2man ta Zabal zazu

o

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Departamento de Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica
Kirurgia eta Erradiologia eta Medikuntza Fisikoa Saila

TESIS DOCTORAL

Modulacién farmacologica del
sindrome de isquemia-reperfusion
retiniana en la rata

Juan San Cristdbal Epalza

Servicio de Oftalmologia

Hospital Universitario Basurto

Mayo 2017






Agradecimientos

A todos aquellos que han hecho posible esta tesis:

A mi director de tesis, profesor y amigo Nacho Garcia — Alonso, a quien
debo gran parte de mi formacion y sin quien esta tesis no hubiera sido
posible.

A mi familia, por haberme inculcado el valor del esfuerzo y del trabajo.

A todo el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital San Eloy, en
especial a Carla Valenti, quienes hicieron la ardua labor de procesar
todas las muestras retinianas.






Indice

T oY [0 o] e o S 1
Anatomia de 13 reting ..occeevveeiieeic e 3
Vascularizacion de 1a retina ......ceevveeercieeiiieinieeseccecsree e 8
Isquemia — REPEIrfUSION .....cccuviiiiiiiiie e 9
Isquemia en 1a retina.......ccovcciiee i 10

Neovascularizacidn en la retina .......cccceeeveee e 11
Mecanismos neuroldgicos durante la isquemia retiniana.............. 12
Neurotransmisores liberados durante la isquemia ..........ccceeuvuee.. 13
Potenciales estrategias terapéuticas ........ccceccveeeeecieeeeccieeeeccneeen, 19
Obstruccidn de arteria central de la retina......cccccevevveeeiccieeiiiciieeees 25
Tipos de obstruccion de arteria central de la retina.......ccccccvveeenns 26

Tratamiento de la obstruccién de la arteria central de la retina.... 27

Farmacos en isquemia — reperfusion.........ccccoceeeccieeeccciee e, 29
ACIAO FOIICO .ttt 29
NItroINAAzZOl......eeieeiriieiieece e e 31
CalMIdAzolio....coocveeeiieriie e s 31
FA [o] o U 15T oo | PR RTUPPNE 33
1 (OTeY 1= = AT o - RSP 34
Pravastating ..o 35

HipOtesis Y ODJELIVOS ......eeii e et 39

[ [T 0T 1 £=T LR 41

Objetivo del @StUdiO....ciiiciieee e e 41

Material Y MELOOS....ccuviiei it 43



Juan San Cristébal Epalza

Animales de experimentacion..........ccccccveeeeecieeeccciee e 45
TECNICAS QUITUIZICAS .uvveeeiiiieeecciiiee e et e e cctree e ecree e e eeate e e e sntae e e sentaeeesnes 46
ANESTESIA c.evviiiiiiiii i 46
INdUCCION de ISQUEMIA....ccccuiieeeeiiiee e e 46
EULAN@SIA o 48
ENUCIEACION. .. .eiiiiiiieiit ettt st et 48
Técnicas anatomMopPatolOZICas .....ceevvvveeeiiiiiee e 49
Obtencidn de 1as retinas.......cooeeveerierieeieeseeeee e 49
Fijacién en formol e inclusion en parafina .......cccceeeciveeiecieeeeenen, 49
Tincion con hematoxilina — €0SiNa ......c.eeeveeerieeniieeiieeeee e, 50
Valoracidn del dafio retiniano ........ccoceeeiieeiiiieneceeeeeeee e 52
Existencia de “Dafo Histoldgico” ........cccvvveeiiiiieiiiiee e, 52
Edema CitoplasmiCo.......ccoociieiiiciiee e 52
Edema dendritico .......ccoceeveeiieniiniieeeeeeeee e 53
Tratamientos Utilizados .........cocueeieeiieiiiiieeeeeeeee e 53
Administracion de 10s farmacos ........coceeevieerieeniiieneceee e, 53
ACIAO FOLICO .veereveieeeeeceeeee ettt 54
NItroiNdAzol ... .coeiuiieiieee e e 54
CalMiIdAzOolio c..eeeeieieeieeee e e 55
7 [T o101 oo SR 55
L1 (O TeT 1< - VT o F- TSRS 56
Pravastating .....oceeeeeeiiie e 56
Grupos eXperimentales ... i 56
Experimentos preliminares........cocceeccveeeeccieeeeecieee e e e 57
Series del @STUAIO.......ooviiiieiieieee e 58

ANALISIS @STAAISTICO..ceeieeeeeeeeeeeeeee e 59



ST U] L =T Fo PPN 61
1. Definicidn del modelo experimental.........ccccceecvieeeeccieeeeciieeeeen, 63

1.1. Determinacidn de la presion de oclusiéon de la arteria central de

1@ FEEING 1.ttt 63
1.2. Ajuste de la técnica de infusidn intraocular...........ccceeeunneen.. 64
1.3. Ajuste de la técnica de valoracién del dafio retiniano............. 65

2. Efecto de la isquemia-reperfusion sobre la retina.........cccveeeeneen. 66
3. Comportamiento de la retina con los tratamientos ...........ccceee.ue. 68
3.1. Tratamiento con acido fOliCO ......ccevevreeeviiiccie e, 68
3.2. Tratamiento con alopurinol .........ccceeciieiiviiiee e, 69
3.3. Tratamiento con pravastating.........occceveeeieeiinniiiiiieeee e 71
3.5. Tratamiento con trifluoperazina.......cccccceeecvieeecccieeeccciee e, 72
3.6. Tratamiento con calmidazolio........ccocvevevcveeriiiiniieeniiee e 73
3.7. Tratamiento con Nitroindazol ........ccceveveieeiiieiniieenciee e 75

4. Efecto de los farmacos sobre la retina........cccceeeeeenieinieeiiiecnieenns 77
5. Efecto de los farmacos sobre el dafio por reperfusion................... 79
B 1Ty ol U E] T o T UPTURRRN 83
SItUACION INICIAL c.eveeiiee e e s 85
Analisis de nuestro modelo experimental .........ccccceeeeiieeinciieecccieenn, 85
Animal de experimentacion.........cccceeeevvveeeeciiee e 85
Analisis del modelo utilizado .........coovviieiiiiiiiii e 86
CasOS Y CONLIOIES cooveeiiieeiiiiee ettt e e 87
Y=L o LRI 88
Evaluacion del dafio.......ccoceeviieiiee i 88



Juan San Cristébal Epalza

Analisis de los resultados y comparacion con los obtenidos en otros

ESTUIOS .eeeieieeiiie ettt ettt ba e s sbe e saee e 89
Consideraciones en la practica clinica.......cccccoeeeeeiieeieccieeeecieeeee, 93
(00T o To] [V 1] o U= PRSP 95

BIbHOZIrafia. . ee e 99



Indice de tablas

Tabla 1. Se detalla el proceso de inclusion en parafina.........ccccccuveenneee. 50
Tabla 2. Tincidn con hematoxilina-eosina..........cccccveeeeeeeiieeccee e 51
Tabla 3. Parametros histoldgicos estudiados. .......c.cccceeeeeecieeeeccnieeeenee. 53

Tabla 4. Detalle de la composicion de los grupos
EXPEMMENTAIES .oeviiiiiiie et e e ssaree s 59

Tabla 5. Rango de tension arterial sistdlica en animales
(oo 21 4o 1 FS R 64

Tabla 6. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
anNiMales control ... 67

Tabla 7. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con 4cido fOliCO .....cuvvvvirrcieiiiiee e 69

Tabla 8. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con alopurinol ..........cccceeeiiiiieeiiiiiee e 70

