del ERG inducida por las inyecciones de AH.
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Figura 29. Efecto terapéutico de la melatonina sobre la disfuncién retiniana inducida
hipertensién ocular crénica. Luego de 6 inyecciones semanales de vehiculo o A
implant6é de forma subcutanea un pellet de melatonina que fue reemplazado cada 1
hasta el final del experimento. Las inyecciones de AH se repitieron una veaoRsg

se evalud la funcion retiniana a las 10 semanas de hipertension ocular. Panel
izquierda: amplituds promedio de las onda a y b del ERG escotépico. La hipertens
ocular disminuy6 significativamente estos parametros, en tanto que el trataotantc
melatonina revirtié significativamente el efecto de la hipertensién ocular. Bxseatan

las medias = EE (n = 8 - 10 animales/grupo). **p< 0,01 vs. 0jos inyectados con vehicu
p< 0,05 vs. ojos inyectados con AH, test de Tukey. Panel de la derecha: E

vehiculo

vehiculo AH

vehiculo

AH +
melatonin

representativos de los distintos grupos experimentales.

5 \V/J

100

30 msec

El tratamiento con melatonina, que no afectdé per se el nUmero de célulaS@&a éen los ojos

inyectados con vehiculo, evito la disminucion en el numero de células en la CCG en retinas de

0jos con hipertension ocular (Figura).30
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A B C

CCG [aph
CPI | #

numero de células
en la CCG/100 um

—_ mel. — mel,
vehiculo AH

Figura 30. Efedo de la melatonina sobre la pérdida de célatds CCG inducida por

hipertensién ocular crénica. El pellet de melatonina se implant6é a las 6 semanas

tratamiento con vehiculo o AH y fue reemplazado cada 15 dias hasta el final d

experimento. A las 10 semanas del tratamies® observdé una disminucion

significativa en el nUmero de células en la C&Cos ojos inyectados con AH (B), en

comparacion con los ojos inyectados con vehiculo (A). El tratamiento con madatoni

(C) revirtio significativamente el efecto de la hipertensién ocimdncida por AH

H&E. Panel inferior: Cuantificacion de células en la CCG/10® £ EE (n = 5

animales/grupo). **p< @1 vs. ojos inyectados con vehiculo; p< 0,01vs. ojos

inyectados con AH, test de Tukey.
3. Desarrollo de un modelo experimental de glaucoma en ratas
Como se menciond en la Introduccién, en trabajos previos de nuestro laboratorio se demostrd
que la administracion semanal de AH en la camara anterior del ojo reproduce aspectos centrales
del glaucoma humano y en el marco de este trabajo de Tesis se utiliz6 este modelo en los
experimentos previamente descriptos. Sin embargo, la utilizaciéon de este modelo tuvo que ser
abandonada porque la empresa fabricante de este reactivo {Bigmesrumpié en forma
definitiva la produccién de este tipo particular Alld (catdlogo # H1751). Hemos realizado
multiples intentos para reemplazar este producto con reactivos similares de ésta u otras
empresas, pero no hemos logrado reproducir los resultados originales obtenidos con el tipo de
AH con el que se realizaron estos experimentos. Por lo tanto, el objetivo de la serie de

experimentos que se describira a continuacion, fue desarrollar un modelo de glaucoma

experimental alternativo. Para ello, considerando los antecedentes mencionados sobre la
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relevancia de los glicosaminoglicanos (GAGs) como barrera al pasaje de humor acuoso, asi
como el hecho de que el condroitin sulfa®)(junto con elAH son los principales GAGs de la

red trabecular, se examiné el efecto de la administracion intracameral de CS sobre la PIO, la
funcidn y la histologia retiniana. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

En una primera serie de experimentos, se inyectaron animales con diferentes concentraciones de
CS en un ojo y vehiculo en el ojo contralateral y se determind la PIO en ambos ojos de cada
animal 24 h después de la inyeccion. La Fi@iranuestra los valores de PIO de ojos inyectados

con vehiculo o CS (10, 20 6 40 %). Se observé un aumento leve pero no significativo de la PIO
enlos ojos inyectados con 10 6 20% de CS, mientras que la inyeccion con CS al 40% aumento

significativamente este pardmetro.
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vehiculo

Figura 31. Efecto de una Unica inyeccién intracameral
de CS sobre la PIO en ratas. Los 0jos se inyectaron con
vehiculo o CS (10 - 40%), 24 h antes de la
determinacion de la PIO. Se observd un aumento
significativo de este parametro en los ojos inyectados
con 40 (pero no con 10 6 20) % de CS. Se representan
las medias + EE (n = 10 ojos / grupo). **p< 0,01 vs.
ojos inyectados con vehioy test de Dunnett.
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Con el fin de analizar el curso temporal del efecto del CS sobre la PIO, los animales se
inyectaron con una unica inyeccion de CS al 40% en un ojo, mientras que el ojo contralateral se
inyectd con vehiculo y se determind la PIO en ambos ojos antes de la inyeccion (dia 0) y
diariamente, a partir de 24 h post-inyeccion, como se muestra en la Figura 32. La inyeccion de
CS indujo un aumento de casi el doble de la PIO que dur6 siete dias, mientras qué @ia el 8

post- inyeccion, la PIO en los ojos inyectados con CS alcanz6 valores similares al control.

Figura 32. Determinaciones
i tonométricas de la PIO en ojos
A~ tratados con una Unica inyeccion
o intracameral de solucion salina
(circulos blancos) o CS (circulos
negros). Las inyecciones se
realizaron en el dia 0, y se evalud
la PIO en ambos grupos
experimentales todos los dias hasta
el dia 8 post-inyeccion. ElI CS
aumento significativamente la PIO
hasta el dia 7 post-inyeccion. Se
o vehiculo representan las medias + EE (n =
e CS 10 ojos / grupo). **p< 0,01 vs.
0jos inyectados con solucion salina
L —— en los mismos intervalos post-
inyeccion, test de Student.

n
EN

N
o
'
*
*

presion intraocular (mm Hg)
o >

©
'

Con el objeto de inducir una hipertension ocular persistente en el tiempo, los animales se
inyectaron una vez por semana con CS (en un 0jo) y vehiculo (en el ojo contralatePdl) gé
determiné a intervalos de 7 dias en ambos ojos de cada animal, antes de una nueva inyeccion.
Los valores promedio de PIO de estos animales evaluados semanalmente se muestran en la
Figura 33. La PIO de los ojos tratados con CS alcanz6 un nivel de estado estacionario que fue
significativamente mayor qua de los ojos inyectados con solucién salina, que se prolongoé a lo
largo de la duracién del estudio (10 semanas). Tanto en el estudio agudo como cronico, se

observé un alto grado de consistencia en los valores de PIO en los ojos inyectados con CS.
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Figura 33. Efecto de la

25 G a0 - administracion crénica de CS
- X sobre la PIO. Se realizaron

= *| inyecciones semanales de

201 ¥ soluciéon  salina  (circulos

blancos) o CS (circulos
negros), después de la
=1 determinacién de la PIO. El
CS indujo una hipertension
ocular persistente a lo largo de
todo el tratamiento. Se
representan las medias + EE

10 A

presion intraocular (mm Hg)

5 o vehiculo (n = 20 ojos/grupo). **p<
°CS 0,01 vs. ojos inyectados con
solucion salina, test de
o | Student.
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semanas

La continuacion de estos experimentos consistio en la evaluacion del efecto de la hipertension
ocular inducida por CS sobre la funcion y la histologia retiniana. Para ello, el estado funcional
retiniano se examind por electrorretinografia escotépica. Las amplitudes promedio de las ondas a
y b del ERG escoto6pico de ratas inyectadas semanalmente con vehiculo en un ojo yd@& en el
contralateral durante 6 semanas se muestra en la Figura 34. En el panel derecho de la misma
Figura se muestran registros electrorretinogréaficos representativos. Tanto la amplitud de la onda
a como de la onda b del ERG disminuyeron significativamente en los ojos inyectados con CS
respecto a los inyectados con vehiculo. A las 3 semanas de tratamiento con vehiculo o CS, no se

observaron cambios electrorretinograficos significativos (datos no mostrados).
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Figura 34. ERGs escotdpicos de 0jos inyectadon vehiculo o CS. Los animales se
inyectaron semanalmente con CS en un 0jo y solucién salina en el ojo contralate
durante 6 semanas. En el panel izquieeliepresentan las amplitudes promedio de
las ondas a y b del ERG escotdpico y en el panel derecho se muestran ER
representativos de ambos grupos. Se observd una disminucion significativa en
amplitud de las ondas a y b en los ojos inyectados con CS durante 6 semanas.
representan las medias + EE (n = 20 ojos / grupo), *p< 0,05 vs. ojos inyectados c
vehiculo, test de Student

Estudios similares se realizaron a las 10 semanas de tratamiento con vehiculo o CS (Figura 35).
En estas condiciones, se observé una reduccién adicional en la amplitud de las ondas a y b del
ERG en los ojos inyectados con CS durante 10 semanas. El tratamiento con CS durante 6 6 10
semanas no afecto las latencias de las ondas a y b en comparacion con los 0jos inyectados cor

vehiculo.
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Figura 35. ERGs escotdpicos de ojos inyectadon vehiculo o CS durante

10 semanas. En el panel izquierdo se representan las amplitudes promedio ¢

las ondas a y b del ERG escoto6pico y en el panel derecho se muestran ERC

representativos. Se observé una disminucion significativa en la amplitud de

las ondas a y b en los ojos inyectados con CS durante 10 semanas. S

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

inyectados con vehiculo, test de Student
Para evaluar la funcién de la via visual, se registraron potenciales visuales evocados (VEPS) por
un flash de luz, a las 3, 6 y 10 semanas de hipertensién ocular inducida por inyecciones
semanales de CS. Se observo una disminucion significativa en la amplitud del componente N2-
P2 del VEP en los ojos inyectados con CS durante 6 6 10 semanas en comparacion con los 0jos
inyectados con vehiculo, sin cambios evidentes en las latencias, como se muestra en el panel
izquierdo de la Figura 36En el panel derecho de esta Figura se muestran registros
representativos de los VEPs para todos los grupos experimentales. No se observaron cambios en
la amplitud del componente N2-P2 del VEP luego de 3 semanas de hipertension ocular inducida
por CS (datos no mostrados). Los ERGs y los VEPs en ojos intactos no difirieron

significativamente de los registrados en ojos inyectados con vehiculo durante 3, 6 6 10 semanas

(datos no mostrados).
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Figura 36. VEPs en ratas inyectadas con vehiculo en un ofgSyen el ojo

contralateral durante 6 6 10 semanas. En el panel izquierdo se representa la

amplitud promedio del componente N2-P2 y el panel de la derecha muestra

registros representativos. Se observo una disminucion significativa de este

parametro en los ojos inyectados con CS por 6 6 10 semanas. Se representan la

medias = EE (n = 20 ojos / grupo), *p< 0,05, **p< 0,01 vs. ojos inyectados con

vehiculo, test de Dunnett.
A continuacién, se realiz6 un andlisis histolégico de la retina y del nervio Optico en o0jos
inyectados con vehiculo o CS. Se observaron cambios significativos en ambas estructuras en los
ojos inyectados con CS durante 10 semanas. Aunque el espesor total de la retina y da la CPI, |
CNI y la CNE no difirié entre los ojos inyectados con vehiculo o CS (TBblse observé una
disminucién significativa en el numero de células en la CCG en los ojos inyectados con CS
durante 10 semanas (Figura 37). El nimero promedio de células en la CQ@&/HEE del
grupo control fue 9,2 £ 0,5 mientras que en los ojos inyectados con CS, este valor fue 5,9 + 0,7

(p< 0,01, n = 5 retinas/grupo). A las 3 0 6 semanas de tratamiento con vehiculo o CS no se

observaron alteraciones histologicas en la retina o el nervio éptico (datos no mostrados).
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Tabla Il. Espesor total de la retina y sus capas.
10 semanas de tratamiento

vehiculo (1m) CS (um)
Total 132+7 129 +6,8
CPI 32,7+4,6 31,6+4.2
CNI 25+28 23,3+2,3
CNE 37,1+3 35547

Se determind el espesor total de la retina y sus capas en 0jos inyectados con
vehiculo o CS durante 10 semanas. No se observaron diferencias significativas en
ninguno de estos pardmetros entre ambos grupos experimentales.

Figura 37. Secciones transversales de retinas de un ojo inyectado con solucion salina (
y un ojo (contralateral) inyectado con CS durante 10 semanas (B). Nétese la di@minuci
del nimero de células en la CCG en el ojo inyectado con CS. Las capas restantes d
retina mostraron un aspecto similar en ambos grupos. H&E.

Luego, se analizaron los nervios 6pticos de los ojos inyectados con vehiculo o CS. Los axones
del nervio 6ptico de los ojos inyectados con vehiculo presentaron una forma uniforme
(redondeada) y un tamafio variable (Figura 38). En el nervio éptico de los ojos tratados con CS
durante 10 semanas se observé una pérdida global de uniformidad e integridad axonal (Figura
38). En los ojos tratados con CS se observé un aumento en la distancia entre los haces de axones
Los axones individuales del nervio 6ptico de los ojos inyectados con CS también mostraron
distensiones y distorsiones y se apartaron de la morfologia circular caracteristica de axones

normales (Figura 38).
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Figura 38. Imagenes de secciones transversales del nervio Optico en un ojo
inyectado con vehiculo (A) y un ojo inyectado con CS durante 10 semanas (B).
Nétese la homogeneidad de la tincion en el nervio éptico control, que se
corresponde con un nervio sano. Los axones individuales mostraron formas
uniformes, generalmente redondeadas y empaquetados en forma estrech
formando fibras de un nervio sano (punta de flecha). En el nervio del ojo tratado
con CS se observé una menor densidad de fibras. La apariencia de los axone
individuales se caracteriz6 por distension y distorsion axonal que se aparté de i
morfologia circular de axones normales (punta de flecha). Tincién con azul de

toluidina.

Para analizar la influencia del diametro axonal sobre la pérdida de axones inducida por la

hipertension ocular, se comparé el nimero de axones en tres rangos de didmetro comprendidos

entre 0,05 y 0,6 pm en ambos grupos experimentales (Figura 39). En los ojos inyectados con CS

durante 10 semanas se observo una pérdida significativa de axones medianos y grandes, pero nc

de axones de diametro pequefio.
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Figura 39. Distribucion
del didmetro axonal en
ojos inyectados  con
vehiculo o CS durante 10
semanas. En los o0jos
inyectados con CS se
observé una disminucion
significativa en el nimero
de axones medianos Yy
grandes, pero no de axones
pequefios. Se representan
las medias + EE (n = 5
ojos / grupo) *g 0,05 vs.
ojos inyectados  con
vehiculo, test de Student.
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Este conjunto de resultados indica que la administracion crénica intracameral de CS reproduce
caracteristicas centrales del glaucoma crénico de angulo abierto humano y por lo tanto, este
modelo podria ser una herramienta @i la blusqueda de estrategias terapéuticas para el

tratamiento de esta disfuncién ocular.

4. La tolerancia isquémica protege la retina de la rata del dafio glaucomatoso

Basado en la alta efectividad de la proteccion inducida por PCl y PostC frente a un dafio
isquémico agudo y considerando las evidencias que avalan la participacion de un componente
isquémico en el dafio glaucomatoso, se evalud el efecto de la aplicacion de pulsos breves de
isquemia erel modelo de hipertensién ocular crénico inducido por CS. Para ello, la aplicacién
de pulsos de 5 min de isquemia se inici6 a partir dé® sefana de hipertension ocular y se
repitié una vez por semana hasta 13%ifyeccion de CS.

La Tabla Ill muestra el promedio de la PIO de ojos inyestadmanalmente con vehiculo o CS
sometidos a pulsos de isquemia o procedimiento simulado a las 6, 7, 8, 9 y 10 semanas de
inyecciones intracamerales de vehiculo o CS. La PIO fue significativamente mayor en 0jos
inyectados con CS que con vehiculo. Los pulsos de isquemia no modificaron este pardmetro en

ninguno de los grupos experimentales y en ninguno de los intervalos estudiados.

Tabla Ill. Efecto de los pulsos de isquemia sobre la PO en ojos inyectados con veli&ulo o
Presion intraocular (mmHg)

vehiculo CS
sham pulsos sham pulsos
6 semanas 11,3+£0,5 12,1+0,8 22,1+1,1*  21,4+1,6*
7 semanas 11,8+0,8 11,8+0,6 246 £1,5* 223 +15*
8 semanas 12,0+ 0,6 11,9+0,7 234+1,3* 24,6 +1,0%
9 semanas 11,7+0,8 12,1+0,9 248+ 1,6*  23,9+15*

10 semanas 11,9+0,6 11,5+0,7 22,0 +1,0** 21,4 +1,5**

Determinacion de la PIO en ojos inyectados bilateralmente con vehi@8y sometidos a

un procedimiento simulado (shampulsos de isquemia. Se evalué la PIO alos 6, 7, 8,9y

10 semanas de tratamiento con vehiculo o E¥Stodos losintervalos estudiados, el CS
aumento significativamente la PIO en comparacion con los ojos inyectados con vehiculo.
Los pulsos de isquemia no modificaron este parametro en los ojos inyectados con vehiculo o
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CSa lo largo de todo el estudio. Se representan las me@iggr:= 10 animales por grupo)
**p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculo sin pulsos de isquemia (sham), test de Tukey.

Con el fin de evaluar el efecto de los pulsos de isquemia sobre las alteraciones funcionales

inducidas por hipertension ocular, se registraron ERGs escotdpicos en todos los grupos

experimentales. En la Figura 40 se represkenamplitud promedio de las ondas a y b del ERG

escotopico de animales inyectadosforma bilateral con vehiculo o CS durante 10 semanas y

sometidos a pulsos breves de isquemia semanales en un 0jo y un procedimiento simulado en el

0jo contralateral. Estos parametros fueron significativamente disminuidos en los o0jos que

recibieron CS con procedimiento simulado en comparacion con los 0jos inyectados con vehiculo.