Tabla 9. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con pravastating.........cccceeeecieeeeiciiee e 72

Tabla 10. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con trifluoperazina......cccccoecveeeiiiiieeincee e, 73

Tabla 11. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con calmidazolio.........ccceveeciieeicciiee e, 75

Tabla 12. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los
animales tratados con Nitroindazol .........cccvvveeeiiiiiiiiciieieiec e 77

Tabla 13. Grado de dafio (edema citopldsmico) en cada uno
de [0S tratamieNntos. .....uuviieeee et 81






Indice de figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Histologia de la retina. ....cccceeecieee i 5
Esquema anatdmico de la retina. .......ccccoeeeeecieeececiee e, 7
Vascularizacion de la retina. .....occveeceeevieeccee e 9
Férmula del acido pteroilglutdmico (acido Félico).................... 29
Formula del nitroindazol. .......ccveeveciieiiiiiieeicciee e 31
Formula del calmidazolio. ......cceeeeeciieeiiciiii e 33
Formula del Alpurinol.........cooociieieeciiee e 34
Formula de la trifluoperazina.......cccveeveciieeivciiee e 34
Formula de la pravastatina. ......cccoecvveeiviiiee e 36

Figura 10. Catéter de linfografia introducido en la cdmara

a1 d=T g TeT e 1] o] o NSRS 47

Figura 11. Conjunto de equipamiento para la produccién de la

ISQUEMIA FETINIANG. ..uuiiiii s 47

Figura 12. Seccion histoldgica de una retina.........ccceeeceerveeenieenieeenieene 50

Figura 13. Infusién de suero en la cdmara anterior hasta

alcanzar 150 MM HE.uovei et 65
Figura 14. Retina sometida a 60’ de isquemia (izq) y retina
(ToT 00 a1 N (e [l o F=) F PSR 66
Figura 15. Edema citoplasmico en animales tratados con acido
10 1 Tolc TP RPN 68
Figura 16. Edema citopldsmico en retinas de animales tratados
(oo T 1E=11e] o 10 4T o IS SR 70

Figura 17. Edema citopldsmico en retinas de animales tratados

con pravastatina......cccc 71



Juan San Cristébal Epalza

Figura 18. Edema citopldsmico en animales tratados con
LR a1 (U ToT o= - AT o F- PR 72

Figura 19. Edema citopldsmico en animales tratados con
CAlMIAAZONIO M e ceiiieiee e s 74

Figura 20. Edema citopldsmico en animales tratados con
(a1 o113 Te =720 ] FES PP 76

Figura 21. Retinas no sometidas a isquemia y tratadas con
Trifluoperazina (izquierda) o Fdélico (derecha). ....ccccccvvvevcvieeiiciieeecen, 78

Figura 22. Efecto de los farmacos sobre la retina no sometida a
ISQUEIMIA. teiiiiiiiiiiiiieieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 79

Figura 23. Efecto de los farmacos sobre la retina sometida a
(1Yo TS =] 3 0] = U 80

Figura 24. Representacion del grado de edema citoplasmico
observado en las retinas isquémicas tratadas. .......cccccoceeeeriiiieenciieeeenns 81

Figura 25. Efecto protector de la trifluoperazina sobre la retina
de dos animales sometidos a isquemiay reperfusion. ..........cccccovveeenene 82



Introduccion






Introduccion

Anatomia de la retina

La retina es un tejido nervioso que se encuentra en la parte interna de la
pared posterior del globo ocular. Es el tejido encargado de recoger los
estimulos luminosos procedentes del exterior y transmitir al cerebro la
informacidn que posteriormente este integrara formando una imagen®.

Durante el desarrollo embriolégico de los vertebrados, la retina y el
nervio dptico aparecen como esbozos del encéfalo, por lo que la retina
se considera una parte del sistema nervioso central, y es la Unica parte
del mismo que se puede visualizar directamente .

La retina contiene diferentes tipos de células: epitelio pigmentario,
células nerviosas y células de sostén.

El epitelio pigmentario es la capa mas externa de la retina. Se encuentra
adherida a la parte interna de la coroides a través de la membrana de
Bruch, y esta en intimo contacto con la capa de fotorreceptores y se
encarga del metabolismo de estos’.

Dentro de las células nerviosas de la retina estan los fotorreceptores,
que son las células que se estimulan con la luz e inician la sefial nerviosa
que llegara al cerebro; las células bipolares, que transmiten dicha sefial
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nerviosa a través de la retina; las células ganglionares, desde donde se

inicia la conduccién por el nervio dptico; y las células amacrinas y

horizontales, que son interneuronas moduladoras.

Por altimo, con funciones de soporte del tejido estan los astrocitos y las

células de Miiller, que sintetizan glucégeno y ceden glucosa a las células

nerviosas adyacentes’.

Histolégicamente, la retina se divide en 10 capas (figura 1):

VI.

VII.

VIII.

Epitelio pigmentario.

Capa de segmentos externos e internos de células
fotorreceptoras (conos y bastones).

Capa limitante externa.

Capa nuclear o granular externa. Formada por los nucleos de los
fotorreceptores.

Capa plexiforme externa. Consiste fundamentalmente en los
axones de los fotorreceptores y las dendritas de las células
bipolares con las que sinaptan.

Capa nuclear o granular interna. Contiene los nucleos de las
células bipolares, y también células horizontales, células
amacrinas, nucleos de las fibras de Miiller y capilares.

Capa plexiforme interna. Son las sinapsis de los axones de las
células bipolares con las dendritas de las células ganglionares.
También consta de procesos distales de las células amacrinas,
fibras de Miiller y ramas de los vasos retinianos.

Capa de células ganglionares. Contiene principalmente los
nucleos de las células ganglionares, ademds de fibras de Milller,
neuroglia y ramas de los vasos retinianos.

Capa de fibras del nervio dptico. Formada por los axones
desmielinizados de las células ganglionares, acompafiadas de
fibras de Miiller, neuroglia y vasos retinianos. Dichos axones se
agrupan en haces que discurren paralelos a la superficie de la
retina y se dirigen hacia la ldmina cribosa para atravesarla y
formar el nervio éptico.
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X.  Capa limitante interna. Se trata de una membrana hialoidea que
conforma el limite de la retina y la separa del vitreo.
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Figura 1. Histologia de la retina( Tomado de
http://www.scoop.it/t/anatomia-ocular-y-del-sistema-
visual2/p/4033349112/2014/12/10/capas-de-la-retina).
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X

Desde un punto de vista clinico, la retina se divide a grandes rasgos en 2
capas: el epitelio pigmentario y la retina neurosensorial.

El epitelio pigmentario de la retina tiene una gran cantidad de melanina,
que sirve para evitar la dispersién de la luz. Asimismo, tiene la funcién
de soporte de los fotorreceptores, aportandoles nutrientes, y
eliminando los productos de desecho que producen. Esta capa, ademas,
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forma junto a la membrana de Bruch la denominada barrera
hematorretiniana externa, esencial para la integridad de la retina.

El resto de las capas de la retina conforman el conjunto de la retina
neurosensorial, que actla como una unidad funcional que transforma la
luz que ha llegado al interior del ojo en el estimulo nervioso que sale a
través del nervio éptico con direccion a la corteza occipital cerebral. El
proceso se inicia en las células fotosensibles (los fotorreceptores) que
son estimuladas con la llegada de la luz. A partir de ese primer impulso,
se producen diferentes interacciones con las diferentes neuronas
intermedias para modular la respuesta nerviosa. Finalmente, las células
ganglionares conducen el estimulo nervioso resultante mediante el
nervio éptico a las siguientes estructuras cerebrales que van a continuar
el proceso de formacion de la imagen'.