La aplicacion de pulsos de isquemia evitd la disminucion de la amplitud de las ondas a y b del

ERG en los ojos con hipertension ocular. En el panel inferior de la Figurae4@iuestran

registros representativos de los ERGs escotdpicos para todos los grupos experimentales.

Amplitud onda a escotopica (uV)

100

Amplitud onda b escotoépica (uV)

sham pulsos

sham pulsos sham pulsos

sham pulsos

vehiculo CS vehiculo CS

CS+\/\
sham h
:}
CS +
pulsos

vehiculo

+
vehiculo +
pulsos

Figura 40. Preservacion electrorretinogr@ien ojos hipertensos inducida por la
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aplicacion de pulsos breves de isquemia. Se registraron ERGs a las 10 seman
de tratamiento con vehiculo@S. El CSindujo una disminucion significativa en

la amplitud de las ondas a y b del ERG, en comparacion con los o0jos inyectado:
con vehiculo. En los ojos hipertensos sometidos a pulsos de isquemia se obsen
una preservacion significativa de estos parametros. En el panel inderior
muestran ERGs representativos de los distintos grupos experimentales. Si
representan las mediasbEE (n = 10 animales por grupo). **p< 0,01 vs. ojos
inyectados con vehiculo sin pulsos de isquemia (shanp< 0,05 vs. ojos
inyectados con CS sin pulsos de isquemia (sham), test de Tukey.

En cuanto a los VEPs, se observé una disminucién significativa en la amplitud del componente
N2-P2 del VEP en los ojos inyectados con CS sin pulsos de isquemia en comparacion con los
inyectados con vehiculo, mientras que en los ojos con hipertensidén ocular sometidos a pulsos de
isquemia se observd una preservacion significativa de este parametro (Fiyuifdo4de
observaron diferencias significativas en los ERGs y VEPs entre ojos inyectados con vehiculo

sometidos a un procedimiento simulado y ojos inyectados con vehiculo sometidos a pulsos de

isquemia.
120
< vehiculo + F2
%5_100 - T sham
N i
o %I_
30 msec

Dl- 80 1 N2
N
< 60 vehiculo +
_GD-) pulsos
-g 40 4 \
E CS + w\/x‘
O sham
E 20 A
< \ CS +

0 ; AR pulsos

sham  pulsos sham
vehiculo Cs

Figura 41. VEPs registradogn los grupos experimentales (ojos inyectados con
vehiculo o CS, con o sin pulsos de isquemia). Los animales se inyectaron
semanalmente con vehiculoG® durante 10 semanas. Los pulsos de isquemia se
aplicaron en un ojo, mientras que el ojo contralateral fue sometido a un
procedimiento simulado. En el panel izquierdo se representan las amplitudes
promedio del componentd2-P2 y en el panel derechse muestran registros
representativos. Se observé una reduccion significativa del componente N2-P2 de
VEP en los ojos inyectados c@% durante 10 semanas sin pulsos de isquemia. La
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aplicacion semanal de pulsos de isquemia redujo significativamente el efeato de |

hipertensién ocular. No se observaron cambios entre los 0jos inyectados cor

vehiculo con o sin pulsos de isquemia. Se representan las medias + EE (n = 10 ojc

/ grupo). **p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculo sin pulsos de isquemia

(sham),a: p< 0,05 vs. ojos inyectados con CS sin pulsos de isquemia (sham), test

de Tukey.
Luego, se examino el efecto de la aplicacionpdésos breves de isquemia sobre las alteraciones
histoldgicas inducidas por la hipertension ocular. No se observaron cambios en el espesor total
de la retina, la CPI, la CNI y la CNE en ninguno de los grupos experimentales (datos no
mostrados). En los ojos tratados con YCSometidos a un procedimiento simulado se observé
una reduccion significativa en el namero de células en la CCG. La aplicacion de pulsos de
isquemia evitda caida en el numero de células en la CCG, como se muestra en |adRidtea
realizd un estudio inmunohistoquimico utilizando un anticuerpo anti-NeuN (marcador de
neuronas maduras) en retinas de ojos inyectados con vehiculo o CS con o sin pulsos de isquemia
y se determiné el nimero de células positivas, que fueron contrastadas con el marcador nuclear
DAPI (Figura 42). El nUmero de células positivas para NeuN y células marcadas coerDJAP
CCG en retinas de ojos con hipertension ocular sometidos a pulsos de isquemia fue

significativamente mayor que el observado en ojos con hipertension ocular sometidos a un

procedimiento simulado (Figura §#2

vehiculo CS CS+pulsos

H&E

™
'

cce..',.g v @,

H o
L L

numero de células/ 100 um

(=}

sham pulsos sham pulsos

vehiculo Cs vehiculo cs vehiculo Cs

H&E NeuN DAPI

Figura 42. Histologia de la retina a las 10 semanas de hipertension ocular. Panebdéetdaz(superior):
Secciones transversales de retinas de un ojo inyectado con vehiculo y un ojo inyectadac@orn GB
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pulsos de isquemia. H&E. Notese la disminucion de células E&@en los ojos inyectados con CS sir
pulsa. La aplicacion de pulsos de isquemia preservé este parametro. Las distintadecégmsetina
mostraron una apariencia similar en todos los grupos experimentales. Panel de la izopezrol: (
deteccién inmunohistoquimica de células NeuN positivas en la CCG de un ojo inyectagdicaioo
con CS con o sin pulsos de isquen8a.observé una intensa inmunomarcacion para NeuN (rojo) er
CCG El numero deCGR positivas para NeuN fue menor en los ojos hipertensos sin pulsos de isqu
gue en losojos inyectados con vehiculo, mientras que la aplicacion de pulsos de isquemia @s lo
hipertensos preservd este parametro. Resultados sigskaobservaron en cuanto al numero de nucle
marcados con DAPI (azul) en la CCG. Panel de la dereebaento de células en la CCG evaluada p
tincion con H&E, inmunomarcados con NeuN y DAPI. Por todos estos métodos, se observ
disminucion significativa del nimero de células en la CCG en ojos inyectados ceim @8lsos de
isquemia en comparacién con los ojos inyectados con vehiculo, mientras que losi@utEpsgmia en
0jos hipertensos preservaresbs parametros. Se representan las medias + EE (n = 5 animales por gr
*p< 0,05, **p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculo sin pulsos de isquemia (sham), @5,dx 5 0,01
VS. 0jos inyectados con CS sin pulsos de isquemia (sham), test de Tukey.

Andlogamente, la hipertension ocular inducida por CS provocé una disminucion significativa en
el nimero de células positivas para Thy-1 (marcador especifico de CGR), mientras que la
aplicacion de pulsos de 5 min de isquemia en ojos hipertensos preservo significativamente este
parametro (Figura 43Posteriormente se evalud la apoptosis retiniana utilizando el método de
TUNEL (deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling). Se observé un
aumento significativo en el nimero de células TUNEQ la CCG en retinas de ojos inyectados

con CS y sometidos a un procedimiento simulado, mientras que la aplicacion de pulsos de
isquemia disminuyd significativamente el nimero de células apoptoéticas (Figura 43). No se
observaron células TUNELen las retinas de los ojos inyectados con vehiculo y sometidos a

pulsos de isquemia o procedimiento simulado (datos no mostrados).
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vehiculo CS CS+pulsos

nimero de células/ 100um
células TUNEL*/ seccion

sham

vehiculo CS

Thy-1

Figura 43. Analisis de apoptosis por la técnica de TUNEL (panel supgrior)
niveles de Thy-1 (panel central) a las 10 semanas de hipertensién ocular
Panel superior: El nimero de células TUNHflecha) en la CCG fue
significativamente mayor en los ojos hipertensos sometidos a un
procedimiento simulado que en aquellos sometidos a pulsos de isquemia. No
se observaron células TUNELen los ojos inyectados con vehiculo
sometidos a pulsos de isquemia o procedimiento simulado (ho mostrado)
Los nucleos celulares fueron marcados con DAPI. Panel central: El nimero
de células positivas para Thy-1 fue significativamente menor en los ojos
hipertensos sin pulsos de isquemia que en los ojos inyectados con vehiculo
mientras que la aplicacion de pulsos de isquemia en los ojos hipertensos
evitd la disminucién en el niumero de células positivas para Thy-1. Se
representan las mediasBEE (n = 5 ojos por grupo). Para el analisis de
TUNEL: *p< 0,05 vs. ojos inyectados con CS sin pulsos de isquemia (sham),
test de Student; para el analisis de Thy-1: **p< 0,01 vs. 0jos inyectados con
vehiculo sin pulsos de isquemia (sham), a: p< 0,01, vs. ojos inyectados con
CS sin pulsos de isquemia (sham), test de Tukey.
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A continuacion, se examino el efecto de la aplicacion de pulsos de isquemia sobre la arquitectura
de los nervios opticos de ojos inyectados con vehiculo o CS durante 10 semanas. Como se
muestra en la Figura 44 el efecto de la hipertension ocular sobre los axones del nervio éptico fue
similar al descripto en la Figura 3&a aplicacion de pulsos de isquemia disminuyd

significativamente la pérdida de axones con un diametro comprendido entye062um
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inducida por hipertension ocular cronica. No se observaron diferencias significativas en el
namero de axones con diametro comprendido entre Y0O@2 um entre los distintos grupos
experimentales (es decir, vehiculo + proc. simulado = 572 + 31, vehiculo + pulsos = 583 + 42,
CS + proc. simulado = 569 + 38 y CS + pulsos = 598 + 45 numero de axones), ni en el area
transversal de los nervios Opticos entre los animales inyectados con vehiculo o CS, con o sin
pulsos de isquemia (es decir, area transversal del nervio éptico: 0,217 £ 0,01; 0,213 + 0,02; 0,217
+ 0,02 y 0,216 + 0,01 mmpara animales con vehiculo + sham, vehiculo + pulsos, CS +ysham

CS + pulsos, respectivamente).

7

numero de axones (um)

H

\

m sham pul
vehiculo cs vehiculo cs
0.2-04 04-06

diametro axonal (pm)

Figura 44. Secciones transversales del nervio 6ptico de un ojo control y
de un ojo hipertenso con o sin pulsos de isquemia. (A) Nervio 6ptico
intacto y sano. Notese la homogeneidad de la tincion. En los ojos
inyectados con CS sin pulsos de isquemia (B) se observé una menor
tincion de axones, en tanto geelos ojos tratados co@S mas pulsos

de isquemiaQ) se observé una estructura conservada del nervio éptico.
Tinciébn con azul de toluidina. (D) Cuantificacion de axones en el
nervio optico de ojos inyectados con vehiculdScon o sin pulsos de
isquemia. Se observd una disminucién significativa en el nimero de
axones en los ojos hipertensos sin pulsos de isquemia, en comparacion
con los ojos inyectados con vehiculo (sham), mientras que la aplicacién
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de pulsos de isquemia preservé significativamente este parametro. Se

representan las mediasEE (n = 5 ojos / grupo). *p< 0,05 vs. 0jos

inyectados con vehiculo sin pulsos de isquemia (sham), a: p< 0,05 vs.

0jos inyectados con CS sin pulsos de isquemia (sham), test de Tukey.
Por ultimo, con el fin de analizar la participacion de estrés oxidativo en la proteccién inducida
por los pulsos de isquemia, se examiné la peroxidacién lipidica retiniana. En los ojos con
inyecciones cronicas de CS sometidos a un procedimiento simulado se observdé un aumento

significativo en los niveles de TBARS, mientras que la aplicacion semanal de pulsos de isquemia

disminuyo significativamente este pardmetro, como se muestra en la Figura 45.

Figura 45. Niveles retinianos de TBARSnN

** animales inyectados con vehiculcC§, sin o

14 NN con pulsos de isquemia. Este parametro fue
significativamente mayor en los ojos
inyectados corCS sin pulsos de isquemia que
en aquellos inyectados con vehiculo. La
aplicacion de pulsos de isquemia en ojos
hipertensos redujo significativamente el
aumento en los niveles retinianos deARS.

Se representa la media EE (n = 12 ojos/
grupo), *p< 0,05, *p< 0,01 vs. ojos
inyectados con vehiculo sin pulsos de
isquemia (sham), a: p< 0,05 vs. ojos
inyectados con CS sin pulsos de isquemia
(sham), test de Tukey.
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En suma, estos resultadaslican que la induccion de tolerancia isquémica podria constituir una

nueva estrategia terapéutica para el tratamiento del glaucoma.

5. Estudio de las consecuencias funcionales e histoldégicos tempranas de la neurotomia
optica radial (NOR) en ojos de rata normal

Como se menciono en la Introduccion, la NOR es una estrategia quirargica desarrollada como
recurso terapéutico para el tratamiento de la oclusion de la vena central de la retina (OVCR).
Existen aun controversias sobre los beneficios de esta cirugia para el tratamiento de esta
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enfermedad, y sobre todo, es materia de activa discusion la incidencia de posibles efectos
adversos de este procedimiento. No se disponia de ningun antecedente sobre los eventuales
efectos adversos de este procedimiento quirdrgico en ratas sanas (sin OVCR). En una primera
etapa, se evaluo la cabeza del nervio éptico en ojos con NOR luego de 1, 3 6 7 dias post-cirugia
Un dia después de la NOR, se observé un pequefio dafio y edema en la cabeza del nervio 6ptico
Esta herida alcanzé la placa cribiforme, sin dafar la esclera adyacente o los vasos retinianos
(Figura 46, A y D). Tanto la vena como la arteria central de la retina permanecieron inalteradas
luego de la NOR, mientras que la capa de fibras se interrumpié minimamente. El globo ocular no
fue alterado en ninguno de los ojos operados y solamente se observo la presencia de un nimera
reducido de eritrocitos extravasados en la retina. A los 3 dias después de la NOR, la herida
abierta fue reemplazada y agrandada por una cicatriz celular (Figura 46, B y E)obéeise
neovascularizacion en los ojos operados ni dafio en los vasos adyacentes. Se observaron cambio
minimos en un corte seriado del nervio Optico luego de 7 dias post-gregieo grado de

irregularidad en los haces de las fibras nerviosas en el sitio de la NOR (Figura 46, Cy F

Figura 46. Imagenes histolégicas de cortes transvessdiongitudinabsdel nervio 6ptico a 1
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(AyD),3BYE), y7 (CyF)dias después deNOR (H&E). A: Incisién de |aNOR (flecha)

y hemorragias focales en el borde del disco 6ptico (puntas de flecha).Bz cehilar en el

sitio de la incision en el nervio 6ptico (flecha). C: leve irregdéatide los haces de fibras

nerviosas y gliosis en el nervio 6ptico (flechB).edema en el nervio Optico y eritrocitos

extravasados en la retina adyacente (flecBa)area circunscrip de gliosis en el nervio

optico. F: no se observaron alteraciones evidentes en el dia 7 post-cirugia operacid

observan haces de fibras nerviosas empaquetadas en forma estrecha en el lugeisifm la

(flecha).
Luego, se evalud el efecto de la NOR sobre la funcion retiniana y se registraron ERGs a
diferentes intervalos post-cirugia. La Figura 47 muestra ERGs escotopicos de ojos con operacion
simulada o NOR luego de 1, 3 ¢ 7 dias post-cirugia. Un dia después de la cirugia, se observé una
disminucién leve pero significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG, aunque no se
observaron diferencias significativas en estos parametros entre los 0jos con operacion simulada y
operados con NOR luego de 3 y 7 dias post-cirugia. No se observaron diferencias significativas

en la latencia de las ondas a y b del ERG entre los distintos grupos experimentales en ninguno de

los intervalos examinados.
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Figura 47. ERGs escotépicos de ojos sometidos a NOR o procedimiento simulad
(sham) a diversos intervalos post-cirugia. En el panel superior se repreassntan
amplitudes promedio de las ondas a y b del ERG escotépico. Se observd u
disminucion significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG endss 0j
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sometidos NOR a las 24 h, pero no se detectaron difereraieestos parametros a

los 3 6 7 dias podtOR. Se representan las medias + EE (n = 10 ojos / grupo), *p<

0,05 vs. ojos con operacion simulada, test de Stu@emtel inferior: se muestran

registros representativos del ERG de los distintos grupos experimentales
Luego, se evalud el efecto de la NOR sobre la funcién de la via visual a través del registro de
VEPs en animales sometidos a la cirugia o un procedimiento simulado a los 7 dias de la

operacion. No se observaron diferencias significativas en los VEPs entre los distintos grupos

experimentales (Figur&s).
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Figura 48. VEPs en ojos de ratas sometidos a NOR o procedimiento
simulado. En el panel izquierdo se representan las amplitudes
promedio del componente N2-P2 del VEP. No se observaron
diferencias significativasnlos VEPSs entre los grupos experimentales
Se representan las medias + EE (n = 10 ojos / grupo). Panel de la
derechasemuestra VEPs representativos de los distintos grupos.