En la figura 2 se recoge una representacion de la retina y las diferentes
capas que la componen:

Seccidn A. Imagen del polo posterior que muestra:
- Lapapila (D)
- Lasarterias y venas retinianas de la arcada perifoveal (E)
- Lafévea (F)
- Lacirculacion coroidea visible (G) por debajo de la retina normal

Seccidn B. Seccion oblicua de (A) que muestra la retina sobre la coroides

Seccién C. Imagen ampliada de una parte de (B) que muestra la relacién directa
entre la imagen oftalmoscédpica (A) y la histologia correspondiente:
- Capasde laretina (H):

(@]

Células ganglionares (1)

Neuronas intermedias (J)
Fotorreceptores (K)

Membrana limitante interna (L)
Capa de fibras nerviosas (M)

Capa de células ganglionares (N)
Capa plexiforme interna (O)

Capa granulosa interna (P)

Capa plexiforme externa (Q)

Capa nuclear de fotorreceptores (R)

O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOo
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Membrana limitante externa (S)
Bastones y Conos (T)

Arterias y venas retinianas (U) (V)
Epitelio pigmentario de la retina (X)

- Capas de la coroides (W):

(¢]
(¢]
(0]

Membrana de Bruch (BR)
Coriocapilar (Y)
Vasos coroideos mayores (Z)

Figura 2. Esquema anatémico de la retina (Tomado de Jaypee — Highlights
Medical Publishers).
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Vascularizacion de la retina

La retina recibe su aporte sanguineo a partir de la arteria oftdlmica, que
es la primera rama de la arteria cardtida interna. A partir de dicha arteria
oftdlmica, se forma un sistema de dos circulaciones: la coriocapilar y la
arteria central de la retina. La primera va a irrigar el tercio externo de la
retina, incluyendo los fotorreceptores, el epitelio pigmentario de la
retina y la févea avascular; mientras que la segunda nutre los dos tercios
internos de la retina’.

La arteria central de la retina (ACR) se dirige hacia el globo ocular
acompafiando al nervio 6ptico formando un paquete vasculonervioso.
En primer lugar aporta irrigacion a la papila del nervio dptico. Después
se divide en dos ramas: superior e inferior, cada una de las cuales se
divide en otras dos ramas: nasal y temporal, con lo que se suministra el
aporte sanguineo de los cuatro cuadrantes de la retina interna.

La retina externa esta irrigada por la coriocapilar, que recibe el aporte
sanguineo de las arterias ciliares posteriores cortas y largas, que son
también ramas de la arteria oftadimica.

Una variante anatdmica presente hasta en el 49% de los pacientes segun
las series, es la existencia de una arteria ciliorretiniana, procedente de la
arteria ciliar, que puede dar irrigacion independiente al haz
papilomacular y al drea macular, con lo que el pronéstico visual en las
obstrucciones de arteria central de la retina puede ser mejor en estos
pacientes3.

Se adjunta en la figura 3 un esquema de la vascularizacion de la retina.
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Figura 3. Vascularizacién de la retina. (Tomado de Tapia M Anatomia del
Sistema Ocular. http://slideplayer.es/slide/1633643/)

Isquemia - Reperfusion

El denominado sindrome de isquemia-reperfusién ha sido ampliamente
estudiado, y sus efectos en los tejidos son bien conocidos.

El dafio celular que aparece en los tejidos sometidos a isquemia se debe
a la falta de oxigeno. En condiciones anaerobias, las células no pueden
llevar a cabo sus funciones vitales, por lo que comienzan a sufrir cambios
estructurales y funcionales. Si se mantiene la situacion de isquemia, las
células finalmente mueren.


http://slideplayer.es/slide/1633643/
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En las ocasiones en las que se consigue restaurar el flujo sanguineo,
podriamos pensar que al volver a recibir oxigeno el tejido afectado, las
células podrian volver a realizar sus funciones vitales y volverian a la
normalidad. Sin embargo, se ha comprobado que al restaurarse el
aporte de oxigeno, se inicia un proceso de formacién de radicales libres
y moléculas perjudiciales que producen un mayor dafio que el que habia
producido la isquemia per se.

Para prevenir este dafio por isquemia — reperfusiéon se han probado
diferentes farmacos en un gran nimero de experimentos llevados a
cabo en distintos tejidos con el fin de saber cdmo se puede modular esa
respuesta y que el tejido sufra un menor dafio.

En nuestro estudio valoraremos el efecto sobre la retina de algunos de
los farmacos que han demostrado un efecto protector del dafio por
isquemia — reperfusién en otros tejidos, para saber si pueden tener
utilidad terapéutica en este campo.

Isquemia en la retina

Durante la oclusién de la arteria central de la retina, son las capas mas
externas de la retina interna las que comienzan a sufrir los efectos de la
isquemia, especialmente las capas plexiforme externa y nuclear externa,
en las que se describen los cambios mas precoces, que consisten en
edema dendritico y citoplasmico con vacuolizacidn de los nucleos.

La susceptibilidad neuronal de la retina a la isquemia depende de
distintos factores. Durante el proceso de isquemia se produce un
aumento de los niveles de transmisores extracelulares, tanto el
glutamato como el GABA; y dependiendo de la cantidad de receptores
que cada célula exprese para dichas moléculas, la susceptibilidad sera
mayor o menor. Otros factores que también influyen son su habilidad
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para tamponar el Ca*" intracelular, el pH extracelular y la habilidad para
inactivar los radicales libres generados (por ejemplo, son mas resistentes
las neuronas que expresan calbindina, que actia como proteina de
unioén al Ca®")*.

Neovascularizacion en la retina

El proceso de formacidon de neovasos en el tejido retiniano es de suma
importancia clinica y ha sido ampliamente investigado, permitiendo
grandes avances terapéuticos de la patologia retiniana. Aunque en
nuestro estudio actual no tiene especial relevancia al producirse en un
plazo de tiempo mas largo que el que es objeto de andlisis, merece
mencionarse brevemente.

Al producirse el fendmeno de isquemia, hay un aumento en la
liberaciéon de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)®, que
desencadena un proceso que consiste en la vasodilatacién de los vasos
existentes en la retina, aumenta la permeabilidad vascular, y comienza
la degradacion de la matriz extracelular que rodea a los vasos. Por lo
tanto, las células endoteliales pueden migrar y formar nuevas
formaciones vasculares que reciben el nombre de neovasos.

Para que se produzca dicha degradacion de la matriz extracelular, se
produce una activacién de factores pro-proteinasas, en detrimento de
los inhibidores de proteasas. Entre los factores que tienen una funcién
proteolitica se encuentran el Activador del plasminégeno tipo
uroquinasa (uPA), la metaloproteinasa de la matriz extracelular (MMP) y
la cistein-proteinasa (cuya expresién a su vez estd controlada por
citoquinas y factores proangiogénicos como el bFGF y VEGF). Por otro
lado, disminuye la funcién de los inhibidores de proteasas (Inhibidor del
Activador de Plasmindgeno, PAls; Inhibidor Tisular de Metaloprotei-
nasas, TIMPs; cistatinas).

Aunque el factor mds importante en este proceso es el VEGF, y es el que
se utiliza en la actualidad como principal diana terapéutica para
multiples patologias, también hay otras moléculas que intervienen en el
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proceso como el Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas
(PDGF), que estimula el reclutamiento de pericitos y de fibras de
musculo liso, que formaran parte de los neovasos. Asimismo, también se
ha descubierto la expresidn de Factor Inducido por Hipoxia (HIF-1), que a
su vez estimula la liberacién de VEGF, eritropoyetina y bFGF®.