Asimismo, se evalud el reflejo pupilar a los 7 dias post-cirugia (F&f)raNo se observaron
diferencias significativas cuando el ojo tratado con operacion simulada o NOR fue estimulado
por un pulso de luz y se registré la contraccion pupilar en el ojo contralateral (intacto). Un
resultado similar se obtuvo cuando se aplicé un pulso de luz en el ojo intacto y se evalud la
contracciéon pupilar en el ojo con NOR u operacion simulada. El reflejo pupilar consensual en
0jos con operacion simulada fue indistinguible del registrado en ojos intactos (datos no

mostrados).
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Figura 49. Evaluacion del reflejo pupilar consensual en ojos sometidos a

sham NOR

luz en el ojo intacto

NOR u operacion simulad&l didmetro de la pupila en relaciéon con el

didmetro del limbo fue medido antes y después de un estimulo fético y el
porcentaje de contraccion de la pupila se calculé como la fraccién del
area de la pupila de la contraccion maxima respecto al area de la pupila
en la dilatacion maxima (es decir, 2 s antes del estimulo luminico). Panel

izquierdo El pulso de luzse aplicé en el ojo sometido a NOR

operacion simulada y se registr6 en el ojo contralateral intacto. La
maxima contraccion de la pupila no difirid entre los grupos. Panel de la

derechael estimuloseaplicé en los 0jos intactos y la contraccion pupilar
seregistré en el ojo contralateral operatim se observaron diferencias

significativas entre los grupos. Se representan las medias + EE (n = 6

0jos/grupo)

No se observaron diferencias significativas en la PIO entre los ojos con NOR y aquellos

sometidos a una operacion simulada luego de 7 dias post- cirugia @&gura

- - -
B @ Le] o n B
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Figura 50. Determinacion
de la PIO en ojos sometidos
a NOR u operacion
simulada a los 7 dias post-
cirugia. No se observaron
diferencias significativas en
este parametro entre los
grupos experimentales. Se
representan las medias (n =
10 ojos/grupo).
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Estos resultados indican que en ratas normales, la NOR sdlo provocé efectos adversos menores

tanto a nivel funcional como histoldgico.

6. Neurotomia éptica radial: efecto preventivo y terapéutico en la neuropatia glaucomatosa

Como ya se menciond y considerando que la NOR es un procedimiento mayoritariamente inocuo

per se en ratas sanas, se analizaron los posibles beneficios terapéuticos de esta cirugia en e
modelo experimental de glaucoma inducido por inyecciones semanales de CS en la camara
anterior. En una primera etapa, se realizd la NOR a las 3 semanas de hipertension ocular
(inducida por inyecciones bilaterales semanales de CS) en un ojo de cada animal y en el 0jo

contralateral se realizé una operacion simulada. No se observaron diferencias significativas en la

PIO luego de 10 semanas de tratamiento con CS entre los ojos sometidos a una operacién
simulada o NOR. Resultados similares se obtuvieron en el grupo de animales tratados con

vehiculo (Figura 51).

Figura 51. Determinaciéon de la PIO en
. . 0ojos sometidos a NOR wu ope_racién
o simulada a las 3 semanas de tratamiento ¢
ojos inyectados bilateralmente con
vehiculo o CS. Se evaluo la PIO una vez
- por semana hasta la"&emanaEn todos
los intervalos estudiados, el CS aumentc
significativamente la PIO en comparacion
con los ojos inyectados con vehiculo. La
NOR no modific6 este parametro en los
0jos inyectados con vehiculo o CS. Se
representan las medias EE (n = 10
@uichiclieishia p/asisham animales por grupo). **p< 0,01 vs. ojos
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A continuacion, se evaluo el efecto de la NOR sobre la funcién retiniana, luego de 10ssemana

de tratamiento con vehiculo o CS. Se observo una disminucion significativa en la amplitud de las
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ondas a y b del ERG en animales con hipertension ocular luego de 10 semanas de tratamiento
con CS en ojos con operacion simulada. Esta caida fue parcialmente prevenida en los ojos

inyectados con C$sometidos &NOR (Figura 52).
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Figura 52. Preservacion electrorretinogi@diinducida pomNOR en ojos
hipertensos. Se registraron ERGs a las 10 semanas de tratamiento con
vehiculo oCS. En ojos sometidos a una operacién simulald@Sandujo

una disminucion significativa en la amplitud de la onda a y b del ERG en
comparacion con los ojos inyectados con vehiculo. En los ojos
hipertensos sometidasNOR realizada a las 3 semanas de tratamiento
con CS, se observé una preservacion significativa de estos para®etros
representan las mediaseE (n = 10 animales por grupgo¥ p< 0,01 vs.

ojos inyectados con vehiculo con operacién simylada< 0,05 vs. ojos
inyectados con CS y sometidos a una operacion simulada (sham), test de
Tukey. Panel inferior: se muestran ERGs representativos de los distintos
grupos experimentales

Asimismo, & observo una disminucion significativa en la amplitud del componente N2-P2 del
VEP en los animales con hipertension ocular (sham). En ojos inyectados con CS la NOR previno

significativamente la caida de este parametro (Figura 53). No se observaron cambios
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significativos en la latencia de la amplitud del componente N2-P2 del VEP entre los distintos

grupos experimentales.

Figura 53. VEPs en ojos de ratas
sometidos a NOR o un procedimient
simulado a las 3 semanas de tratamient
con vehiculo o CSSe representan las
amplitudes del componente N2-P2 del
VEP. En los animales con CS mas
operacion simulada se observd une
T disminuciéon  significativa de  este
pardmetro con respecto a los animale:
inyectados con vehiculo mas sham. Esti
caida fue totalmente prevenida por la
NOR. Se representan las medias + EE (n -
10 ojos / grupo). **p< 0,01 vs. ojos
inyectados con vehiculo mas operacior
0 simulada (sham)a: p< 0,01 vs. ojos
sham NOR  sham NOR inyectados con CS mas sham, test di
vehiculo Cs Tukey.
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Luego, se examind el efecto de la NOR sobre las alteraciones histolégicas inducidas por las
inyecciones cronicas de CS. Se observé una reduccion significativa en el numero de ciulas en
CCG en los ojos tratados con CS y sometidos a una operacion simulada en secciones
transversales de retinas tefiidas con H&E, en tanto que la NOR a las 3 semanas de tratamiento,
previno la caida en el nimero de células de la CCG (Figura 54). No se observarcioradi®era

en el espesor total de la retina y de cada una de sus capas en ninguno de los grupos
experimentales (datos no mostrados). En la Bigdr se observa la inmunorreactividad para
Thy-1, NeuN y Brn3a en retinas de ojos inyectados con vehiculo o CS, con o sin NOR. Se
observé una disminucion significativa en los niveles de estos tres marcadores en 0jos hipertensos
con operacion simulada, en tanto gaé&lOR previno esta caida (Figusd). La cuantificacion

de estos resultados se muestra en la Tabla
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vehiculo ] CS + NOR Figura 54. Histologia de la retina

H&E

a las 10 semanas de hipertension
ocular. Secciones transversales de
 retinas tefiidas con H&E, o
inmunomarcadas con anticuerpos
g especificos anti- Thy-1, NeuN y
Brn3a en ojos inyectados con
vehiculo y sometidos a una
operacién simulada y en ojos
hipertensos con o sin NOR
realizada a las 3 semanas de
. tratamiento. En las retinas tefidas
. con H&E se observd una
| disminucién significativa en el
namero de células en la CCG en

e B NS SR

el grupo de animales con CS, que
fue prevenida por la NOR. La
presencia de Thy-1, NeuN vy
. Brn3a se restringio a la CCG en
r—— 1 todos los grupos. La hipertension
ocular provocd una disminucion
significativa en los niveles de
esbs marcadores, que fue

prevenida por [&IOR

Tabla IV. Efecto de la NOR a las 3 semanas en 0jos inyectados con vehiculo o CS
NuUmero de células/10@m

vehiculo CS
sham NOR sham NOR
H& E 9,7+0.7 9,0+0.6 6,1 +£0,7 ** 9,9+ 0,3 17
DAPI 6,0+£0,1 58+0,1 3,8+0,2 ** 5,8+0,3 7
Thy-1 41+0,1 40+0,2 2,1+0,1* 42+0,11F
NeuN 46+0,5 42+04 1,8 +0,4 ** 35+0,1F
Brn3a 3,1+0,1 29+0,2 1,7 £ 0.1 ** 3,0+0.2 7

Cuantificacion de secciones transversales de retinas de 0jos inyectados calio we8iS con

o sin NOR realizada a las 3 semanas de tratamiento. Se observé que tanterel de
células localizadas en la CGQGefiidas con H&E, como aquellas inmunorreactivas para Thy-

1, NeuN y Brn3a disminuyé significativamente en ojos hipertensos con operacion simulada,
en tanto que la NOR previno significativamente esta disminucion. Se representaditgsin

EE (n = 5 ojos/grupo) **p 0,01 vs. ojos con vehiculo mas operacion simuladas 0,05,

+1: p< 0,01 vs. ojos con CS mas operacion simulada, test de Tukey.

A continuacién, se evalu6 la arquitectura del nervio éptico de ojos correspondientes a los
distintos grupos experimentales. Las alteraciones en esta estructura observadas en 0jos con
hipertension ocular sometidos a una operacion simulada fueron esencialmente similares a las

descriptas anteriormente en ojos inyectados semanalmente con CS durante 10 semanas sin
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operacion (ver Figura 38 y 44). En el grupo de animales con CS mas NOR se observo una
preservacion de la estructura del nervio optico (Figura 55).
En conjunto, estos resultados indican que la NOR previno las alteraciones histologicas y

funcionales inducidas por hipertension ocular crénica.

@
S

numero de axones
3
8

N

sham NOR  shar

vehiculo cs vehiculo cs

02-04 0.4-0.6
diametro axonal (um)

Figura 55. Secciones transversales del nervio éptico de un ojo
control y de un ojo hipertenso con o 8iIOR. (A) Nervio Optico
intacto y sano. (B) Nervio Optico de un ojo inyectado con CS y
sometido a una operacion simulada: se observa una menor area de
tincion que indica una alteracion en el nervio. Por el contrario, se
observd una estructura conservada del nervio Ogfictms ojos
tratados con CS y sometidosN®DR (C). Tincion con azul de
toluidina. (D) Cuantificacion de axones en los ojos inyectados con
vehiculo 0CS con o sinNOR. Se observé una disminucién
significativa en el niamero de axones en los ojos hipertensos
sometidos a una operacion simulada, en comparacion con los 0jos
inyectados con vehiculo, en tanto que la NOR previno
significativamente la caida de este parametro. Se representan las
medias #EE (n = 5 ojos / grupo). *p< 0,05 vs. ojos inyectados con
vehiculo mas operaciéon simulada (sham), a: p< 0,05 vs. o0jos
inyectados con CS mas sham, test de Tukey.
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En la siguiente serie de experimentos se procedid a reddiZdOR a las 6 semanas de

hipertension ocular inducida por inyecciones semanales de CS. No se observaron diferencias

significativas en la P10 entre todos los grupos experimentales (Figura 56).
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Figura 56. Determinacion tonométrica de la PIO en
ojos sometidos a NOR u operacion simulada a las 6
semanas de tratamiento intracameral bilateral con
vehiculo o CS. Se evalu6 la PIO una vez por semana
hasta la 10" semana. En todos los intervalos
estudiados, el CS aumenté significativamente la PIO
en comparacién con los ojos inyectados con vehiculo.
La NOR no modific6 este parametro en los ojos
inyectados con vehiculo o CS. Se representan las
medias + EE (n = 10 animales por grupo). **p< 0,01
vS. 0jos inyectados con vehiculo con operacion
simulada (sham), test de Tukey.

Se observé una disminucion significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG escotépico

en animales con hipertension ocular mas operaciéon simulada. Esta caida fue parcialmente

revertida en ojos hipertensos sometidos a NOR (Figyra 57
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Figura 57. Efecto de la NOR realizada a las 6 semanas de tratamiento con
CS sobre la caida en el ERG inducida por hipertension ocular cronica. Se
registraron ERGs después de 10 semanas de trataro@nteehiculo o
CS El CSindujo una disminucion significativa en la amplitud de las ondas
ay b del ERG en comparacién con los ojos inyectados con vehiculo. En los
ojos hipertensos sometidasNOR a las 6 semanas de tratamiento con CS,
se observd una preservacion significativa de estos parametros. Se
representan las mediaseE (n = 10 animales/ grupo). **p< 0,01 vs. 0jos
inyectados con vehiculo y sometidos a una operacion simulada, b: p< 0,05
vs. ojos inyectados con CS sometidos a una operacién simulada (sham),
test de Tukey. Panel inferior: se muestran ERGs representativos de los
distintos grupos experimentales.

Luego se registraron VEPs a las 10 semanas de tratamiento con vehiculo o CS. Se observo una
disminucién significativa en la amplitud del componente N2-P2 del VEP en los animales con
hipertension ocular sometidos a una operacion simulada (Fig8)raLa NOR revirtio
completamente la caida de este pardmetro en 0jos cronicamente hipertensos. No se observaror
cambios significativos en la latencia del componente N2-P2 del VEP entre los distintos grupos
experimentales. Los ERGs y VEPs de ojos con operacion simulada realizada a las 3 6 6 semanas

de tratamiento con vehiculo no difirieron de los obtenidos en ojos intactos (datos no mostrados).
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Figura 58. VEPs en ojos de sometidos a NOR 0 un
procedimiento simulado a las 6 semanas de
tratamiento con vehiculo o CS. Se representan las
amplitudes promedio del componente N2-P2 del VEP.
En los ojos inyectados con CS y sometidos a una
operacion simulada se observé una disminucién de
este parametro con respecto a los animales inyectados
con vehiculo mas sham. Esta caida fue totalmente
revertida por la NOR. Se representan las medias + EE
(n = 10 ojos / grupo). < 0,01 vs. ojos inyectados
con vehiculo mas operacion simulada (sham), b: p<
0,01 vs. ojos inyectados con CS mas sham, test de
Tukey.

Luego, se examiné el efecto de la NOR sobre las alteraciones histolégicas inducidas por las
inyecciones cronicas de CS. Se observé una reduccion significativa en el nUmero dercklulas e

CCG en los ojos tratados con CS y sometidos a una operacion simulada, en secciones
transversales de retinas tefildas con H&E o inmunomarcadas con anticuerpos anti- Thy-1, anti-
NeuN o anti-Brn3a, mientras que la NOR a las 6 semanas de tratamiento evitd significativamente

esta caida (Figura 59). La cuantificacién de estos resultados se muestra en la Tabla V.
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vehiculo

==

wee Figura 59. Histologia de la

retina a las 10 semanas |
hipertension ocular. Seccione
. transversales de retinas tefiid
con H&E, o inmunomarcada
con anticuerpos especificc
anti- Thy-1, NeuN y Brn3a er
0jos inyectados con vehiculo
sometidos a una operacic
simulada y en ojos hipertensc
con o sin NOR realizada a las
semanas de tratamiento. En |
. retinas tefiidas con H&E s
observO una  disminuciol
significativa en el numero di
células en la CCG en el grug
de animales con CS, que no fi
evidente en retinas de o0jc
sometidos &NOR. La presencia
de Thy-1, NeuN y Brn3a si
restringié a la CCG en todos Ic
grupos. La hipertension ocule
provocO  una  disminucior
significativa en los niveles estc
marcadores, que fue evitada p
la NOR.

Tabla V. Efecto de la NOR a las 6 semanas en ojos inyectados con vehiculo o CS.

Numero de células/10@m

H&E
DAPI
Thy-1
NeuN
Brn3a

Vehiculo
sham NOR
9,5+0,6 9,2+0,5
6,2+0,2 6,0+0,3
40+0,3 3,8+0,3
44+04 45+0,5
3,4+0,2 3,1+0,3

CS
sham NOR
5,0+£0,2 ** 7,6 £0,3 *, ¥
3,4+0,3** 6,0+0,1 T+
2,0+£0,2 ** 3,4+0,1 17
1,6 £0,3 ** 320,17
1,9+0,2 ** 3,0£03 7

Cuantificacion de secciones transversales de retinas de ojos inyectados con weG&won o
sin NOR realizada a las 6 semanas de tratamiento. Se observé una disminuciontisemifica
el nimero de células tefidas con H&E o inmuremtieas para Thy-1, NeuN y Brn3a
localizadas en la CCG, que fue revertida por la NOR. Se representan las mediga=5EE
ojos/grupo) **p< 0,01 vs. ojos inyectados con vehiculos mas operacion simdfadax 0,01,

+: p< 0,05 vs. ojos inyectados con CS mas operacion simulada, test de Tukey.

También se evalud la arquitectura del nervio éptico de los distintos grupos experimentales. El

efecto de la hipertension ocular sobre el nervio éptico fue similar al ya descripto. La NOR evito

significativamente las alteraciones de esta estructura en ojos hipertensos (Figura 60
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Figura 60. Secciones transversales del nervio 6ptico de un ojo
control o de un ojo hipertenso con o 8IOR. (A) Nervio 6ptico
intacto y sano. (B) Nervio 6ptico de un ojo inyectado con CS y
sometido a una operacion simulada. Se observé un area menor de
tincion. (C) Nervio Optico de un ojo inyectado con CS y sometido a
NOR: se observd, una estructura conservada del nervio éptico.
Tincién con azul de toluidina. (D) Cuantificacion de axones en los
0jos inyectados con vehiculoGs con o sSilNOR. Se observé una
disminucion significativa en el nimero de axones en los ojos
hipertensos con operacion simulada, en comparacion con los ojos
inyectados con vehiculoen tanto que la NOR preservo
significativamente este parametro. Se representan las meHias +

(n =5 ojos / grupo) *p< 0,05 vs. ojos inyectados con vehiculo méas
operacion simulada (sham), a: p< 0,05 vs. ojos inyectados con CS
mas sham, test de Tukey

Este conjunto de resultados demuestra que la NOR podria constituir una estrategia quirtrgica

con beneficios terapéuticos frente al dafio histolégico y funcional retiniano provocado por el

glaucoma experimental en ratas inducido por CS. Luego de demostrar los efectos preventivos y

terapéuticos de la NOR @&h modelo de glaucoma experimental inducido por CS, se analizaron

los beneficios terapéuticos de la NOR en otro modelo de glaucoma experimental en ratas

inducido por la cauterizacién de las venas epiesclerales. Para ello, en una primera serie de
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experimentos se cauterizaron tres venas epiesclerales en forma bilateral y se realizé lanNOR o
tratamiento simulado en un ojo de cada animal, 5 dias antes de la cauterizacion y se evaluaron la
funcién y la estructura retiniana a los 30 dias post-cauterizacion. El grupo control consistio en la
aplicacién de la operacion simulada o NOR en un ojo de cada animal, sin la correspondiente
cauterizacion. Luego de 30 dias post-cauterizacion se observdé un aumento significativo en la
PI1O en los ojos cauterizados con o sin NOR (Figurd. &2 NOR per se no tuvo efectos

significativos sobre este parametro.

Figura 61. Determinacion de la
PIO en ojos control o con
cauterizacion de 3 venas
epiesclerales. Se realiz6 una
operacién simulada o NOR cinco
dias antes de la cauterizacion. Se
evalud la PIO a los 30 dias post-
cauterizacion. Se observd un
aumento significativo en los ojos
cauterizados con respecto a los o0jos
control. La NOR no modificé este
pardmetro. Se representan las
medias + EE (n = 5 animales/
grupo). **p< 0,01 vs. ojos control
mas operacién simulada, test de
Tukey.
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Andlogamente a lo descripto para el estudio de la NOR en el modelo de glaucoma inducido por
CS, se analizaron la funcion de la retina y de la via visual en ojos con hipertension ocular
inducida por la cauterizacién de las venas epilesclerales. También en este caso, se observo une
caida significativa tanto en la amplitud de las ondas a como de la onda b del ERG en el grupo de
animales cauterizados con operacion simulada, en tanto que la NOR previno significativamente

la caida de estos parametros (Figura 62).
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Figura 62. Preservacion electrorretinogi@i en ojos hipertensos
sometidos aNOR. Se registraron ERGs a los 30 dias de la
cauterizacion La hipertensién ocular indujo una disminucién
significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG, en
comparacion con los ojos control mas operacién simulada. En los
ojos hipertensos sometidodN®OR 5 dias antes de la cauterizacién,
se observé una preservacion significativa de estos parametros. Se
representan las media€sE (n = 10 animales /gruppy*p< 0,01 vs.

ojos control mas operacion simulada: p< 0,01 vs. ojos
cauterizados mas operacion simulada, test de Tukey. Panel inferior:
se muestran ERGs representativos de los distintos grupos
experimentales.

Asimismo, se observo una caida significativa en la amplitud del componente N2-P2 del VEP en
los animales con cauterizacibn mas operacion simulada luego de 30 dias de hipertension ocular,

en tanto que la NOR previno totalmente la caida en la amplitud de los VEPs (Figura 63).
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Figura 63. VEPs en ojos control o cauterizados con o
sin NOR. Se registraron VEPs a los 30 dias post-
cauterizacion. Se representan las amplitudes promedio
del componente N2-P2 del VEPs. Se observé una
reduccion significativa de este parametro en los ojos
cauterizados mas sham; la NOR previno esta caida. Se
representan las medias = EE (n = 10 ojos / grupo), **p<
0,01 vs. ojos control mas operacién simuladg< 0,01

vs. 0jos cauterizados mas operacion simulada (sham),
test de Tukey.

En animales con cauterizacién mas operacion simulada, se observo una disminucion significativa

en el nimero de células en la CCG que fue totalmente prevenida por la NOR (Figura 64).
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numero de células en la CCG/ 100 umD

sham

cauterizacion

Figura 64. Efecto de la NOR sobre la pérdida de células en la CCG inducida
por la hipertension ocular crénidsa NOR serealizé 5 dias antes del inicio

de la hipertensiéon ocular. A los 30 dias del tratamiento, se observd una
disminucion significativa en el numero de células en la CCG en los animales
cauterizados y sometidos a una operacion simulada (B), en comparacion con
los ojos control mas sham (Ala NOR (C) previno significativamente el
efecto de la hipertension ocular cronida): (Cuantificacion de células en la
CCGE100 um = EE (n = 5 animales/grupo). **p< 01 vs. ojos control mas
operacion simulada; @< 0,01 vs. ojos cauterizados mas operacion simulada
(sham), test de Tukey.

La eficacia terapéutica de la NOR fue evaluada en el modelo de glaucoma inducido por
cauterizacion de las venas epiesclerales en forma analoga a lo ya descripto. Para dii) se rea

la NOR o una operacién simulada en un ojo de cada animal 5 dias después de la cauterizacion
se evalud la PIO, la funcién retiniana y de la via visual, asi como la estructura de la retina y el
nervio optico. También en este caso, la NOR o el tratamiento simulado no modificaron la P1O en

los animales con cauterizacién de las venas epiesclerales o en los controles (Figura 65).
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Figura 65. Se realiz6 una
operacion  simulada o NOR
cinco dias después de la
- cauterizacibon de 3 venas

> %

25 1

20 epiesclerales. Se evalué la PIO a
los 30 dias post- cauterizacion.
Se observd un aumento
significativo en los 0jos
cauterizados con respecto a los
ojos control. La NOR no
modific6 este parametro. Se
representan las medias + EE (n =
5 animales/ grupo). **p <0,01
VS. 0jos control mas operacion
simulada, test de Tukey.

presion intraocular (mm Hg)
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La caida en la amplitud de las ondas a y b del ERG en animales cauterizados con operacion

simulada, fue parcialmente revertida en ojos sometidos a NOR (Figura 66

250

\\¢

200 #», b

150

s
o

100

)
=]

50

amplitud onda a escotoépica (uV)
amplitud onda b escotoépica (uV)

=]

sham NOR sham NOR sham NOR sham NOR
cauterizacion cauterizacion

sham caut. +
sham

caut. +

NOR NOR

Figura 66. Se registraron ERGs a los 30 dias de la cauterizacion de las ven:
epiesclerales. La hipertensién ocular indujo una disminucién significativa en I
amplitud de las ondas a y b del ERG, en comparacion con los ojos control mi
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operacién simulada. En ojos hipertensos sometidos a NOR 5 dias después de
cauterizacion, se observé una preservacién parcial pero significativa de est
parametros. Se representan las mediB& #n = 10 animales /grupo)p< 0,05,** p<

0,0% vs. ojos control mas operacion simulada,p< 0,01; b: p< 0,05 vs. ojos
cauterizados mas operacion simulada, test de Tukey. Panel inferior: se muesti

registros representativos del ERG de los distintos grupos experimentales.

Asimismo, la disminucion en la amplitud del componente N2-P2 del VEP en los animales con

cauterizacion mas el tratamiento simulado fue totalmente revertida por la NOR (Figura 67).
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Figura 67. VEPs en ojos control o
cauterizados con o sin NOR. Los
VEPs e registraron a los 30 dias
post-cauterizacién. Se muestran las
amplitudes promedio del
componente N2-P2 del VEP. Se
observé una reduccion significativa
de este pardmetro en los ojos
cauterizados mas sham; la NOR
revirtid esta caida. Se representan
las medias = EE (n = 10
ojos/grupo), *p< 0,01 vs. ojos
control mas operacion simulada,

p< 0,01 vs. ojos cauterizados mas
operacion simulada (sham), test de
Tukey.

En animales con cauterizacion mas el tratamiento simulado, se observé una disminucion

significativa en el nimero de células en la CCG, que fue totalmente revertida en ojos con NOR 5

dias después del inicio de la cauterizacion (Figura 68).
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Figura 68. Efecto de la NOR sobre la pérdida de células en la CCG inducida por
hipertension ocular cronicda NOR serealiz6 5 dias después del inicio de la
hipertensién ocular. A los 30 dias del tratamiento, se observé una disminucion
significativa en el nimero de células en la CCG en los animales cauterizados ma
operacion simulada (B), en comparacion con los ojos control mas sham (A). El
tratamiento corNOR (C) revirtié significativamente el efecto de la hipertension
ocular crénica. @): Cuantificacion de células en la CCG/106 + EE (n = 5
animales/grupo). **p< @1 vs. ojos control mas operacion simuladg<a0,01 vs.

0jos cauterizados mas operacion simulada (sham), test de Tukey.

En conjunto, estos resultados avalan la potencialidad del uso de la NOR como una nueva

estrategia quirdrgica en el tratamiento del glaucoma.
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DISCUSION

El objetivo central de este trabajo de Tesis fue examinar la viabilidad de las siguientes estrategias
terapéuticas para el tratamiento del glaucoma experimental, diferentes en su esencia y
fundamentads en distintos aspectos de la enfermedad: 1) Tratamiento con melatonina, 2)
Induccion de tolerancia isquémica y 3) La neurotomia dptica radial.

El glaucoma de angulo abierto, una de las principales causas de ceguera irreversible en los paises
desarrollados, es una disfuncion ocular de alta prevalencia caracterizada por la pérdida
progresiva de las funciones visuales, que se correlaciona con la muerte de CGR y excavacion
papilar con atrofia de la cabeza del nervio 6ptico. El aumento de la PIO desempefia un rol causal,
aunque no necesariamente exclusivo, en la pérdida visual glaucomatosa. De hecho, si bien la
disminucién de la PIO es por ahora la terapia de eleccion, en muchos casos la disfuncién visual
persiste o incluso progresa luego de su restauracion a valores normales. Parece poco probable
que se logre desentrafiar los mecanismos involucrados en el dafio glaucomatoso a través de
estudios que se limiten a analizar los cambios clinicamente observables en la retina y el nervio
optico de pacientes con glaucoma. Por lo tanto, resulta necesario reslidaosemucho mas
detallados e invasivos, preferentemente en un modelo animal disponible. En trabajos previos de
nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo experimental de glaucoma unilateral en ratas
a través de la administracién crénica (1 vez/semana) de AH en la camara anterior del ojo, que
aventaja a los modelos preexistentes en varios aspectos: 1) es un método economico, facil de
realizar, y no requiere técnicas quirdrgicas complejas, 2) permite obtener una PIO alta y
persistente, 3) puede obtenerse un curso temporal razonablemente largo como para modelar ung
patologia cronica, 4) las variaciones diarias de la PIO persisten en los ojos inyectadosycon AH

5) a diferencia de los modelos de cauterizacion de las venas epiesclerales, el AH nd afecta e
flujo sanguineo hacia fuera del ojo (Benozzi y col., 2002; Moreno y col., 2005a). Asimismo,

hemos demostrado que la inyeccion crénica de AH induce una disfuncién retiniana y una pérdida
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significativa de células en CG y de fibras de la cabeza del nervio 6ptico (Moreno y col.,
2005a). En suma, estos resultados indican que la administracion cronica de AH reproduce
aspectos centrales del glaucoma humano.

La busqueda de modelos animales para la patologia humana persigue tres objetivos esenciales:
a) Reproducir en condiciones controladas y con la mayor exactitud posible las caracteristicas
patognomonicas de la enfermedad que se pretende modelar,

b) Elucidar los mecanismos etiopatogénicos involucrados en el desarrollo de la enfermedad,

c) Desatrrollar terapias de nueva generacion.

Habiendo satisfecho el primer aspectn trabajos previos hemos logrado avances de
consideracion en el segundo de ellos. En este sentido, previamente demostramos que la
hipertension ocular provoca una caida significavala actividad del sistema antioxidante
enddgeno retiniano, lo que podria sugerir un aumento en el estrés oxidativo retiniano. Esta
hipotesis es avalada por el incremento en la peroxidacion lipidica, que aumenté
significativamente en retinas de ojos con hipertension inducida por AH (Moreno y col., 2004).
Asimismo, los niveles retinianos de melatonina (un compuesto con probadas propiedades
antioxidantes a nivel local) disminuyen significativamente en ojos inyectados con AH ya a partir
de las 3 semanas de hipertension ocular, caida que progresa hasta las 10 semanas de tratamien
(Moreno y col., 2004). En estudios posteriores, demostramos una disminuciéon en el influjo
retiniano de glutamato y en la actividad de glutamina sintetasa a las 3 semanas de hipertension
ocular. Estos cambios podrian contribuir en forma sinérgica y/o redundante a un aumento
significativo en las concentraciones sinapticas de glutamato (Moreno y col., 2005b). Mas
recientemente demostramos qua hipertension ocular inducida por AH disminuye
significativamente el turnover de GABAa actividad de GAD vy la liberacion de GABA
inducida tanto por glutamato como por altbyKaumenta el uptake de GABA. Estos resultados

demuestran un déficit en la actividad GABAérgica retiniana en o0jos con hipertension ocula
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(Moreno y col., 2008). La excitoxicidad es un mecanismo patogénico relativamente frecuente en
enfermedades neurodegenerativas que puede atribuirse a una falla en los mecanismos que
controlan los niveles sinapticos de glutamato, asi como en los mecanismos compensatorios anti-
excitatorios necesarios para mantener la homeostasis tisular. Los resultados obtenidos
previamente indican que la hipertension ocular afecta la actividad sinaptica de los sistemas
glutamatérgico y GABAérgico, provocando una prevalencia de excitacion sobre inhibicion, que

a su vez podria desencadenar efectos deletéreos a nivel celular.

Entre los posibles blancos sensibles a un exceso de sefiales glutamatérgicas y frente a una
reduccion del freno GABAérgico inhibitorio, el NO merece particular atencion. De hecho, como

se menciond en la Introduccion, diversas lineas de evidencia avalan la participacion del sistema
nitrérgico en la neuropatia glaucomatosa. Por lo tanto, se consideré de interés el examinar la
actividad de este sistema en el modelo de glaucoma experimental inducido por AH.

Los resultados obtenidos en esta Tesis indican una activacion significativa del sistema nitrérgico
en ojos hipertensos. El NO es una molécula ubicua que participa en una gran variedad de
funciones celulares. Sin embargo, particularmente en altas concentraciones y en conjunto con las
ROS, el NO puede transformarse en agentes citotéxicos de gran poder deletéreo y relevancia
fisiopatologica. Como molécula de sefializacion intraceluldCeinodula la actividad de varias
proteinas que contribuyen a la apoptosis. (Martinez-Ruiz y Lamas, 2004). Por otra parte, se ha
demostrado que una via proteolitica extracelular en la retina contribuye a la muerte de éas CGR
través de la activacion por NO de la metaloproteinasa-9 (Melino y col., 1997). Aunque otros
estudios avalan la participacion del NO en el glaucoma humano o experimental, la mayoria de
ellos han utilizado una estrategia inmunohistoquimica, a través del estudio de la
inmunorreactividad para NOS o actividad de NADPH diaforasa en estructuras oculares, luego de
distintos periodos de hipertension ocular. Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se evaluaron

posibles cambios en la actividad del sistema nitrérgico. En este sentido, algunos autores han
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descripto cambios en los niveles proteicos de algunas de las isoformas de NOS, particularmente
de la isoforma inducible (Neufeld y col., 1999; Liu y Neufeld, 2000; Wang y col., 2005).
Aunque en este trabajo de Tesis no se observaron cambios en los niveles proteicos de ninguna de
las isoformas de NOS, los resultados obtenidos avalan un aumento significativo de la conversion
de L-arginina a L-citrulina en retinas de ojos hipertensos. En la retina de diversas especies se
detectado la presencia de carbdmdosfato sintetasal, ornitina transcarbamilasa,
argininosuccinato sintetasa, argininosuccinato liasa y arginasa, lo que sugiere la existencia de
una via a través de la cual la L-arginina puede ser hidrolizada a urea y osnitisimtesis de

NO (Manabe y col., 2005; Koshiyama y col., 2000). Sin embargo, el hecho de que el aumento de
la actividad de NO%n los ojos tratados coAH persistiera en presencia de un inhibidor de la
arginasa, indica que la hipertension ocular provoca un aumento de la biosintesis retiniana de NO.
La coexistencia d&lOS y arginasa podria indicar que ambas enzimas intracelulares compiten
por la L-arginina. Sin embargo, mientras que el Km de las isoenzimas de NOS para L-arginina se
encuentra en el rango de 2 a1, el Km de la arginasa de mamiferos es de alrededor de 2 a 20
mM. (EI-Remessy y col., 2003; KaysgrStrecker, 1973). Por lo tanto, parece mas probable que

la arginina extracelular sea un sustrato preferencial de NOS, mas que de arginasa.

Quedan aun por determinar los eventos intracelulares desencadenados por la hipertension ocular
que permitan explicar el aumento en la actividad de NOS, asi como la identificacién de la(s)
isoforma(s) de NOS sensible(s) a la hipertension ocular. Se han descripto diversos mecanismos
capaces de modular la actividad de NOS, que incluyen: cambios en la disponibilidad del sustrato
(Drexler y col., 1991), mecanismos de fosforilacion (Dawson y col., 1993) y de acilacién (Sessa,
1994), asi como de localizacién subcelular (Michel y col., 1993), entre otros. Asimismo, diversas
evidencias indican un vinculo relevante entre el glutamato y el sistema nitrérgico retiniano. En
este sentido, se ha demostrado que las CGR en ratones deficientes en nNOS son relativamente

resistentes al dafo inducido por NMDA, mientras que el dafio en la retina de ratones deficientes

131



Discusiéon

en la isoforma eNOS no difiere significativamente del observado en animales control (Michel

col., 1993). Por otra parte, se demostré que la inyeccion intravitrea de NMDA eindatasla
acumulacionde nitratos/nitritosy aumenta la peroxidacion lipidica (Vorwerk y col., 1997).
Considerando estos antecedentes que sefialan al glutamato como un activador clave de la nNOS
junto con los trabajos previos de nuestro grupo que demuestran un aumento en las
concentraciones sinapticas de este neurotransmisor en retinas de ojos hipertensos, es tentado
especular acerca de la existencia de una relacién causal entre ambos fendmenos. De esta forma
el aumento en los niveles sinapticos de glutamato, actuando a través de receptores NMDA (que
se expresan particularmente en las CGR (Aizenman y col., 1988), podria provocar un aumento
en la actividad de nNOS en este modelo experimental. Sin desmedro de estas consideraciones, la
participacion de eNOS y/o INOS en el aumento en la biosintesis de NO en ojos tratados con AH
no puede descartarse formalmente.