En estudios llevados a cabo en pacientes con retinopatia diabética se ha
descrito también el aumento en la expresion de Factor de Crecimiento
Insulina-like, Factor de Crecimiento Placentario, PDGF-BB y FGF 2, con
un papel coadyuvante en el proceso de formacién de los vasos”.

En otro estudio realizado, se ha descrito que la adenosina actia como
neuromodulador en todo el proceso de formacién de neovasos,
regulando todos los procesos descritos en este apartado’.

Mecanismos neurolégicos durante la isquemia retiniana

Durante la isquemia se desencadenan ciertos mecanismos en el interior
de las células, generando una cascada de cambios a nivel molecular, lo
cual puede conducir a la muerte de dichas células. Ademas hay que
tener en cuenta que la reperfusién no revierte el proceso, sino que
puede a su vez desencadenar la muerte de células que habian
sobrevivido a la isquemia.

Una de las primeras consecuencias celulares de la falta de aporte
sanguineo es la deplecidn de los depdsitos de ATP, con lo cual las células
de la retina se quedan sin energia para poder llevar a cabo sus funciones
metabdlicas.

Anteriormente se pensaba que eran principalmente las células de Miiller
las que metabolizaban la glucosa y proporcionaban lactato o piruvato a
los fotorreceptores para realizar sus funciones. Pero, segln un estudio
realizado con 2-desoxiglucosa marcada, todas las células de la retina son
capaces de metabolizar glucosa y de obtener por si mismas los
metabolitos necesarios para sobrevivir. Dicha funcién de las células de
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Miuller quedaria relegada a situaciones de maxima exigencia metabdlica
de los fotorreceptores®.

Si se mantiene esta situacion de falta de ATP, se produce una
disminucién en la funcién del transportador Na'/K" y ello conlleva la
inhibicién de la repolarizacidon. Al mismo tiempo hay un aumento del
glutamato extracelular. En este contexto, aumenta la funcidn de los
receptores de N-metil-p-aspartato (NMDA) por disminucién del bloqueo
voltaje-dependiente del Mg®* y se activan también los receptores de
glutamato del tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropionico (AMPA)/kainato. Finalmente el proceso desencadena
un influjo de Ca®*, Na* y CI" al interior de la célula, provocando la lisis
celular y el edema tisular consecuente.

La apertura de canales de Ca*" a su vez disminuye el metabolismo
oxidativo mitocondrial, con lo cual sostiene y aumenta el circulo vicioso,
contribuyendo a la muerte de las células afectadas’.

Neurotransmisores liberados durante la isquemia
Por un lado aumenta en gran medida el glutamato extracelular, que es
uno de los mayores responsables del dafio celular.

Por otro lado, también se produce un aumento de GABA, glicing,
dopamina, acetilcolina y adenosina. Estas moléculas también
intervienen en los procesos que conllevan finalmente a la muerte celular
por isquemia.

La capacidad de las células para resistir la isquemia dependera de los
diferentes receptores que exprese cada célula. Por lo tanto, algunas
células seran mas susceptibles que otras ya que responderan en mayor o
menor medida a esos neurotransmisores que se han liberado en el
espacio extracelular.

Analizando en mayor profundidad el glutamato, se ha observado que
aumenta mas durante la reperfusion que en la isquemia propiamente
dicha. El mecanismo de aumento del glutamato consiste en que la
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deplecién de ATP disminuye la funcién de la bomba Na*/K", por lo que se
pierde el gradiente de Na* y baja la absorcién de glutamato. Ademas,
también se produce una disminucién de la metabolizacidon de glutamato
a glutamina, lo cual es otro factor que contribuye al aumento del
mismo®®. Otra posible fuente descrita son los astrocitos, a través de un
mecanismo mediado por prostaglandinas''.

El papel que tiene el glutamato en la isquemia se ha demostrado en
experimentos in vitro mediante la adicién de NMDA, que es un agonista
ionotrépico de receptores de glutamato, en cultivos celulares, y que
produce cambios histoldgicos similares a la isquemia™.

A su vez, en estudios in vivo en retina isquémica, antagonistas del NMDA
han demostrado un efecto protector en modelos experimentales de
aumento de la presién intraocular®.

Mecanismos de la excitotoxicidad por glutamato

El aumento de la concentracién de Ca* y los receptores AMPA/Kainato,
y la disminucidn de la extension de la activacién del receptor NMDA,
provocan en conjunto la entrada de Na* en la célula, por lo que hay una
apertura de canales de Ca®* por despolarizacién de la membrana
plasmatica.

Este hecho favorece la entrada de Na®, por lo que hay también una
entrada de Cl debido al gradiente de voltaje generado, produciendo un
aumento de la osmolaridad intracelular, entrada de agua, choque
osmético y finalmente la lisis celular®.

La afectacién de células gliales contribuye también al dafio ya que dejan
de realizar su funcién de soporte de las células nerviosas™.

El papel de los receptores metabotropicos de glutamato en la
retina isquémica (mGIuRs)

Hay pocos estudios sobre estos receptores, pero también se sabe que
tienen un papel en el proceso de isquemia, y la utilizacién de agonistas
del grupo Il de estos receptores protege de la isquemia retiniana™.
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Extension de la despolarizacion

Se observan ondas de despolarizacion desde el nucleo de la isquemia
hacia las zonas adyacentes o de penumbra isquémica. Estas zonas se
afectan fundamentalmente porque se produce un aumento metabdlico
para intentar compensar los fallos que se van produciendo en el tejido
isquémico. Las células de estas zonas colindantes no pueden asumir
toda la necesidad de energia que requieren en dicha situacion, por lo
gue también comienzan a sufrir dafios al no poder realizar sus funciones
celulares”.

Efectos del Ca?* en la retina isquémica
Durante el proceso de isquemia — reperfusidn, hay una disminucién del
Ca’* en el espacio extracelular, y aumenta en el intracelular.

Parece que hay evidencia a favor de que el Ca’* juega un papel
importante en la isquemia, y que no es simplemente un epifenémeno,
ya que se piensa que activa varias cascadas destructivas, como la
produccién de radicales libres, la sintesis de dxido nitrico, la fosfolipasa
A2, proteasas y estimula la rotura del ADN,

Rol del Znz+ en la retina isquémica

En los diferentes estudios que se han llevado a cabo tanto in vitro como
in vivo se ha observado por una parte un efecto protector de las
neuronas isquémicas cuando esta presente a bajas concentraciones; sin
embargo, cuando aparece en cantidades elevadas contribuye a la
muerte celular.

Algunos estudios sugieren que el Zn** puede atenuar el dafio neuronal
inducido por el NMDA, bloqueando los receptores GABA, aunque en
otros estudios no se ha encontrado una relacién directa entre estos
fenémenos, por lo que todavia permanece desconocido el papel del Zn**
en la isquemia retiniana®.

Formacion de radicales libres

Tanto el glutamato como la deprivacién de glucosa y oxigeno

desembocan en la formacion de radicales libres durante la isquemia, que
15
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son unos mediadores muy importantes del dafo originado en la
isquemia retiniana, como es bien conocido.

También favorecen la formacion de estos compuestos las
concentraciones altas de (NMDA) o kainato.

En todos los procesos de isquemia tisular se ha documentado la
produccién de radicales libres, principalmente mediante reacciones
metabdlicas mediadas por oxidasas y oxigenasas. En condiciones
normales, los sistemas protectores de los tejidos hardan que no se
produzca ningln dafio. Sin embargo, durante la isquemia se producen
grandes cantidades de estos radicales libres y actian como metabolitos
citotéxicos. Los mas perjudiciales son el anion superdxido, el perdxido
de hidrégeno y el radical hidroxilo®.