Teniendo en cuenta que la actividad de NOS fue evaleaadada la retinano se puede
determinar el sustrato anatémico de los fenbmenos observados. La distribucion de las isoformas
de NOS entre los diferentes tipos de células de la retina aun no se conoce en detalle, pero
trabajos de otros autores indican que estan presentes en al menos algin miembro de cada tipo de
células retinianas. En retinas de humanos y ratdOB1 se expresa en los segmentos internos

de los fotorreceptores, en células de la CNI, (particularmente las células amécrinas) y en las
CGR (Closs y col., 1993), mientras queN®S-2 se detectd en células localizadas tanto en la

CNI como en la CCG y en procesos celularesMvililler a lo largo de CNI,CCG y en el
segmento interno de fotorreceptores.( Blute y col., 2000). En todo caso, el NO es una molécula
altamente difusible y por lo tanto, el sitio de su sintesis no implica necesariamente su sitio de
accion. En caso de confirmarse los resultados obtenidos, la coexistencia de nNOS y receptores
NMDA en las CGR podria indicar un aumento preferencial de los niveles de NO en este tipo

celular, que constituye el principal blanco de dafio glaucomatoso.
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Los resultados obtenidos inditun aumento significativo erl aptake de L-arginina, asi como

en los niveles de RNm de los transportadores CAT-1 y CATed ojos tratados coi\H.

Debido a que el ensayo de la actividad de NOS implica la incubacion de homogenatos de retina
en presencia de concentraciones controladas de L-arginina, es posible suponer que la mayor
actividad de NOS en ojos hipertensos no es una mera consecuencia del aumento en el influjo de
L-arginina. La NOS purificada de distintos tejidos tiene una alta afinidad por L-arginigg~<EC

10 uM). Dado que los niveles intracelulares de este aminoécido determinados en varios sistemas
oscilan entre 0,1-1 mM (Block y col., 1995), seria esperable que la L-arginina endogena fuera
suficiente para la saturacion de la enzima. Sin embargo, diversos estudios énirnviviiro

indican que la sintesis de NO en condiciones fisiolégicas puede ser aumentada por L-arginina
extracelular, a pesar de las concentraciones intracelulares saturantes. Se ha dencesteado a
fendmeno como “la paradoja de la arginina” (Kurz y Harrison., 1997). Una posible explicacion

para ello, podria ser que la L-arginina intracelular se encuentra localizada en aie pocb

acceso a la NOS, mientras que la L-arginina extracelular es transportada al interior ycelula
alcanza un acceso preferencial a esta enzima (Kurz y Harrison., 1997). En este sentido, se ha
demostrado que la disponibilidad de L-arginina controla la sintesis de NO inducida por NMDA
en el sistema nervioso central de rata (Grima y col., 1998). Por lo tanto, parece posible que para
provocar activacion de la NOS, es condicién necesaria un aumento en el influjo del aminoacido.
Se ha demostrado la coordinacion entre el influjo de L-arginina y la actividad de NOS en
diversos sistemas, como cerebro de rata (Stevens y col., 1996) y retinas de ratas diabéticas (do
Carmo y col., 1998). Consecuentemente, estos resultados sugieren una coordinacion similar en la
retina de ojos hipertensos. Asimismo, se ha demostrado que la activacién de receptores NMDA
en células retinianas en cultivo promueve un aumento en el pool intracelular de L-arginina

disponible para la sintesis de NO (Cossenza y col., 2006). De esta forma, tanto el aumento en la

133



Discusiéon

actividad de NOS como el transporte de L-arginina podrian responder a niveles elevados de
glutamato sinéptico en retinas de ojos inyectados con AH.

La union del NO al hierro hémico de la guanilato ciclasa soluble y su consiguiente activacion, es
un hecho ampliamente demostrado. Si el influjo de L-arginina y su conversiéon a NO son
mayores en 0jos inyectados con AH, seria esperable un aumento en los niveles retinianos de
GMPc en retinas expuestas a hipertension ocular. Aunque se observo un aumento significativo
en la acumulacién de GMPc en retinas de ojos inyectados con AH por 3 semanas, no se
detectaron cambios similares luego de 6 semanas de tratamiento. No se dispone de una clara
explicacion para esta observacion. Sin embargo, de acuerdo con los resultados presentados, tantc
el aumento en la actividad de NOS como en el uptake de L-arginina fueron significativamente
mas bajos a las 6 que a las 3 semanas del tratamiento con AH. Ademés, dado que GMPc
desempefia un papel critico en la cascada de fototransduccién, es altamente probable que los
niveles retinianos de este nucledtido sean regulados por otros mecanismos ademas del NO.
Como se menciond en la Introduccion, aunque varios tipos de transporte podrian mediar el
influjo de L-arginina, las evidencias disponibles indican que el transportador de tipo y+ es el
candidato mas probable en la retina de diversas especies (Saenz y col., 2002). Este tipo de
transportador abarca tres proteinas homélogas denominadas CAT-1, CAT-2 y CAT-3, que han
sido caracterizadas en distintos tejidos. El transportador Cat-1 fue el primer gen clonado, esta
ampliamente expresado y el producto de su expresion posee caracteristicas compatibles con el
sistema y+. Posteriormente, se identificO otro transportador de aminoacidos catidnicos,
denominado Cat-2, que comparte alta homologia con el transportador Cat-1 y también posee
caracteristicas tipicas del sistema y+ (Closs y col., 1993). El analisisRp&?CR
semicuantitativa demostré un aumento significativo en los niveles de ARNm que codifican para
amba transportadores en retinas de ojos hipertensos, tanto a las 3 como a las 6 semanas d

tratamiento con AH. Si bien no se dispone al presente de anticuerpos comerciales que permitan
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confirmar estos hallazgos a nivel de las respectivas proteinas, estos resultados sugieren un
mecanismo de upregulation de las proteinas transportadoras de L-arginina en retinas de 0jos
hipertensos.

Teniendo en cuenta que las alteraciones funcionales inducidas por la inyeccion cronica de AH
fueron evidentes a partir da 6 semana de tratamiento, que los cambios histolgicos
requirieron 10 semanas de hipertension ocular y que la activacion del sistema nitrérgadio prece

a estos fendmenos, es posible que el NO participe en el desarrollo de la neuropatia glaucomatosa.
Estos resultados sugieren que una disminucion en la actividad del sistema nitrérgico podria
constituir una estrategia terapéutica para prevenir la muerte celular inducida por glaucoma.

Como ya se menciond, resultados previos indican que el aumento en los niveles sinapticos de
glutamato, el déficit en la actividad GABAérgica, el dafio oxidativo y el incremento en los
niveles de NO podrian constituir factores causales en la neuropatia glaucomatosa. La siguiente
serie de experimentos tuvo por objeto el estudio del efecto de la melatonina sobre el dafio
inducido por el glaucoma experimental. Diversas evidencias sugieren que la melatonina puede
ejercer un efecto neuroprotector contra la excitotoxicidad inducida por glutamato en varios
tejidos, incluyendo neuronas de retina de pollo (Cazevieille y col., 1997; Espinar y col., 2000;
Chung y Han, 2003; Lima y col., 2003). En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré
que la melatonina disminuye significativamente las concentraciones sinpticas de glutamato en
la retina del hamster dorado (Saenz y col., 2004). Con el objeto de extender las consecuencias
conceptuales de este efecto a la retina de rata y particularmente en el marco del estudio del efecto
de la melatonina como herramienta para el tratamiento del glaucoma, se analiz6 el efecto del
metoxiindol sobre algunos de los componedi<siclo glutamato/glutamina en retinas de ratas
control. Los resultados obtenidos indican que la melatonina aumentd significativamente el
influjo de glutamato y la actividad de glutamina sintetasa y disminuyd la actividad de

glutaminasa retiniana. Diversas evidencias indican un acoplamiento efectivo entre el transporte
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de glutamato y la actividad de glutamina sintetasa. Aunque se ha demostrado una regulacion
comun a nivel transcripcional del transportador retiniano de glutamato mas abundante (GLAST)
y de la glutamina sintetasa en células de Miiller en cultivo (Delyfer y col., 200&3loyque el

efecto de la melatonina sobre ambos parametros fue evidente luego de un periodo corto de
incubacion (es decir, 30 minutos), resulta poco probable la participacion de mecanismos de
transcripcion y/o traduccion. Por lo tanto, parece posible que no sélo la expresién sino también la
actividad de las proteinas que median el uptake y la degradacion del glutamato liberado
singpticamente podrian ser reguladas en forma coordinada. Los resultados obtenidos indican que
la melatonina no s6lo aumentd la sintesis de glutamina catalizada por la glutamina sintetasa, sino
también disminuyd su conversion a glutamato inhibiendo la actividad de glutaminasa. De esta
forma, la melatonina podria contribuir a disminuir los niveles de glutamato a través de

mecanismos posiblemente redundantes. (Figura 69)
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Figura 69. Representacion esquematica del ciclo glutamato/glutamina
retiniana, y su modulacion por melatonieahipertension ocular. En
trabajos previos se demostré que la hipertension ocular inducida por AH
disminuye el uptake de glutamato y la actividad de glutamina sintetasa y
aumenta la liberacion y el influjo de glutamina y la actividad de
glutaminasa (Moreno y col., 2005n este trabajo demostramos que la
melatonina aumento el uptake de glutamato, y la actividad de glutamina
sintetasa y disminuy0 la actividad de glutaminasa. Los efectos positivos se
denotan com#: , en tanto qu¥ indica efectos negativos.
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La siguiente serie de experimentos tuvo por objeto examinar el efecto de la melatonina sobre la
actividad del sistema GABAérgico en ratas control. Los resultados obtenidos en esta Tesis
indican que la melatonina aumento el turnover de GABA y la actividad de la enzima que cataliza
su sintesis. Estos resultados que se correlacionan con efectos similares de la melatonina en la
glandula pineal, el cerebelo, el hipotalamo y la corteza cerebral de rata (Rosenstein y Cardinali,
1986; Rosenstein y col., 1989), avalan la hipétesis de que el sistema GABAérgico central podria

ser un target primario para la accion de la melatonina (Figura 70).

Célula de
\ i lem//
P
D> Hipertension ocular GABA
»>Melatonina
Glutamato
GAD v Q GABA Terminal
\; postsinaptica
GABA cr
A
; e GABA A
Célula amacrina

Figura 70. Representacion esquematica de la modulacion de la actividad del
sistema GABAEérgico retiniano por la hipertension ocular y la melatonina. En
trabajos previos se demostré qaehlpertensién ocular inducida por AH
aumenta significativamente el uptake de GABAisminuye el turnover de
GABA, la actividad deGAD vy la liberacion de GABA (Moreno y col.
2008). En este trabajo demostramos que la melatonina aumento el turnover
de GABA y la actividad d&AD. Los efectos positivosedenotan comé |

en tanto qu¥ indica efectos negativos.

Este conjunto de resultados sugieren que la melatonina podria revertir el desbalance entre sefiales
excitatoriase inhibitorias inducido por la hipertensiéon ocular cronica y a través de estos

mecanismos, la melatonina podria restablecer el equilibrio neuronal retiniano.
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A continuacion, se analizd el efecto de la melatonina sobre los otros posibles mecanismos
etiopatogénicos identificados en la neuropatia inducida por AH: el sistema nitrérgico y el sistema
de defensa antioxidante. La melatonina disminuyd significativamente la actividad de NOS vy el
uptake de L-arginina. Estos resultados se correlacionan con la descripcion previa de efectos
similares del metoxiindol en otras areas del sistema nervioso central de rata, como el hipotalamo
(Bettahi y col., 1996), el cerebelo (Pozo y col., 1997), y la corteza cefrelntal (Le6n y col.,

1998). Sin embargo, mientras que el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la actividad de
NOS en estos tejidos fue evidente a partir de una concentracién de 1 nM, en la retina de la rata
resultd evidente una mayor sensibilidadmetoxiindol, ya que el efecto inhibitorio sobre la
actividad de NOS ocurrio incluso a una concentracion de 0,1 nM, lo que sugiere que la NOS
retiniana podria ser mas susceptible a la melatonina. Ademas de inhibir la actividad de NOS, la
melatonina tiene la capacidad de actuar como scavenger de NO, generando al menos un productc
estable Ja N-nitrosomelatonina (Turjanski y col., 2000). En conjunto, estos resultados indican
que la melatonina modula el sistema nitrérgico de manera opuesta a la inducida por la

hipertension ocular, como se muestra en la Figura 71.
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Figura 71. Representacion esquematica del sistema nitrérgico retiniano y su
modulacion por la melatonina y la hipertension ocular. En esta Tesis se
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demostré que la hipertension ocular inducida por AH induce un aumento en la
actividad de NOS retiniana y en el uptalelL-argininay que la melatonina
regula estos parametros en un sentido contrario. Los efectos positivos se
denotan com@ , en tanto qu¥ indica efectos negativos.

Existe amplio consenso en que la melatonina es un potente inhibidor del estrés oxidativo. Los
mecanismos involucrados en el efecto antioxidante de la melatonina incluyen: a) actuar como
scavenger de radicales libres (Poeggeler y col., ;1B@8er y col., 2009), b) estimular las
enzimas antioxidantes (Rodriguez y col., 2004), c) aumentar la eficiencia de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial y reducir los niveles de radicales libres (Ledn y col., 2005) y d) aumentar

la eficacia de otros antioxidantes (Reiter y col., 2009). Los resultados de esta Tesis indican que la
melatonina aumento la actividad del sistema antioxidante enddégeno. En particular, se observo
que concentraciones fisioldgicas del metoxiindol incrementaron significativamente las
actividades de superoxido dismutasa (SOD) y los niveles de glutation reducido (GSH), aunque
no afectaron la actividad de catalasa. Ademas se observé una disminucion en la peroxidacion
lipidica retiniana.

La mayoria de los efectos de la melatonina descriptos en este trabajo fueron evidentes en
concentraciones en el rango nanomolar bajo (0,1 a 1 nM), compatibles con receptores de
melatonina de alta afinidad 100 pM) (Rosenstein y Dubocovich, 2001). Esta alta sensibilidad

de la melatonina sugiere que el metoxiiindol modula estos parametros retinianos, probablemente
a través de mecanismos mediados por receptor. No obstante, se ha descripto una variedad
considerable de efectos antioxidantes de la melatonina que involucran mecanismos no mediados
por receptor. Por lo tanto, parece probable que los efectos de la melatonina descriptos en este
trabajo pueden involucrar tanto mecanismos dependientes como independientes de la unién de
melatonina a receptores especificos. En suma, estos resultados junto con antecedentes de nuestr
grupo y de otros autores indican que la melatonina: 1) disminuye las concentraciones sinapticas

de glutamato, 2) aumenta la actividad del sistema GABAérgico retiniano, 3) disminuye la
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sintesis de NO y 4) es un antioxidante retiniano. Dado que la excitoxicidad glutaraatérgic
disminucién de la actividad GABAérgica, el aumento en los niveles de NO, y el dafio oxidativo
podrian constituir factores causales de la neuropatia glaucomatosa, este conjunto de evidencias
avalan la potencialidad del uso de melatonina con fines terapéuticos en el glaucoma. Esta
hipétesis adquiere una revelancia adicional si se considera que los niveles retinianos de este
metoxiindol disminuyen significativamente en animales inyectados con AH desde etapas
tempranas de hipertension ocular (Moreno y col., 2004). En la Figura 72 se resumen los efectos

de la hipertensién ocular y de la melatonina comparativamente.

S Melatonina
ocular
Glutamato * 4
NO * o
GABA $ t*
Dafio oxidativo * L 8

Figura 72. Representacion esquematica de los efectos retinianos
de la hipertension ocular y la melatonina. En este trabajo de Tesis
se demostré que la melatonina modulé todos estos parametros de
manera opuesta. Los efectos positigesdenotan coma' y los
efectos negativos como

Por lo tanto, el conjunto de resultados obtenidos permiten sugerir que mientras la administracion
de melatonina exdgena podria ser beneficiosa en el tratamiento del glaucoma, la caida en los
niveles endégenos del metoxiindol podria participaeleimicio de esta enfermedad. Sobre la

base de evidencias que indican que la melatonina modific6 con signo contrario varios de los
posibles mecanismos patogénicos asociados a la hipertensiéon ocular, la siguiente serie de
experimentos tuvo como objetivo demostrar formalmente el efecto del metoxiindol sobre las
alteraciones funcionales e histolégicas inducidas por hipertensiéon ocular cRariaeello, B

una serie preliminar de experimentos se intenté una aplicacion diaria del metoxiindol por via
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subcutanea, que debid ser descartada por las lesiones dérmicas provocadas en los animales lueg
de inyecciones repetidas, tanto de melatonina como de vehiculo. Por esta razén se opto por la
implantacion de un pellet subcutaneo de melatonina cada 15 dias. Para la eleccion del momento
mas propicio para el inicio del tratamiento con melatonina, se consideré en forma conjunta la
suma de los datos obtenidos respecto a la progresion de la neuropatia glaucomatosa experimenta
y de los fendmenos neuroquimicos identificados como posibles factores causales. En este
sentido, en el modelo de glaucoma experimental en ratas inducido por AH se han identificado
tres estadios diferentes, que presentan las siguientes caracteristicas:

» 3 semanas de hipertension ocular inducida por AHaumento en los niveles sinapticos de
glutamato, disminucién de la actividad GABAérgica, activacion del sistema nitrérgico, dafio
oxidativo incipiente y disminucion de los potenciales oscilatorios (POs), sin cambios en los
electrorretinogramas (ERGs), ni cambios histol6gibgeertension ocular asintomatica.