Ademas, durante la reperfusién, la formaciéon de estos radicales libres se
multiplica cuando los compuestos que se han ido acumulando durante la
isquemia se reoxidan. Este aumento de radicales libres durante la
reperfusidon temprana, supera la capacidad antioxidante del organismo
produciendo un gran estrés oxidativo y el dafio tisular.

A nivel celular, el mecanismo se inicia con la degradacién del ATP
mitocondrial por la isquemia. Esto conlleva la formacién de hipoxantina,
lo cual incrementa el Ca** intracelular, que a su vez activa a la proteasa
calpaina. Este enzima convierte la xantina deshidrogenasa en xantina
oxidasa y esta ultima transforma la hipoxantina en acido Urico dando
como resultado la liberacién de radicales superéxido.

El aumento masivo de radicales superdxido supera la capacidad de la
superodxido dismutasa para proteger el tejido, por lo que el dafio de la
retina isquémica se ve aumentado en gran medida.

Los radicales libres producen la peroxidacion lipidica de las membranas y
la degradacion de los fosfolipidos mediante la activacion de la
fosfolipasa A2, produciendo la pérdida de la fluidez de la membrana,
edema celular y produccién de mas radicales libres. Todo ello conlleva la
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destruccién de aminodcidos y cadenas polipeptidicas, y la fragmentacion
de las moléculas de ADN. Asimismo, activa citoquinas y NF-kB, que son
fundamentales en la regulacion de iNOS y COX-2, produciendo la
liberacién de glutamato y alteraciones en la homeostasis del Ca** .

Los dafios celulares ocasionados pueden resultar tanto en la necrosis
celular directa, como en la activaciéon de la apoptosis de dichas células
afectadas.

Por esta razon, se han utilizado con éxito multitud de antioxidantes para
evitar el dafio por reperfusidn en los tejidos, mediante la inactivacidn de
los radicales libres formados.

Rol de los mediadores inflamatorios
Hay una evidencia creciente de que las respuestas inflamatorias agudas

2122 Entre

contribuyen al dafio celular, especialmente tras la reperfusion
las moléculas que se han estudiado se encuentran el éxido nitrico (NO),
el acido araquiddnico, la interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis

tumoral (TNF).

El NO tiene un papel muy complejo en todo el proceso de isquemia —
reperfusion, ya que en algunas circunstancias se ha visto que juega un
papel perjudicial en los tejidos sometidos a isquemia y la utilizacidon de
farmacos inhibidores de la Oxido Nitrico Sintetasa (NOS) han
demostrado un efecto protector sobre dichos tejidos. Sin embargo, en
otros casos se ha descrito cierto papel beneficioso del NO, por lo que
hard falta conocer mejor su participacion en todo el proceso para saber
cémo actuar sobre él como diana terapéutica®?.

Otras moléculas involucradas en los procesos inflamatorios como el
acido araquiddnico y las citoquinas como la interleucina (IL — 1) y el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF), parecen estar implicados en los
procesos destructivos de los tejidos isquémicos™®.
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Acidosis en la isquemia retiniana

La disminucion del pH en el tejido isquémico se produce por
acumulacién de acido lactico causada por el cambio de la fosforilacion
oxidativa a la glucolisis anaerobia en condiciones de falta de oxigeno.

La acidosis se exacerba debido al aumento de la concentraciéon de Na*
intracelular, ya que reduce la salida de H" mediante el transportador
Na‘/H’, disminuyendo aun mas el pH intracelular.

Se han descrito diferentes mecanismos por los que la acidosis contribuye
al dafio celular. Uno de ellos es que el aumento de concentracidon de H*
intracelular estd asociado a una peroxidacion lipidica acelerada vy
formacion de radicales libres. Otro mecanismo es el secuestro de Ca**
intracelular, lo que magnifica el aumento de su concentracién
intracelular durante la isquemia®®. También se ha reportado aumento de
la degeneracién glial, dafio microvascular, inhibicion de la cadena
respiratoria mitocondrial, oxidacién lactica y extrusiéon de H*. Se ha
observado edema e hinchazoén celular en cultivos celulares sometidos a
bajo pH®.

Se ha comprobado en determinados estudios en tejido nervioso
cerebral, que la hiperglucemia contribuye al dafio del tejido isquémico,
ya que se produce mas 4acido lactico cuanto mas sustrato de glucosa
haya previamente, por lo que contribuye a una disminucién mas
acusada del pH’. Sin embargo, en diferentes estudios en retina, se
aprecia el efecto contrario, un efecto protector de la retina en
condiciones de hiperglucemia. La explicacion mds probable de este
fendmeno es que las altas concentraciones de glucosa en el vitreo
permiten preservar los niveles de ATP mediante glucolisis anaerobia
durante el periodo de isquemia.

Tolerancia a la isquemia

Este fendmeno es un proceso adaptativo de los tejidos que han sufrido
isquemia, que les permite ser mas resistentes a futuros procesos de
isquemia. Esta tolerancia fue descrita en primera instancia en tejido
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cardiaco, y después ha ganado importancia en estudios en tejido
cerebral y retiniano®®.

El mecanismo subyacente parece estar en cambios que conciernen a los
canales de K* sensibles a ATP y a adenosina, y en la sobreexpresion de
bFGF?.

Aspectos moleculares y celulares de la muerte celular

Aunque existe cierta disparidad de criterios en torno a este punto, la
mayoria de autores consideran que el dafio isquémico (a partir de cierta
intensidad) activa las rutas apoptodticas en las neuronas de la retina. Asi,
diversos estudios relacionan la elevacién de la concentracidn de ciertas
moléculas con este estado pro-apoptdtico. Quizds las mas relevantes
sean las caspasas 1, 2 y 3%, el “proliferating cell nuclear antigen”

(PCNA)*°, 1a “Jun N — terminal Kinase” fosforilazada (p-JNK)*, y la IL-1%%
Potenciales estrategias terapéuticas

Fisiopatologia y cascada isquémica

Cuando hay una afectaciéon del flujo sanguineo, se alteran los
mecanismos homeostaticos que relacionan las demandas metabdlicas
con la hemodinamica. La deplecién de los depdsitos de energia celular
mas alla de un umbral critico acciona todos los mecanismos moleculares
de la cascada isquémica, independientemente de la razoén inicial del
compromiso vascular.

Uno de las primeras dianas de tratamiento podria ser restablecer el
aporte de nutrientes, aunque esto implica una demora durante la cual la
retina continda sufriendo los efectos de la isquemia. Por ello, se
necesitan desarrollar estrategias farmacolégicas especificas para
detener esas cascadas formadas durante la isquemia.

Contrarrestando directamente las consecuencias inmediatas de la
isquemia retiniana

El tratamiento de la OACR se centra en restaurar el flujo sanguineo lo
mas rapidamente posible. Las estrategias que puedan afiadirse deberian
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ampliar la ventana terapéutica o atenuar el dafio retiniano diferido. Los
enfoques actuales en la restauraciéon del flujo sanguineo en isquemia
retiniana causada por oclusién vascular incluyen el uso de agentes
fibrinoliticos para disolver el trombo, masaje ocular y reduccién de la
presion intraocular®.

Otros tratamientos que tienen como objetivo atenuar el dafio retiniano
isquémico asumen que la perfusion retiniana estd comprometida pero
no totalmente abolida. No parece razonable esperar que un tratamiento
pueda sostener la viabilidad retiniana indefinidamente en ausencia
completa de perfusién. Como la deplecidon de energia es el detonante
para la cascada isquémica, aumentar el aporte de oxigeno vy
carbohidratos a la retina isquémica deberia prevenir o disminuir el dafo.
La oxigenacion hiperbarica puede ser Util para el tratamiento de la retina
isquémica, pero este procedimiento podria provocar también una
toxicidad retiniana inducida por el oxigeno®. El aporte de oxigeno puede
ser aumentado mediante perfusion de H,0,, que es convertido por la
catalasa intracelular en H,0 y oxigeno. Sin embargo, se producen
radicales libres y esto podria ser perjudicial.

Los perfluorocarbonos liquidos son herramientas utiles en el manejo
quirargico del desprendimiento de retina, y pueden ser potencialmente
utiles en tratar la isquemia. Tienen solubilidades muy altas de oxigeno y
CO,, por lo que facilitan el aporte de oxigeno y la extraccién del CO,. Han
demostrado incrementar la tolerancia retiniana a la isquemia. Sin
embargo, también pueden incrementar la produccién de radicales
libres®.

En la retina isquémica de gato se ha visto que la vitreoperfusion directa
de oxigeno gaseoso produce recuperaciéon de la onda b del ERG®. La
vitreoperfusidn con soluciones que contienen nutrientes pueden limitar
el dafio retiniano incluso después de 210 minutos de isquemia, aunque
ya haya un dafo sustancial de la retina. Los pacientes necesitarian una
vitrectomia inmediata usando fluido oxigenado, pero habria que
continuar la vitreoperfusién hasta que haya recuperacion circulatoria.
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Seria necesario desarrollar mas este tipo de técnica antes de poder
utilizarla en la préctica clinica®’.

Neuroprotecciéon farmacoldgica

En  numerosos  estudios, los compuestos potencialmente
neuroprotectores se administran previamente a la instauracién de la
isquemia retiniana, lo cual es altamente improbable en la clinica para el
manejo de una oclusion vascular. En otras patologias que cursen con una
isquemia crénica de la retina, ya sea asociada a diabetes, o incluso
glaucoma, dichas sustancias neuroprotectoras podrian ser de utilidad.

Sin embargo, para las isquemias de instauracion brusca como la oclusion
de arteria central de la retina, necesitamos encontrar farmacos con
eficacia neuroprotectora cuando son administrados durante la isquemia
o posteriormente a la misma.

Atenuar la excitotoxicidad mediada por glutamato.

Tal y como hemos visto, la toxicidad por glutamato es una de las vias
mas importantes que conducen al dafo neuronal en la isquemia
retiniana, por lo que las estrategias terapéuticas se pueden encaminar a
disminuir este efecto.

La primera posibilidad podria ser impedir su liberacidn actuando sobre la
liberacién Ca**-dependiente que ocurre durante la isquemia precoz y la
reperfusion.

Otra posibilidad es favorecer la recaptacién de glutamato después del
periodo de isquemia. Se ha observado que determinados farmacos
como los agonistas a2-adrenérgicos reducen la acumulacidon de
glutamato y aspartato en el humor vitreo tras la isquemia, explicando la
disminucion del dafio en los modelos animales de isquemia retiniana®.

Los antagonistas de receptores ionotrdpicos de glutamato también
tienen un efecto protector de la retina isquémica in vivo, pero no
parecen ser apropiados para la practica clinica por su largo plazo de
accion®. En cambio, han cobrado especial importancia recientemente
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los antagonistas del NMDA no competitivos, tales como el MK-801 o el
dextrometorfano, que han demostrado atenuar el dafio retiniano tanto
in vitro como in vivo, pero es necesario realizar nuevos estudios para
determinar la dosis adecuada en la préctica clinica, ya que sélo se han
utilizado en dosis elevadas, y muchos pacientes sufren efectos
secundarios como mareos, nauseas y coordinacion disminuida a dichas
dosis™.

Reducir los efectos perjudiciales de los radicales libres.

Cualquier producto capaz de potenciar los mecanismos antioxidantes del
organismo puede servir para proteger la retina frente al dafio isquémico.
Se han utilizado numerosas moléculas como la dimetiltiourea®, vitamina
E*, 4cido a—lipoico42’43, superdéxido dismutasa® catalasa®, extracto de
Gingko Biloba (EGB-761)*, un derivado de la vitamina C CV-3611%,
desferroxiamina®’, manitol* y alopurinol®.

También se han demostrado acciones antioxidantes en los mecanismos
de accién de dobesilato de calcio™, flupirtina® y trimetacidina® en
isquemia retiniana.

Reducir los efectos perjudiciales de la homeostasis alterada del calcio.
El grado de dafo neuronal en la isquemia — reperfusion parece estar
directamente relacionado con los cambios en la concentracién del Ca**
intracelular.

Se puede conseguir un efecto protector en la retina mediante sustancias
que disminuyen la entrada de Ca® en el interior de la célula o las que
reducen la salida del Ca** mitocondrial y del reticulo endopldsmico. Un
ejemplo es la fluranicina, un antagonista de los canales de Ca®* de
amplio espectro, que ha demostrado el mencionado efecto protector en
la retina®®. Otros farmacos que han mostrado efectos similares son el
nifedipino y otros bloqueadores de canales de Ca** tipo L**.

Ademas, algunos PB-bloqueantes utilizados en el tratamiento del
glaucoma también han demostrado ciertos efectos beneficiosos en la
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isquemia retiniana, que parecen ser debidos a su actividad bloqueante
del Ca®***.

Reducir el influjo perjudicial del sodio.

Otro modo de disminuir el dafio retiniano se puede centrar en la
disminucién de las necesidades energéticas de las neuronas. Esto se
puede conseguir provocando una hiperpolarizacién de la membrana
celular (mediante la apertura de los canales de K*) o disminuyendo la
probabilidad de despolarizacién (mediante la inhibicion de los canales de
Na“).

Una gran parte de la energia que se consume en la retina es a expensas
del mantenimiento del potencial de membrana mediante los canales de
Na'y K"

La contribucién de los canales de Na* ha sido muy bien caracterizada, y
su bloqueo anteriormente al periodo de anoxia ha demostrado mejorar
la recuperacion del potencial de accién compuesto al restablecer el flujo.

Un ejemplo de farmaco utilizado in vivo es el riluzol. Este producto
aumenta la supervivencia en pacientes con esclerosis lateral amiotréfica.
Su mecanismo de proteccidon neuronal es multiple, siendo uno de sus
efectos la inhibicién de los canales de Na*>®.

Este mismo mecanismo de accién se ha demostrado en el topiramato,
una droga antiepiléptica®’.

Ademas, como se comenta en la seccién anterior, los beta-bloqueantes
también parecen tener un efecto protector en la isquemia retiniana, y la
inhibicién de los canales de Na* se postula como otro de los mecanismos
mediante los que consigue la reduccién del dafio neuronal, ademas de
su actuacién sobre el Ca®* previamente descrita.

Contrarrestar el fallo mitocondrial en la isquemia.
Se han descrito numerosos procesos que ocurren en las mitocondrias
durante la isquemia, y que tienen una relacion directa con la muerte
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celular neuronal. Entre esos procesos se incluyen la liberacidon de
activadores de la caspasa (como el citocromo C), cambios en el
transporte de electrones, pérdida del potencial transmembrana
mitocondrial, oxidacion-reduccién celular alterada y la participacion de
la familia de proteinas Bcl-2 pro y antiapoptdticas™.