« 6 semanas de hipertension ocular inducida por AHpersistencia dia activacion del sistema
nitrérgico, aumento (respecto a 3 semanas) del dafio oxidativo y de la disminucién de los POs,
caida en los ERGs, sin cambios histolégigtsucoma moderado.

» 10 semanas de hipertensiéon ocular inducida por AHaumento (respecto a 6 semanas) del
estrés oxidativo, aumento (respecto a 6 semanas) de la disfuncién electrorretinogréafica,
disminucién en el nimero de células ganglionares y de fibras del nervio dptccoma
avanzado.

Teniendo en cuenta que la melatonina podria antagonizar algunos de los mecanismos
patogénicos de aparicion temprana, en una primera etapa, se realizaron experimentos disefiados
con el fin de demostrar un posible efecto preventivo de la melatonina sobre la neuropatia
glaucomatosa. Para ello, se inicié la administracion de melatonina 24 h antes de la primera
inyeccion de AH. Si bien este tratamiento preventivo es de escasa transferencia eventual a la

clinica, los resultados podrian permitir obtener indicios de significacion sobre el efecto de
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melatonina y dependiendo de la viabilidad de la hipétesis justificarian experimentos posteriores
con administracion de melatonina en una fase mas tardia.

Los resultados obtenidos mediante esta estrategia demuestran que la administracion de
melatonina previno las alteraciones electrorretinogréficas e histologicas inducidas por
hipertension ocular. En cuanto a la actividad electrorretinografica, los resultados indican que la
melatonina redujo significativamente la caida en el ERG escotépicdujo una proteccion
también significativa de los efectos deletéreos de la hipertension ocular cronica sobre las células
en la CCG. A pesar de la neuroproteccion significativa obseemdhglaucoma experimental
inducido por AH, la relevancia de estos resultados estd limitada por el hecho de que la
melatonina se administré6 en forma previa al inicio de la hipertension ocular. Por lo tanto, la
siguiente serie de experimentos tuvo por objeto examinar si la melatonina no sélo previene sino
también reduce el dafio glaucomatoso. Los presentes resultados indican que el tratamiento con
melatonina iniciado en etapas méas avanzadas de glaucoma experimental (es désemémé

de hipertension ocularjndujo también una proteccién significativa en estas condiciones. Al
presente, no se dispone de una explicacion clara para estos resultados. Trabajos previos de
nuestro laboratorio, han demostrado cleaumento en las concentraciones de glutamato
sinaptico (Moreno y col., 2005b) y una disfuncion GABAérgica (Moreno y col., 2008) ocurren
antes de la'8semana de tratamiento con AH. En este trabajo hemos demostrado que la cinética
del efecto de la hipertension ocular sobre la actividad del sistema nitrérgico es similar, es decir,
es también un evento relativamente temprano en el curso de la enfermedad. Por lo tanto, parece
posible que las alteraciones en el glutamatdbl@ly el GABA pueden desencadenar un insulto
inicial responsable de la iniciacion del dafio que es seguido por una degeneracion mas lenta y
secundaria que finalmente resulta en la muerte celular. En ese sentido, en trabajosehavios
demostrado que el estrés oxidativo es un fendmeno mas duradero que persiste incluso a las 10

semanas de hipertension ocular (Moreno y col., 2@gste escenario, el efecto preventivo de
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la melatonina (evidenciado por la administracion de melatonina antes de la primera inyeccion de
AH) podria explicarse por la disminucién de los niveles de glutamato y N@y,el aumento en

las concentraciones de GABA, mientras que su efecto terapéutico (evidenciado por la
administracion de melatonina a partir de fasemana de hipertension oclilpodria explicarse
fundamentalmente por su efecto antioxidante. En este contexto, el hecho de que la melatonina
resultd similarmente eficaz en los animales tratados desde el inicio que con un tratamiento mas
tardio, podria apoyar la hipétesis de que en ambos casos, la melatonina es capaz de revertir el
dafio oxidativplo que podria ser un factor clave en la disfuncion glaucomatosa y la muerte
celular.

El efecto de la melatonina sobre la PIO es aun controversial. Varios estudios no encontraron
efedos de la aplicacion topica, inyeccion intravenosa o intravitrea de melatonina sobre la PIO de
conejo (Kiuchi y col., 1993; Meyer-Bothling y col.,, 1993), mientras que otros grupos han
demostrado que la administracion oral o tépica reduce significativamente la PIO en conejos
(Pintor y col., 2001), monos (Serle y col., 2004) y humanos (Samples y col., 1988). En las
condiciones experimentales usadas en este tratlgjellet de melatonina no modifico la PIO
durante las 10 semanas de tratamiento con AH. Por el momento, no disponemos de ninguna
explicacion para esta discrepancia. Sin embargo, las diferencias en la especie (ratatoen nue
caso), la via de administracion o la dosis podrian ser responsables de estas diferencias.

Se ha sugerido que la neuroproteccion en el glaucoma implica el uso de drogas o productos
quimicos para frenar cualquier causa que provoca la pérdida de la vision (la muerte de)las CGR
sin afectar la P1O. Para ser eficaz, un neuroprotector debe llegar a ladelbeaaio optico y/o

las CGR y por lo tanto probablemente la administracion deba ser via oral. Como se demostro en
este trabajo, administrada por via subcutanea, la melatonina alcanza la retina, aumentando los
niveles locales de metoxiindol. Considerando que un compuesto con estas caracteristicas se

distribuira en forma sistémica, cualquier efecto secundario de un neuroprotector debe ser
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reducida al minimo. Ademas, las CGR pueden morir por diferentes mecanismos en el glaucoma,
lo que sugiere que un neuroprotector con la capacidad de poseer un amplio espectro de accion
probablemente sea més eficaz frente al ddfffaucomatoso. Los resultados obtenidos indican

que la melatonina podria cumplir con todos los requisitos para ser incluidos en el arsenal de
recursos terapéuticos oftalmologicos, particularmente como neuropraeeiotratamiento del
glaucoma. Sola o en combinacion con una terapia ocular hipotensora, el tratamiento con
melatonina, un compuesto muy seguro para el consumo humano (revisado en Morera y col.,
2001; Seabra y col., 2000; Nordlund y Lerner, 1977), podria constituir una nueva herramienta
terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad visual prevalente e invalidante.

Los siguientes objetivos de este trabajo de Tesis fueron analizar otras dos estrategias terapéuticas
para el tratamiento del glaucoma. Sin embargo, como ya se menciono, el proveedor de AH
(Sigma®) sorpresivamente interrumpio en forma definitiva su produccion, lo que resulté un gran
perjuicio para la continuidad de esta linea de trabajo. A pesar de multiples intentas no
resultd posible reemplazar el AH (Sigma®, n° de catalogo H1751) con otras preparaciones de la
misma empresa u otros origenes, lo que nos llevo a la busqueda de un modelo alternativo de
glaucoma experimental en ratas. Sobre la base de las consideraciones mencionadas en la
Introduccion, los experimentos cuyos resultados se discutirdn a continuacion tuvieron por objeto
desarrollar un modelo alternativo de glaucoma experimental en ratas a través de inyecciones
intracamerales de condroitin sulfatoS). Los resultados obtenidos indican que una inyeccion
aguda de CS en la camara anterior del ojo de rata aumentd significativamente la PIO en
comparacion con los ojos inyectados con vehiculo, en forma dependiente de la dosis. Una
inyeccion unica de 40% de CS mantuvo niveles elevados de PIO durante siete dias, alcanzando
valores similares al control en éPglia post-inyeccién. Aunque el destino intraocular del CS es

aun desconocido, el descenso lento de la PIO observado después de una inyeccion Unica, sugiere

que el CS podria salir de la camara anterior por el flujo de humor acuoso y/o ser degradado por
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una actividad de condroitinasa local. Dado que el aumento de la PIO fue transitorio, se realizaron
inyecciones semanales de CS con el fin de mantener un aumento sostenido de este parametro. Le
PIO de los ojos tratados semanalmente con CS alcanz6 un nivel de estado estacionario similar al
provocado por una inyeccion Unica de CS, que fue significativamente mayor que el de los ojos
inyectados con vehiculo y se prolong6 a lo largo de la duracién del estudio (10 semanas).
Diversos viscoelasticos que contienen ABS, como el Viscoat ® (3,0% AH - 4,0% CS) se han
convertido en herramientas casi imprescindibles en la cirugia del segmento anterior del ojo
humano para reducir el trauma del tejido y la pérdida de células endoteliales, asi como para
mantener el volumen de la cAmara anterior. Sin embargo, es bien sabido que estos agentes sor
responsables de causar o exacerbar un aumento transitorio pero significativo de la PIO después
de la cirugia. Dado que los agentes viscoelasticos con AH pero sin CS como el Healon (1% AH),
el Healon ® 5 (2,3% AH) y el GV Healon ® (1,4% AH) también aumentan la PIO en humanos,

el efecto hipertensivo del Viscoat® podria ser atribuido al AH. De hecho, como ya se menciong,
en trabajos previos demostramos que la inyeccion intracameral de AH induce un aumento
significativo de la PIO en ratas. Aunque se ha demostrado que la administracion intracameral de
CS aumenta la P1O en gatos pero no en conejos (Zhu y Cai, 1992), el efecto del CS s@bre la PI
de ratas no habia sido previamente examinado. Inyecciones repetidas de CS (9 mg/ojo) en la
camara anterior de ojos de gato aumenta la PIO en 4 a 7 mm Hg por encima de lgjafe los
control (Fei y col., 1984), en tanto que en ojos de ratas se observd un incremento de casi un
100% (~ 10 mm Hg) en ojos inyectados con CS al 40% (8 mg/ojo). Dado que la camara anterior
del ojo de rata es muy estrecha, la mayor hipertension ocular provocada por el CS en la rata que
en el gato podria atribuirse al hecho de que las concentraciones intracarmeaidsde CS en

el ojo de rata podrian ser superiores a las alcanzadas en el ojo de gato. Ademas, no puede

descartarse una menor capacidad de lavado del CS en la camara anterior de la rata.
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La eficacia del CS para aumentar la PIO en la rata fue similar a la obtenida a través de
inyecciones de AH. Sin embargo, para alcanzar una hipertension ocular similar, fue necesaria
una mayor concentracion de CS (40%) que de AH (1%). El dominio de AH es dependiente de la
concentracién y forma una red polimérica continua a una concentracion de 1 mg/ml. Por el
contrario, el dominiale CS es limitado y adquiere una configuracion de “cepillo para botellas”

sin formar una red polimérica. Ademas, numerosas moléculas de CS se unen a una sola columna
vertebral de AH para formar el agregado de un proteoglicano tipico. Por lo tanto, es esperable
que la cantidad de CS necesaria para aumentar la PIO sea mucho mayor que la de AH. Estos
resultados confirman el conocimiento preexistente sobre la polimerizacion de AH y las
propiedades de agregacion del CS. Por otra parte, ademas de las diferencias estructurales,
diferencias en el turnover de estos dos glicosaminoglicanos (GAGs) podrian explicar esta
observacion. A pesar de las concentraciones relativamente altas de CS necesarias para inducir
una hipertension ocular sostenida, no se observaron signos de inflamacién en los ojos inyectados
crénicamente con CS.

Se ha sugerido que los GAGs pueden reducir el diametro funcional de los canales de flujo a
través de los espacios corneoesclerales intertrabeculares profundos y/o regular el flujo a través de
la membrana basal juxtacanalicular. Por lo tanto, es posible que el CS inyectado en forma
intracameral actie de manera similar al CS enddgeno (es decir, impidiendo el flujo normal de
humor acuoso). Es bien sabido que la hipertension ocular desempefia un rol causal, aunque no
necesariamente exclusivo, en la pérdida visual glaucomatosa. De hecho, no todos los modelos
experimentales de hipertension ocular crénica causan las mismas alteraciones en la retina o en la
cabeza del nervio 6ptico. Por lo tanto, los siguientes experimentos se realizaron con el fin de
evaluar las consecuencias funcionales e histolégicas de la hipertension ocular cronica inducida

por inyecciones semanales de CS.
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Diversas observaciones de nuestro grupo y de otros autores indican que algunos componentes de!
ERG pueden ser afectados en modelos experimentales de glaucoma. Considerando que las
inyecciones crénicas de CS indujeron una disminucion significativa en la amplitud de las ondas a
y b del ERG escotdpico que fue evidente a las 6 semanas de tratamiento, los resultados obtenidos
en esta Tesis apoyan esta observacion. Ademas, el hecho de que se observara una reduccio
adicional de estos parametros después de 10 inyecciones semanales de CS sugiere una disfuncio
retiniana progresiva asociada con la hipertension ocular cronica, una caracteristica comun con el
glaucoma humano. En concordancia con estos resultados, en un modelo de glaucoma
experimental inducido por oclusion de tres venas epiesclerales en ratas, se demostré una
disminucién significativa de la amplitud de las ondas a y b del ERG (Bayer y col., 2001a).
Cambios similares en el ERG de flash se demostraron en el raton DBA/2J, un modelo
espontaneo de glaucoma de angulo cerrado (Bayer y col.,, 2001b) y en ojos inyectados
cronicamente con AH en la camara anterior (Moreno y col., 2005a). Por otra parte, Viswanathan
y col., (2000), demostraron cambios en el ERG que se correlacionan con las respuestas en el
ERG pattern en un modelo de glaucoma inducido por aplicacion de laser en monos. Asimismo,
se ha descripto una reduccion significativa en la amplitud de la onda b del ERG escot6pico en
ratas Brown Norway con inyeccién de solucidn hipertonica salina en una vena epiescleral
(Chauhany col., 2002).

Aunque los potenciales visuales evocados (VEPS) reflejan la actividad de todas las células de la
via optica desde los fotorreceptores a la corteza visual, incluyendo las CGR y sus axones, ningun
trabajo ha evaluado previamente los VEPs en modelos experimentales de glaucoma en roedores.
En humanos, se ha demostrado que el glaucoma afecta los VEPSs, provocando tanto reducciones
en la amplitud (Papst y col., 1984) como aumentos en la latencia (Towle y col., 1983). Sin
embargo, mas recientemente (Grippo y col., 2006) demostraron solo retrasos moderados en los

VEPs de ojos glaucomatosos. Los resultados obtenidos en esta Tesis indican una disminucion
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significativa en la amplitud (pero no en la latencia) del componente N2-P2 del VEP en ojos
expuestos a hipertension ocular inducida por CS, que podria atribuirse a una reduccién en la
llegada de sefales a la corteza visual y/o a alteraciones a nivel cortical. En comcaaianc

estos resultados, se demostrd una reduccion en la amplitud de los VEPs en monos con glaucoma
experimental (Johnson y col., 1989). A pesar de las diferencias inter-especie en los generadores
neuronales de los componentes del VEP, es posible que esta respuesta se origine en la corteza
Por lo tanto, es posible especular que las inyecciones crénicas de CS puedan afectar la respuest:
post-sinaptica del nervio 6ptico, ademas de las CGRs y la cabeza del nervio optico.

La disfuncién retiniana descripta resultd dependiente del tiempo de hipertension ocular, ya que
se observd una mayor disminucion del ERG y los BHas 10 que a las 6 semanas de
hipertension ocular, y no se observaron cambios en estos parametros después de 3 semanas d
tratamiento con CS.

En cuanto a la arquitectura de la retina, se observo un dafio significativo limitado a la CCG y los
axones del nervio 6ptico en los ojos inyectados con CS a las 10 semanas de tratamiento. En los
ojos inyectados con vehiculo, se observé una morfologia intacta y compatible con un nervio
Optico sano. Los axones individuales fueron generalmente uniformes y con un empaquetamiento
estrecho formando las fibras del nervio. Por el contrario, en los ojos hipertensos se observé una
pérdida de la integridad del nervio, asi como una alteracién en la forma de los axones. Ademas,
resulté evidente una disminucion marcada en el nimero de axones, siendo los axones grandes
significativamente mas vulnerables que las fibras de diametro pequefio. Parece poco probable
que este resultado pueda atribuirse a un encogimiento de los axones, ya que no se observaror
cambios hacia diametros mas pequefios en la distribucion del diametro axonal. Esta pérdida de
uniformidad a nivel de axones individuales podria explicar la pérdida total de uniformidad e
integridad del nervio Optico. En concordancia con estos resultados, se ha demostrado una pérdida

preferencial de los axones grandes del nervio 6ptico en otros modelos de glaucoma experimental
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en ratas y monos (Levkovitch-Verbin y col.,, 2002; Glovinsky y col., 1991, Moreno y col.,
2005a). En suma, estos resultados indican que inyecciones semanales de CS indujeron una
elevacion moderada y sostenida de la P10, que a su vez, provoco alteraciones significativas en la
funcion y la histologia retiniana, compatibles con las alteraciones inducidas por el glaucoma
humano de angulo abierto. Por otra parte, junto con las evidencias que demuestran mayores
niveles de CS en la malla trabecular de pacientes con glaucoma (Knepper y col., 1996), estos
resultados sugieren que el aumento de los niveles de CS podria desempefiar un papel clave en I
desregulaciéon de la PIO caracteristica del glaucoma. Esta nueva herramienta, permitié continuar
con el cumplimiento de los objetivos originales de este trabajo de Tesis, es decir el estudio del
efecto de la induccion de tolerancia isquémica y la NOR como estrategias terapéuticas para el
tratamiento del glaucoma experimental.

Los resultados obtenidos indican que una aplicacion semanal de pulsos de 5 minutos de isquemi
retiniana, que carecié de efectos per se, redujo las alteraciones funcionales e histologicas
inducidas por la hipertension ocular crénica provocada por inyecciones semanales de CS. La
proteccion de la retina inducida por pulsos de isquemia fue independiente de la hipertension
ocular, como lo sugiere el hecho de que los pulsos de isquemia no afettanomento de la

P10 inducido por las inyecciones de CS.