Una posible estrategia terapéutica sobre esta diana podria ser mejorar
el metabolismo mitocondrial, por ejemplo mediante el uso de
trimetacidina, que mejora el metabolismo energético y la sintesis de ATP
en diferentes modelos de isquemia®>. Otro compuesto que ha
demostrado reducir el dafio por isquemia en la retina es la L-Carnitina,
que preserva la actividad de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial®®.
Otra posible diana seria la inhibicién de formacidn de radicales libres en
la mitocondria.

Ya Morin et al sugirieron que la “transicion de permeabilidad

III

mitocondrial” es un paso fundamental en la muerte celular neuronal.
Este fendmeno consiste en un rapido incremento de la permeabilidad de
la membrana mitocondrial que provoca la liberacién de moléculas de la
matriz, fosforilacién oxidativa y edematizaciéon®. Esa permeabilidad se
puede inhibir mediante algunos farmacos como la ciclosporina A.
También se ha visto que los agonistas a,-adrenérgicos producen una
regulacion positiva de las proteinas Bcl-2 antiapoptéticas, que producen
a su vez una inhibicibn de dicho fenémeno de permeabilidad

mitocondrial®.

Potenciar los mecanismos protectores endégenos.

Entre otros, los mecanismos de defensa de los tejidos ante la isquemia,
son la sintesis de “Heat Shock Proteins” (HSP), citosinas
antiinflamatorias, enzimas antioxidantes, neurotrofinas, la apertura de
los canales de K ATP dependientes, liberacién de neurotrasmisores
inhibidores como GABA y Adenosina, y la sobreexpresién de los
transportadores de glucosa®’. Centrandonos en la retina, se ha
demostrado la sobreexpresién de HSP-70 y HSP-27%2. Ademds, se ha
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observado que un antagonista de los receptores de la interleucina-1
puede disminuir el dafio por isquemia — reperfusiéon cuando se inyecta
en el vitreo previamente al establecimiento de la isquemia®.

También se ha descrito el aumento de algunos factores de crecimiento
tras la isquemia retiniana, como el bFGF y el CNTF. De acuerdo con estos
hallazgos, la inyeccion intravitrea de estos factores de crecimiento y
otros como por ejemplo el BDNF, han dado como resultado Ia
disminucién del dafio producido por la isquemia. Sin embargo, por
razones aun desconocidas, el efecto de los factores de crecimiento
parecer ser temporal, por lo que no parece probable que puedan ser de
utilidad clinica®.

Por otro lado, se ha observado que determinados agonistas a-
adrenérgicos®® y algunos antagonistas PB-adrenérgicos® pueden
aumentar la expresidén de los factores bFGF, BDNF y/o CNTF, lo cual
puede jugar un papel en sus efectos neuroprotectores descritos en la
literatura.

La administracion sistémica de eritropoyetina ha demostrado también
un efecto protector sobre la retina, tanto administrado previamente
como posteriormente a la isquemia(’s. Asimismo, agonistas de los
receptores de adenosina Al han demostrado mejoria en el dafio
retiniano al ser administrados justo antes de la isquemia®.

Obstruccion de arteria central de la retina
La obstruccion de la arteria central de la retina (OACR) es una patologia

tromboembdlica que cursa con disminucidon de agudeza visual de forma
repentina.
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Esta entidad fue descrita por primera vez en 1859 por Von Graefe. La
incidencia se estima en aproximadamente 1 caso por 100.000
habitantes. En los estudios prospectivos realizados se habla de en torno
a un 80% de pacientes con agudeza visual menor de 0,05.

El lugar mas frecuente de OACR es el punto donde la arteria atraviesa la
duramadre. La interrupcidn del flujo sanguineo de la retina provoca una
isquemia de la retina interna, con la consecuente alteracidn de las capas
mas internas de la retina. Cualquier factor de riesgo cardiovascular es
una causa potencial de OACR, pudiéndose producir una trombosis en la
arteria mencionada, o una embolizacién desde otro origen
(frecuentemente desde la arteria carétida interna)®’.

Tipos de obstruccién de arteria central de la retina

Esta patologia se puede dividir en cuatro grandes grupos segun las
implicaciones etiopatogénicas, clinicas y de manejo, que condicionan un
mejor o peor prondstico visual.

OACR no arteritica permanente
En mas de dos tercios de los casos se debe a aterosclerosis carotidea.

Los factores de riesgo son los mismos que para otras patologias
cardiovasculares: hipertension arterial, diabetes mellitus, enfermedad
de la arteria carétida, enfermedad de la arteria coronaria, antecedentes
de accidentes isquémicos transitorios o accidentes cerebrovasculares, el
tabaquismo o la enfermedad renal. También se considera un factor de
riesgo los antecedentes familiares de enfermedades vasculares®.

Si el paciente tiene menos de 50 afios, debe realizarse estudio para
descartar estados proaterogénicos, como la hiperhomocisteinemia®,
factor V de Leyden, proteina C y S, déficit de antitrombina, anticuerpos
antifosfolipido, mutacion genética de protrombina, células falciformes,
migrafia por vasoespasmo y sindromes paraneoplasicos®’.

Otros factores de riesgo locales serian la presidn intraocular elevada, las
drusas del nervio éptico y los bucles arteriales prerretinianos, que
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implican un flujo sanguineo levemente mas reducido y un mayor riesgo
de tromboembolismo a ese nivel®.

OACR no arteritica pasajera

Aproximadamente en un 15-17% de las OACR, el flujo sanguineo se
restablece en unos pocos minutos, por lo que la pérdida visual brusca se
recupera rapidamente (amaurosis fugax). En estos casos el prondstico
visual es netamente superior a las OACR permanentes.

En estos casos, el manejo debe ir orientado al diagndstico de esos
posibles factores de riesgo que se han detallado anteriormente, para
poder diagnosticar las causas y tratarlas, con el fin de evitar que se
produzca una OACR permanente.

OACR no arteritica, con variante ciliorretiniana

La existencia de una rama ciliorretiniana, que esta descrita hasta en un
20% de la poblacion general, implica un mejor prondstico visual. Este
dependerd de la extensidn del area retiniana que reciba aporte
sanguineo de dicha rama.

OACR arteritica

En este subgrupo, la causa de la OACR es una arteritis de la temporal. En
estos pacientes cobra especial importancia el diagnéstico causal, ya que
sin el tratamiento adecuado de dicha entidad estd descrita la
bilateralizacidn hasta en un 95% de los casos.

Tratamiento de la obstruccién de la arteria central de la retina

El manejo terapéutico agudo de esta entidad se ha centrado
fundamentalmente en restituir el flujo sanguineo mediante diferentes
técnicas mds o menos invasivas, para acortar en la medida de lo posible
el tiempo de isquemia, que se estima que debe ser inferior a las 6 horas
para que haya una mejoria visual posteriormente’.

Sin embargo, en el tratamiento actual no se tiene en cuenta la
proteccion de la retina frente a la reperfusion que se produce si se
consigue restablecer el flujo sanguineo. De aqui la importancia de buscar
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algunos farmacos que puedan minimizar el dafio por reperfusién para
mejorar la viabilidad de la retina y por lo tanto la agudeza visual final del
paciente.

Dentro de este apartado, podriamos mencionar también el manejo de
las posibles secuelas que pueden aparecer de forma mas diferida en esta
patologia. Entre un 5 — 15% de las OACR pueden desarrollar una
neovascularizacion meses después del cuadro agudo.

Por ello, es conveniente el seguimiento de estos pacientes durante los
meses posteriores, para reconocer los signos incipientes de
neovascularizacion y, en caso de aparecer, tratar dicha complicacién
antes de que llegue a producir alteraciones importantes en el ojo afecto.