El glaucoma humano de angulo abierto es una neuropatia Optica progresiva. Analogamente a lo
descripto respecto al modelo de glaucoma inducido por AH, también en el modelo inducido por
CS hemos identificado diferentes etapas con las siguientes caracteristicaemanas de la
hipertension oculahipertension ocular asintomatica ii) 6 semanas de la hipertension ocular
glaucoma moderadoy iii) 10 semanas de la hipertensiéon ocutdaucoma avanzadoCon el

fin de evaluar si la induccidon de la tolerancia isquéresaapaz de reducir la progresion del
glaucoma, la aplicacion de pulsos de isquemia catnarnas 6 semanas de tratamiento €&

un intervalo en el que las alteraciones funcionales ya son evidentes.
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La aplicacion semanal de pulsos de isquemia, evitd la disminucion de la amplitud de las ondas

y b del ERG y de la amplitud del componente N2-P2 del VEP inducida por la hipertensién ocular
cronica, avalando el concepto de que la induccion de la tolerancia isquémica no sélo [aeservé
funcidén retiniana, sino también la actividad de todas las células en la via desde los
fotorreceptores hasta ¢arteza visual, incluyendo CGR y sus axones.

Ademas de las CGR, la CCG esta compuesta por un numero de células amacrinas desplazadas
NeuN es una proteina de unién al ADN que identifica en su mayoria a poblaciones neuronales
maduras y que ha sido utilizada como un marcador especifico de CGR (Buckingham y col.,
2008; Canola y col., 2007; Dijk y col., 2007), mientras que ThgsLlina glicoproteina de
superficie que se expresa exclusivamemilas CGR. En la retina de los ojos inyectados@8n

sin pulsos ddasquemia, se observo una pérdida significativa de células en la CCG, como se
muestra en los cortes tefiidos con H&E o DAPI. También se observo una disminucion de células
inmunomarcadas con NeuN y Thy-1, sin cambios en el espesor de las distintas capas de la retina.
Estas caidas fueron diferentes entre si. La aplicacion semanal de pulsos breves de isquemia
redujo significativamente el efecto de la hipertension ocular crénica sobre el numero de células
en la CCG, asi como en el nUmero de células apoptéticas localizadas en esta capa. Ademas, la
induccion de tolerancia isquémica redujo significativamente la disminucién en el nimero de
axones del nervio optico.

Aunque la influencia de la duracion y frecuencia de los pulsos de isquemia en la protetxion de
retina mereceria ser examinada con mayor detalle, estos resultados indican que con la
condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, se logré una proteccion significativa frente
alas alteraciones retinianas provocadas por la hipertension ocular crénica.

Multiples pruebas experimentales sugieren que el dafio glaucomatoso puede involucrar un
componente isquémico (Flammer y col.,, 2002amamoto y Kitazawa., 1998). El pre-

condicionamiento isquémico (PCI) y el post-condicionamiento (PostC) son estrategias altamente
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eficaces para protegata retinay amuchos otros tejidos frente a un episodio isquémico agudo
deletéreo. Sin embargo, al presente no se dispone de ningun antecedente sobre la posibilidad de
inducir proteccion frente a un dafio cronico a través de la aplicacion de estimulos condicionantes.
Un numero considerable de enfermedades (visuales y no visuales) involucra componentes
isquémicos subumbrales o moderados, pero sostenidos en el tiempo. En este sentido, los
resultados obtenidos en esta Tesis constituyen la primera evidencia experimental que avala la
posibilidad de inducir una proteccion isquémica que se prolongue en el tiempo, lo que permitiria
amplificar en forma considerable la potencialidad terapéutica de este recurso, que podria inducir
reacciones adaptativas a nivel celular que permitan establecer lo que podria denominarse un
“fenotipo de proteccion latente”, protegiendo latejido frente al dafio isquémico crénico. Quedan

aun por elucidar los mecanismos responsables de la proteccion de la retina contra el dafio
glaucomatoso inducida por los pulsos de isquemia. Existen varios mecanismos comunes en la
patogenia del dafio isquémico y del dafio glaucomatoso. En este sentido, el estrés oxidativo, la
excitotoxicidad, la acidosis celular, la inflamacién y otros mecanismos, posiblemente actuando
en tAndem, constituyen fenbmenos relevantes tanto en la isquemia retiniana como en el
glaucoma y de hecho, entre todos los tipos celulares retinianos, las CGR son las més susceptibles
al dafo isquémico y glaucomatoso (Quigley, 1999). Como ya se menciond, diversas evidencias
apoyan la hipotesis de que el dafio oxidativo desempefa un papel clave en el dafio glaucomatoso
(Moreno y col., 2004; Tezel, 2006). Los resultados obtenidos en esta Tesis, indican que la
hipertension ocular inducida por inyecciones cronica€8@aumentoé la peroxidacion lipidica
retiniana y que la induccion de tolerancia isquémica disminuyo este parametro. Por lo tanto, sin
excluir la activacion de otras vias de transduccion asociadas al PCIl en la retina, como la
adenosina, los canales mitocondriales ded&pendientes de ATPa proteina quinasa C, las
proteinas de shock térmicoeyNO (Roth, 2004; Li y col., 2000; Sakamoto y col., 2001), entre

otras, y en base al hecho de que los pulsos de isquemia evitaron el aemianeroxidacion
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lipidica, es posible postular que la induccion de tolerancia isquémica podria comportarse como
una terapia antioxidante.

Si bien una isquemia breve constituye el estimulo prototipico dél é¥Cposible inducir
tolerancia isquémica por la exposicion de animales o células a diversos tipos de estimulos
enddgenos o exdgenos que no son necesariamente de naturaleza isquémica, como la oxigenaciot
hiperbarica (Yu y col., 2005) la hipertermia (Kwong y col., 2003) entre otros, de forma tal que

un determinado estresor puede inducir “tolerancia cruzada” respecto a un estresor de distinta
naturaleza. En nuestro laboratorio, se ha demostrado que una inflamacién moderada inducida por
una Unica inyeccion intravitrea de lipopolisacarido bacteriano provee una proteccion retiniana
significativa contra la lesion por isquemia/reperfusion (Franco y col., 2008). De hecho, el PCI
también induce proteccion en la retina frente a un insulto no isquémico, como por ejemplo el
dafo por luz interss(Casson y col., 2003%e ha propuesto que la tolerancia isquémica provoca

la atenuacién de una gran variedad de mecanismos que inducen dafo, incluyendo la
excitotoxicidad, el desequilibrio ionico, el estrés oxidativo y nitrosativo, la disfuncion
metabdlica, la inflamacion y finalmente la muerte celular por necrosis 0 apoptosis (revisado en
Gidday, 2006). Varios de estos mecanismos han sido involucrados en el dafo glaucomatoso. Por
lo tanto, aunque los resultados obtenidos no apoyan necesariamente la participacién de dafio
isquémicoen el glaucoma, estos resultados indican que la induccion de la tolerancia isquémica
provee proteccion contra el dafio glaucomatoso. Muchos agentes quimicos suministrados de
forma exogena (por ejemplo citoquinas inflamatorias, anestésicos e inhibidores metabdlicos),
también pueden inducir tolerancia isquémica, lo que permite prevenaurefuturo préximo el

PCly el PostC podrian ser inducidos farmacolégicamente (revisado en Gidday, 2006). Por lo
tanto, estos resultados indican que la induccion de tolerancia isquémica podria constituir una

nueva estrategia terapéutica para el tratamiento del glaucoma.
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La NOR es uno de varios intentos para tratar quirdrgicaneentdusion de la vena central de la

retina (OVCR). A pesar de losesultados alentadores iniciales, este procedimiento adn es
controversialy resulta necesario realizar estudios en animales de laboratorio para comprobar su
eficacia, examinar los mecanismos involucrados y analizar los posibles efectos adversos. Los
experimentos realizados en este trabajo tuvieron como primer objetivo analizar las consecuencias
tempranas tanto funciorescomo histologicas de este procedimiento en ojos de rata normal (sin
OVCR), considerando el conjunto de evidencias que cuestionan este procedimiento quirdrgico
esencialmente por los efectos colaterales de la cirugia pea B®R realizada en el ojo de un
cadaver humano resulté en una lisis del canal escleral en la cabeza del nervio 6ptico (Altaweel
col.,, 2007). En ojos de rata, la NOR provocé soélo pequefios cambios histopatologicos,
incluyendo un defecto menor en la lamina cribosa y en el anillo escleral que rodea al nervio
optico que no afectd significativamente las funciones oculares. En todos los intervalos
estudiados, no se observaron lesiones en la vena ni en la arteria central de la retina, ni se observc
una hemorragia vitrea significativa. Tampoco se observaron otras complicaciones de
consideracion, como la perforacion del globo ocular o desprendimiento de retina. La respuesta de
cicatrizacion de la herida post-NOR en ratas evolucion6 mas rapidamente que la descripta
ojos de cerdo (Czajka y col., 2004). Sin embargo, los hallazgos observados a nivel
histopatol6gico mostraron una apariencia similar de la cicatriz tanto en ratas como en cerdos, con
una leve pérdida de axones distales al sitio de la neurotomia, representados por haces de fibras
irregulares y un posible aumento en la glia interaxonal.

Al presente, ningun estudio ha analizado efectos tempranos de la NOR sobre las funciones
visuales en ojos de animales. Para evaluar la funcion de la retina, se registraron ERGSs
escotopicos en ojos con operacion simulad&dl@R. Se observo sélo una pequeia (pero
significativa) disminucion en la amplitud de las ondas a y b del ERIBs ojos sometidos a

NOR, en comparacion con los ojos con operacion simulada a las 24 horas, mientras7que 3 0
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dias post-cirugia no se observaron diferencias entre los grupos experimentales. Los cambios
transitorios y reversibles en el ERG se correlacionaron con los hallazgos histopatolégicos y se
hicieron evidentes s6lo después de un corto periodo después de la cirugia (h)ladssigs
resultados indican que la NOR no afect6 la funcion de la via visual, o que avala la idea de que
esta operacion en ratas no provocO dafio en las fibras del nervio 6ptico, en contraste con lo
descripto en algunos estudios de NOR en humanos (Vogel y col., 2006). Ademés, no se
observaron cambios en el reflejo pupilar aferente o eferente o en EnRI®0jos sometidos a

NOR.

Un aspecto central en cuanto a la relevancia de estos hallazgosrdsisieiferencias entre el

ojo de la rata y el ojo humano. Aunque resultados de algunos autores indican que la lamina
cribosa en el ojo de rata es delgada y poco desarrollada (Johansson, 1983), el ojo de rata es
ampliamente reconocido como un buen modelo para estudios oftalmol6gicos, debido a que su
anatomia es similar a la del ojo humano. De hecho, se demostré que la cabeza del nervio éptico
de la rata posee una lamina cribosa con proteinas estructurales casi idénticas a la de los primates
(Morrison y col., 1995 Albrecht May, 2008 Por el contrario, otros modelos animales, por
ejemplo conejo, pollo o codorniz, no resultan adecuados para el estudio de la lamina cribosa
debido a la mielinizacion de los axones en la region de la lamina, lo que cambia drasticamente la
composicion celular y la reactividad mecénica de esta estruétdesmas, la retina de estas
especies es avascular, lo que probablemente tiene una gran influencia en el suministro de sangre
a nivel de la cabeza del nervio 6ptico. (Albrecht May, 2008)

En la rata, la arteria central de la retina (ACR) deriva de una rama de la arteria oftalmida antes

su ramificacion en las arterias ciliares posteriores. En la arteria oftdlmica se encuentra
regularmente present@aforma de V intra-arterial, justo antes de la bifurcacién de la ACR, que
podria influir en el flujo vascular de esta region (May y Litjen-Drecoll, 2002; Lassmann y col.,

1972; Bisaria y Sud, 1977). La ACR se extiende hacia la esclera y entra en el nervio Optico de
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forma oblicua a nivel de la esclera y la coroides hacia el centro de la cabeza del nervio Gptico,
donde se ramifica aun mas, formando las arterias retinianas. Los vasos centrales de la retina de
los primates se derivan de una arteria central de la retina y una vena celatrativa (VCR).

La ACR proviene de la arteria oftdlmica y entra en el nervio 6ptico posteriormente a la lamina
cribosa.La VCR se extiende paralelamente a la arteria, a través de la lamina cribosa. Ambas
ramas vasculares se encuentran en el centro de la cabeza del nervio optico formarsts los va
retinianos principales. Por lo tanto, se debe tomar en cuenta el aporte vascular y la localizacion
de los vasos centrales de la retina de rata al camiparresultados con los estudios realizados

en humanos. Aun con estas diferencias, estos animales de laboratorio de bajo costo, pueden sel
Utiles como modelos para comprender el comportamiento de la lamina cribosa. Principalmente
debido al pequefio tamafo de los ojos de la rata, fue necesario un entrenamiento intensivo con el
fin de optimizar el procedimiento quirdrgico. Sin embargo, después de este entrenamiento,
hemos logrado obtener resultados reproducibles, tanto a nivel funcional como histoldgico.
Todavia no nos encontramos en condiciones de estabiezfecivamente la NOR permite la
descompresion de la vena central de la retina por medio de la creacion de un espacio perivascular
en la lamina cribosa. Por otra parte, los efectos de la NOR pahialiferentes en ojos
isquémicos yenlos no isquémicos. Sin embargo, estos resultados, constituyen el primer estudio
de los efectos histolégicos y funcionales de la NOR e indican que en ojos normales de ratas, esta
cirugia provoca solo pequeiios cambios funcionales e histologicos.

Ahora bien, habiendo demostrado que la NOR solo provoco alteraciones menores en ojos de
ratas control, se consideré de interés analizar el efecto de esta maniobra quirdrgica en el modelo
de glaucoma experimental inducido por CS. Para ello, y sobre la base de las consideraciones ya
mencionadas en lo concerniente al estudio del efecto de la melatonina, en primer lugar se evaluo
el efecto preventivo de la NOR sobre el dafio glaucomatoso, realizando la cirugia a las 3 semanas

de tratamiento con CS. Por primera vez, los resultados obtenidos indican que la NOR, que no
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provoco ningun efecto per se, previno las alteraciones funcionales e histolégicas inducidas por la
hipertension ocular crénica en el ojo de rata. La proteccion de la retina inducida por NOR fue
independiente de la hipertension ocular, dado que no se afect6 el aumento de la PIO inducido por
las inyecciones de CS. Una vez demostrado el efecto preventivo de la cirugia y considerando las
limitaciones traslacionales de estos resultados, en la siguiente serie de experimentos, se examino
si la NOR no solo es capaz de prevenir, sino también de reducir la neuropatia glaucomatosa. Para
ello, la NOR se realiz6 a las 6 semanas de tratamiento con CS, un intervalo caragierizado
alteraciones funcionales significativas. Los presentes resultados indicathcquéas 6 semanas

de la hipertensiéon ocular la NOR indujo una proteccion contra el dafio glaucomatoso
experimental, tanto a nivel funcional como histolégico, similar a la observada en los ojos
sometidos a NOR en una fase asintomética de hipertension ocular (es decir, a las 3 semanas de
tratamientd. La NOR realizada a las 3 y 6 semanas de hipertension ocular previno y atenué
(respectivamente) en forma parcial la disminucion de las amplitudes de las ondas a y b del ERG
y previno y redujo en forma total, respectivamente, la disminucion de la amplitud del
componente N2-P2 del VEP inducida por inyecciones semanales de CS. No se dispone de una
interpretacion clara respecto a la proteccién parcial en el ERG y total en los VE&®bSigo,

la diferencia en la sensibilidad de ambos estudios podria constituir un factor clave en este
sentido. A nivel histolégico, la NOR también confirid neuroproteccién a niveles de la CCG
demostrada por los resultados obtenidos con la tincion de H&E, DAPI y los marcadores
especificos de CGR (NeuN, Thy-1 y Brn3a). En retinas de ojos inyectados con CS y sometidos a
una operacion simulada se observo una disminucion en los niveles de estos marcadores. Esta
disminucién se redujo significativameng@ ojos hipertensos sometidosN®OR, tanto a las 3

como a las 6 semanas de tratamiento. La proteccion inducida por la NOR en ambos intervalos
fue también evidente a nivel del nervio 6ptico. Adert@djsminucion en el nimero de axones

en los animales tratados con CS con operacion simulada no fue evidente en los ojos sometidos a
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NOR. Considerando la eventual relevancia que tendria en la Oftalmologia Clinica el desarrollo
de un nuevo abordaje quirdrgico para el tratamiento del glaucoma, se consider6 necesario validar
las ventajas terapéuticas de la NOR en otro modelo de glaucoma experimental previamente
desarrollado por otros autores (Shareef y col. 19@mpliamente validado (Garcia-Valenzuela

y col. 1995; Mittag y col. 2000; Grozdanic y col. 2003; Wang y col. 2005), que consiste en la
cauterizaron de tres venas epiesclerales. Este modelo difiere considerablemente del modelo de
glaucoma inducido por CS. En particular, en concordancia con lo descripto por otros autores, la
cinética de las alteraciones retinianas es mas rapida que la observada en el modelpde CS y

tal motivo, los intervalos en los que se realizé la NOR vy los intervalos de evaluacion de sus
efectos fueron mas tempranos. En este modelo, la hipertension ocular no es resultado de una
alteracion trabecular sino post-trabecular, lo que podria constituir un escenario diferente en lo
que respecta a las consecuencias de esta manipulacion sobre las funciones visuales. Sin embargc
también en este caso se demostr6 que la NOR previno y atenué significativamente el dafio
funcional e histologico provocado por la hipertension ocular inducida por la cauterizacion de las
venas epiesclerales, lo que representa un aval adicional a las ventajas terapéuticas de esta cirugia
Los mecanismos responsables de la neuroproteccion de la retina contra el dafio glaucomatoso
inducida por NOR aun no se conocen. Durante los dltimos 30 afios, persiste un activo debate
sobre la génesis del dafio de los axones localizados dentro de la lamina cribosa. En patrticular, la
controversia se ha centrado en si la PIO (hipGtesis mecanica) o el suministro de sangre en la
cabeza del nervio optico (hipotesis vascular) es responsable del dafio axonal en esta enfermedad.
Sin embargo, los estudios de la anatomia de la lamina cribosa y la esclera peripapilar, indican
que los eventuales efectos mecanicos y los componentes wvascslar encuentran
inseparablemente interconectados entre si en el dafio glaucomatoso. Por ejemplo, previo al dafo
estructural de la cabeza del nervio Optico, el dafio provocado puramente por la PIO podria afectar

negativamente el suministro de sangre a los segmentos de la lamina de los axones a través de I
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deformacion del tejido conectivo que contiene los capilares. Ademas, el aumento de la PIO
podria remodelar la matriz extracelular de la ldmina cribosa afectando el transporte de nutrientes
a las CGR. Por otro lado, la insuficiencia primaria en el suministro de sangre a la region laminar
podria inducir cambios en el tejido conectivo de la lamina cribosa, debilitando a esta estructura y
haciéndola mas propensa a dafiarse frente a un estrés mecéanico inducido por el aumento de le
PIO (Roberts y col., 2010). Ademds, se ha demostrado que un dafio local en la ldmina podria
alterar el transporte axonal retrégrado de factores troficos desde el coliculo superior (principal
area de proyeccion retiniana), tanto en humanos como en modelos de glaucoma experimental
(Anderson y Hendrickson, 1974, Quigley y Anderson, 1976, 1977; Minckler y col., 1977).

Si bien la idea original de la NOR fue descomprimir la presion en la cabeza del nervio optico
producto de la OVCR, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sugieren que la relajacion
del anillo escleral en la region prelaminar y laminar de la cabeza del optido podria aliviar

la presion en el tejido conectivo, que a su vez, podria prevenir la aparicion y atenuar la
neuropatia glaucomatosa, manteniendo la integridad estructural, el suministro de oxigeno y de
nutrientes y recuperar el correcto transporte axonal, de forma de evitar la pérdida de fibras
nerviosas en ojos hipertensos. Se ha postulado que el estrés relacionado con la PIO no sélo
provoca cambios en el tejido conectivo de la ldmina cribosa sino también alteraciones en los
componentes celulares de este tejido, incluyendo astrocitos, células gliales y endoteliales y
pericitos, junto con su membrana basal y axones de la cabeza del nervio 6ptico (Byrgmyne

2004). En la actualidad, no hemos podido determinar si existe un tipo celular especifico como
blanco de los efectos de la NOR, aspecto que se planea analizar en un futuro proximo.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que un tratamiento cronico
con melatonina, la induccidon de tolerancia isquémica y la NOR proveen una proteccion
altamente significativa tanto a nivel histologico como funcional contra el dafio retiniano inducido

por glaucoma experimental.
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Consecuencias conceptuales de los resultados y perspectivas futuras

La Oftalmologia Experimental constituye un area de vacancia en el panorama cientifico
nacional. Si bien existen en nuestro pais algunos grupos de investigacién basica dedicados al
estudio de diversos aspectos de la Fisiopatologia Ocular, asi como un alto nivel de desarrollo en
Oftalmologia Clinica, no se dispone al presente de una interfase bésico-clinica fluida que permita
encarar esta temética en forma integral. En este sentido, el presente proyecto ha contribuido a
cimentar una soélida colaboracién entre investigadores basicos y profesionales de trayectoria en la
practica clinica oftalmoldgica, que permitié encarar probleméaticas oftalmoldgicas trascendentes
en particular, el glaucoma. Aunque no se dispone de estadisticas actualizadas en nuestro pais, e
glaucoma es, probablemente, una de las enfermedades que mas frecuentemente requierer
tratamiento oftalmolégico. Un aspecto de particular interés que surge de los resultados obtenidos
en esta Tesies el hecho de que los posibles mecanismos protectors involucrados en las tres
estrategias que resultaron exitosas para el tratamiento del glaucoma experimental difieren
considerablemente entre si. La hipétesis del uso de melatonina se basé en antecedentes del grup
y de otros autores que demuestran que la melatonina: 1) es un potente inhibidor del sistema
nitrérgico retiniano, 2) es un antioxidante retiniano, 3) aumenta significativamente el clearance
de glutamato sinaptico y 4) es un activador del sistema GABAérgico. Considerando que el
aumento en los niveles de NO, el dafio oxidativo, la excitoxicidad glutancatgrgji déficit del

sistema GABAérgico podrian constituir factores causales de la neuropatia glaucomaatosa, |
hipotesis sobre la potencialidad terapéutica del tratamiento con melatonina se baso,
precisamente, en que la reduccidon de al menos algunos de los mecanismos patogénicos
involucrados en la enfermedad, podria prevefareyitar el dafio glaucomatoso. Esta hipotesis
adquiere un aval adicional dada la demostracién de una disminucion significativa en los niveles

retinianos de melatonina en el modelo de glaucoma inducido por AH (Moreno y col., 2004).
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El estudio de los efectos de la tolerancia isquémica, en cambio, se fundamentd en otro aspecto de
la enfermedad que dispone de considerable aval experimental, como es el componente vascular
asociado a la hipertension ocular. En este caso, se consider6 que la viabilidad de esta hipétesis
implicaria la efectividad de un tratamiento esencialmente dirigido a reducir los efectos deletéreos
de la isquemia. Finalmente, la eleccion de la NOR se fundamentod en otro concepto fundante del
dafio glaucomatoso, que es la compresion a nivel de la ldmina cribosa inducida por la
hipertension ocular crénica. De esta forma, la NOR podria proveer una descompresion
quirdrgica en la region del ojo mas susceptible a los efectos de la hipertension ocular. En este
contexto, una conclusién inmediata que surge de este andlisis es que el glaucoma es una
patologia compleja con diversos factores de riesgo, y que la posibilidad de interferir con estos
factores provee neuroproteccién. Todavia no estamos en condiciones de aventurar el grado de
relacion entre estos “generadorés eventualmente diferentes de dafo retiniano, pero
considerando que todas las estrategias mencionadas proveyeron un alto grado de proteccion tantc
funcional como histoldgica, parece posible que los efectores de dafio puedan converger en un
mecanismo final comun de induccion de muerte celular. Se representa en la Figura 73 un
esquema representativo de las diferentes estrategias terapéuticas examinadas en esta Tesi
Doctoral ylos presuntos niveles de accion de cada una de ellas en el marco del dafio retiniano

inducido por la hipertension ocular crénica.
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Figura 73. Representacion esquematica de los efectos de la hipertensién ocular
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cronica y las diferentes estrategias terapéuticas examinadas en esta Tesis. En trabajos
previos se demostré un aumento en los niveles sinapticos de glutamato y en el dafio
oxidativo, asi como un déficit en la actividad del sistema GABAérgico retiniano en
0jos con hipertensién ocular. Los resultados de esta Tesis demostraron un aumento
en la actividad del sistema nitrérgico en ojos hipertensos. Asimismo, losdesult
obtenidos indican que la melatonina regul6 los sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, nitrérgico, y el dafio oxidativo de manera opuadta hipertension

ocular. La tolerancia isquémica previno el dafio oxidativo y probablemente redujo el
efecto deletéreo de la isquemia asociados a la hipertensién ocular drariifaR
presumiblemente redujo la compresion de la ldmina cribosa inducidaapor |
hipertensién ocular.

Probablemente resulte tan necesario como complejo analizar comparativamente las distintas
estrategias terapéuticas examinadas en esta Tesis Doctoral y, eventualmente, intentar definir las
ventajas comparativas de cada una de ellas respecto a las otras. Indudablemente, cada una of
ventajas y desventajas. En todo caso, cabe sefialar que ninguna de las tres estrategias analizade
evitO completamente todas las alteraciones funcionales e histolégicas inducidas por la
hipertension ocular crénica, lo que abre una perspectiva futura sobre la posibilidad de
combinarlas de determinadas maneras, con la hipétesis de que las ventajas de cada una se sume
holisticamente en el beneficio terapéutico. Ademas, es necesario aclarar que en el tr@@scurso
esta Tesis, hemos ido gradualmente incorporando mas y mejores herramientas para evaluar tanto
el dafio glaucomatoso como la terapéutica y por ello, no existe simetria total en la evaluacién de
los beneficios eventuales de cada una de las terapias analizadas. Sin embargo, las tres maniobra
terapéuticas examinadas en esta Tesis demostraron una proteccién significativa frente al dafio
glaucomatosoen mayor o menor medida segun la estrategia, el momento de su aplicacién y el
parametro analizado.

La terapéutica contemporanea para el tratamiento del glaucoma esta esencialmente destinada &
disminuir la PIO. El tratamiento farmacoldgico clasico que es el mas frecuente, consiste en
colirios hipotensores oculares que se aplican una o varias veces al dia y se debem mantene
indefinidamente. Este tratamiento es oneroso, dado que la medicacion es costosa en si misma y

ademas debe aplicarse en forma cranfk@demas, estos colirios pueden producir reacciones
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adversas, locales o generales, que en muchos casos requieren la interrupcion inmediata del
tratamiento. Asimismo, como ya se menciono, a pesar de la disminucion farmacoldgica o
quirargica de la PIO, en muchos casos se ha observado que el déficit visual persiste o progresa
significativamente. En esta Tesis hemos demostrado que la proteccién retiniana frente al dafio
glaucomatoso obtenida con las tres estrategias analizadas fue independiente de la PIO, lo que
podria considerarse un aval adicional en contra del rol excluyente de la hipertension ocular como
factor Gnico de dafio retiniano. En funcién de los resultados obtenidos, es posible postular que la
hipertension ocular constituye una sefial inicial que desencadena mecanismos deletéreos, que sor
ultimamente responsables del dafo y que pueden ser “tratados” independientemente del factor

que los desencadend (es decir el aumento de la PlO). Estos resultados y trabajos de otros autore:
han estimulado la bUsqueda activa de terapias de nueva generacion que aspiran a incluir
neuroprotectores que puedan ser utilizados como herramientas complementarias con otros
medicamentos disefiados para disminuir el insulto inicial (esencialmente hipotensores oculares).

Si bien en el marco de esta Tesis hemos contestado algunos interrogantes, los resultados
obtenidos abren un ndmero de cuestionamientos, quizas aun mayor que los que logramos
responder. Indudablemente el aspecto pendiente mas complejo es la eventual aplicabilidad
clinica de los resultados obtenidos. En este sentido, al menos el tratamiento crénico con
melatonina, que probadamente carece de efectos téxicos aun en altas concentraciones podria se
de transferencia practica a la clinica para su uso en humanos, con todas las particularidades y
recaudos del caso. En cuanto a la tolerancia isquémica como estrategia terapéutica, las
perspectivas futuras incluyen la elucidacion de los mecanismos celulares y moleculares
involucrados que podria fundamentar el marco conceptual necesario para desarrollar terapias de
nueva generacion destinadas a reproducir los efectos protectores con agentes farmacologicos o
eventualmente, una estrategia de terapia génica que permita mantener a la retina en un estadc

“defensivo” (condicionado) sostenido. Con respecto a la NOR, aun considerando los recaudos
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necesarios al extrapolar datos obtenidos en roedores a humanos, los resultados obtenidos
proporcionan evidencias que respaldan los beneficios de esta cirugia frente al dafio retiniano
inducido por hipertension ocular cronica. En este caso, debe prestarse particular atencion al
hecho de que el sustrato anatémico de la cirugia es la cabeza del nervio 6ptico, una estructura
muy delicada y crucial. Sin embarges esperable que la evolucion de las técnicas y la
tecnologia pueda aumentar el margen de seguridaéficacia de la NOR en humanos, lo que
permite prever que en el futuro, los beneficios de la NOR contra el dafio glaucomatoso podrian
ser mayores que los riesgos de este procedimiento.

El glaucoma es una enfermedad invalidante porque en estados avanzados produce ceguera total ¢
irreversible. La posibilidad de desarrollar con éxito nuevas estrategias terapéuticas podria
beneficiar a toda la poblacién que padece esta enfermedad, asi como a su entorno familiar y
social. Si bien quedan aun muchos aspectos por analizar, el conjunto de resultados obtenidos en
esta Tesis podrian contribuir a responder algunos de los grandes interrogantes que quedan aun
sin resolver en la etiopatogenia del glaucoma y constituir, ademas, una futura avenida fértil para
aumentar el espectro de recursos disponibles ante el desafio terapéutico que enfrentan los

oftalmélogos en el tratamiento del glaucoma.

Epilogo

Dice (y con razén) el saber popular que hay dos form&seadel vaso”: medio lleno o medio

vacio. En esta Tesis no obtuvimos evidenelafvor de una u otra de estas opciones, pero en
cambio, hemos pretendido contribuir a mejorar la vision de aquellos que padecen por no tenerla,
porque después de todo, parafraseando al poeta espafiol Ramon de Camoasgue en el

mundo traidor, no hay verdad ni hay mentira: todo es segun el color del cristal con que se

mira”.
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CONCLUSIONES

La actividad de NOS aumenté significativamente, tanto a las 3 como a las 6 semanas de
hipertension ocular inducida por inyecciones semanales de AH, aunque no se observaron

cambios en los niveles proteicos de las isoformas NOS-1,-2 y -3.

La hipertension ocular inducida por AH aumento significativamente el influjo de L-arginina y
los niveles de ARNm para los transportad@AT-1 y CAT-2 en retinas de ojos hipertensas. S
observé m aumento significativo en la acumulaciéon de GMPc a las 3 semanas, pero no a las 6

semanas de hipertension ocular.

En retinas control, la melatonina aumento el uptake de glutamato, la actividad de la glutamina
sintetasa, el turnover de GABA, la actividad de las enzimas glutamato descarboxilasa y
superoxido dismutasa y los niveles de glutation reducido y disminuy6 la actividad de NOS, el
uptake de L-arginina y la peroxidacion lipidica retiniana.

La melatonina, que no afect6 la PO, previno y disminuyo los efectos de la hipertensién ocular
sobre la funcion retiniana (evaluada por electrorretinografia) y de la via visual (evaluada a travé
de VEPSs) y disminuy6 la vulnerabilidad de las células localizadas en la CCG frente a los efectos

deletéreos de hipertension ocular cronica.

Inyecciones semanales de condroitin sulf@®) produjeron un aumento significativo de la PIO
que alcanz6 un nivel de estado estacionario, similar al provocado por una inyeccion Unica de CS,

gue se prolongo a lo largo de la duracién del estudio (10 semanas).

Inyecciones semanales de CS indujeron una disminucion significativa en la amplitud de las
ondas a y b del ERG escotépico y de la onda N2-P2 de los VEPSs, que fue evidente a partir de las

6 semanas de hipertension ocular y progreso en periodos posteriores.

Inyecciones cronicas de CS indwuje alteraciones significatas en la morfologia de la retina
limitadasa la CCG, que fue evidente a las 10 semanas de hipertension ocular. Se observo una
alteracion de la forma de los axones y una disminucién significativa en el nUmero de axones,

siendo los axones grandes mas vulnerables que las fibras de diametro pequefio.

El condicionamiento isquémico, que no provocd cambios en la PlO, preservo las alteraciones
electrorretinograficas en los ojos inyectados semanalmenteC8ogp evitd la caida en la

amplitud del componente N2-P2 del VEP inducida por hipertension ocular.
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La aplicacion semanal de pulsos de isquemia preservo las alteraciones histologicas inducidas por
hipertension ocular. Se observo una disminucion significativa en la caida en el numero yle CGR

y de células apoptéticas en las retinas de ojos inyectados con CS a las 10 semanas de
tratamiento. Asimismo, se observéapreservacion en el nimero de axones del nervio optico en

animales con hipertensién ocular.

El condicionamiento isquémico evitd el aumento de la peroxidacion lipidica retiniana inducido

por inyecciones crénicas de CS.

En ojos de rata normal, la neurotomia Optica rad\@DR) provocéd alteraciones leves en la
cabeza del nervio 6ptico y una disminucion transitoria y reversible en el ERG. No se observaron

cambios en los VEPs, la PIO y el reflejo pupilar en ojos de ratas sometidas a NOR.

La NOR, que no afecté la PIO, disminuyo las alteraciones funcionales de las retinas con
hipertension ocular. La NOR realizada a las 3 6 6 semanas de tratamiento con CS, previno y
redujo respectivamente, los cambios en el ERG y VEPs inducidos por hipertension ocular

cronica.

La NOR evit6 la disminucién en el nimero de células de la CCG observada en retinas de ojos
con hipertension ocular. La NOR aplicada tanto a las 3 como a las 6 semanas de tratamiento,
previno y redujo respectivamente, la disminucién en los niveles de Thy-1, NeuN y Brn3a

inducida por hipertensién ocular.

La disminucion en el nUmero de axones en el nervio éptico de ojos tratados con CS luego de 10
semanas fue prevenido o reducido por la aplicaciéon de la NOR a las 3 6 6 semanas de

tratamiento, respectivamente.

La aplicacion de NOR en otro modelo experimental de glaucoma (inducido por la cauterizacion

de las venas epiesclerales), indujo una preservacion de la funcion retiniana (ERG) y de la via
visual (VEPs) En este modelo de glaucoma experimental se observo que la NOR previno y
redujo la disminucién en el numero de células en la CCG en retinas de ojos hipertensos. La NOR

no afecté la PIO inducida por la cauterizacion de las venas epiesclerales.
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