En estos casos, el manejo consistiria en la fotocoagulacién del area de
retina isquémica, lo que produciria una reduccidn en la liberacién de
VEGF por parte de las células isquémicas y una posible regresion de los
vasos formados.

Si no se consigue la regresiéon de los neovasos, se pueden producir
hemorragias vitreas si dichos vasos neoformados se encuentran en la
retina. Si los vasos se han formado a nivel del iris, se puede llegar a
desarrollar un glaucoma neovascular, que consiste en un aumento de la
presidn intraocular secundario a la obstruccidn del dngulo iridocorneal,
que es la principal via de drenaje del humor acuoso desde la cdmara
anterior del ojo. Aunque el prondstico visual ya sea malo de por si
aungue no aparezcan estas complicaciones, el manejo de las mismas
suele ser complicado y puede requerir intervenciones quirargicas
complejas y a menudo produce molestias importantes en estos
pacientes.
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Farmacos en isquemia - reperfusion

En este apartado vamos a analizar las razones por las que se han
escogido estos farmacos para la realizacion de este experimento.

Acido Félico

El acido fdlico, que es una vitamina esencial para los mamiferos, se
corresponde con el acido pteroil-L-glutdmico. Se trata de una vitamina
hidrosoluble, del complejo de vitaminas B, que ha demostrado en
estudios de isquemia—reperfusion en otros tejidos su utilidad como
modulador del dafio histolégico producido.

La férmula estructural del acido pteroil-L-glutdmico se recoge en la
figura 4. A pesar de ser una de las formas farmacolégicas mas
empleadas, en realidad no es el principal compuesto dentro del grupo
de los folatos ni el coenzima activo en el metabolismo celular.
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Figura 4. Férmula del acido pteroilglutamico (acido Félico)

El acido folinico se incluye en el grupo farmacoterapéutico de los
agentes desintoxicantes para el tratamiento antineoplasico; cddigo ATC:
VO3AF03. El folinato calcico es la sal de calcio del acido 5-formil
tetrahidrofélico. Es un metabolito activo del acido folinico y una
coenzima esencial de la sintesis de acido nucleico en la terapia
citotéxica. Ademads, tiene una potente actividad antioxidante.
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Los folatos presentes en la dieta lo estan en su mayoria en forma de
poliglutamatos reducidos y la absorcion requiere de la pteroil-gamma-
glutamil carboxipeptidasa, la cual se encuentra asociada a las
membranas de las células mucosas. Tras la absorcidn, el acido fdlico es
rapidamente reducido a su forma de tetrahidrofolato, el cual a su vez
actla como aceptor temporal de restos monocarbonados para dar lugar
a los diferentes derivados folinicos’".

Cada uno de estos compuestos desarrolla diferentes funciones en el
metabolismo celular, que pueden resumirse como sigue:

e Conversidon de homocisteina a metionina.

e Conversidn de serina a glicina.

e Sintesis de timidilato (etapa limitante en la sintesis del DNA).

e Metabolismo de la histidina.

e Sintesis de purinas (el 4cido fdlico es requerido en dos etapas
durante la sintesis de nucledtidos purinicos).

e Utilizacién o generacidn de folato (actuando como coenzima de
una reaccion reversible).

e Inhibicién competitiva de la xantino — oxidasa (XO), debido a su
analogia estructural con los sustratos purinicos sobre los que
actla este enzima’’. Este se une al sitio activo del enzima
impidiendo que consuma oxigeno molecular”.

El acido fdlico es reconocido como un inhibidor de la xantino — oxidasa y
su efecto ha sido probado en situaciones de isquemia. Asi, Granger et
al”®, en 1986, probaron que la administracién de acido fdlico atenta el
incremento de la permeabilidad vascular tras isquemia intestinal en
gatos. Con anterioridad, Lewis et al demostraron el efecto inhibidor de
los folatos sobre la XO en mamiferos”. Portugal et al observaron
mejorias significativas de la respuesta regenerativa del higado isquémico
de la rata, tras hepatectomia parcial del 70%, con la administracion de
acido fdlico, al igual que con la superdéxido dismutasa antes
comentada’®. Del mismo modo, estudios posteriores de este grupo
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demostraron el caracter hepatotréfico de esta sustancia, tanto en
higados sometidos a isquemia como en aquellos a los que no se
realizaba ésta ”’.

Nitroindazol

Es un inhibidor selectivo de la “neuronal nitric oxide synthase (nNOS)”.
En la figura 5 se muestra la representacién molecular de este principio
activo.

En estudios realizados en isquemia cerebral se ha comprobado que el 7-
Nitroindazol inhibe la sintesis de 6xido nitrico. La concentracién de éxido
nitrico se reduce de forma significativa Unicamente durante las etapas
precoces de la reperfusidn, sin alteracidn de la misma durante el periodo
de isquemia o durante la reperfusion tardia .

Figura 5. Férmula del nitroindazol.

Calmidazolio
Es un potente inhibidor de la calmodulina. La férmula estd representada
en la figura 6.
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La calmodulina funciona en una gran cantidad de procesos como un
regulador dependiente del Ca®*. Entre ellos se incluyen el metabolismo
de los nucledtidos ciclicos, el transporte de iones, las cascadas de
fosforilacién/desfosforilacién de proteinas, funcién del citoesqueleto,
proliferacién celular y sefializacién mediada por proteina G. La unidn del
Ca’* a la calmodulina lleva a la activacién de multiples enzimas
dependientes del Ca**, como por ejemplo la quinasa de la cadena ligera
de la miosina, y la calcineurina®.

El mecanismo de accidn del calmidazolio consiste en la unién directa a la
calmodulina, gracias a su solubilidad lipidica, su estructura geométrica, y
a la interaccidn idnica con la calmodulina. Ademas, también tiene otros
efectos inespecificos como el bloqueo de canales de Calcio tipo L,
canales de K*, canales de Na* y canales de liberacién de Ca** del reticulo
sarcoplasmico®.

En estudios en células miocardicas aisladas, se ha evidenciado que este
farmaco acorta la duracién del potencial de accién, incrementando la
tasa de repolarizaciéon en la fase 2. En los canales de Calcio tipo L
provoca una inhibicién que se mantiene tiempo después del lavado del
calmidazolio. También tiene efecto sobre las corrientes de Na*, K"y Cl" a
través de las membranas.

Pero lo que mas importancia tiene para nuestro estudio es el efecto que
tiene sobre la produccién de éxido nitrico, a través de las sintetasas de
éxido nitrico dependientes de calmodulina®.
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Figura 6. Férmula del calmidazolio.

Alopurinol

Actlia como inhibidor de la xantina — oxidasa. McCord fue el primero en
postular la capacidad de la xantina — oxidasa para generar radicales
libres de oxigeno. Este enzima se deriva de la xantina deshidrogenasa en
condiciones de bajo aporte de oxigeno.

La administracion de enzimas antioxidantes como el alopurinol ha
conseguido limitar la lesidon por isquemia — reperfusién en modelos
experimentales de isquemia intestinal®.

En la figura 7. aparece la representacién molecular de este fdrmaco.
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Figura 7. Férmula del Alpurinol.

Trifluoperazina

Es un farmaco que pertenece a la familia de las fenotiacinas, y su uso
clinico mas extendido es como farmaco antipsicotico. Se representa en
la figura 8. Su principal indicacién es la esquizofrenia, aunque también se
utiliza en pacientes con agitacion severa o crisis muy intensas de
ansiedad. Su principal efecto se situa a nivel central como
antiadrenérgico y antidopaminérgico.
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Figura 8. Férmula de la trifluoperazina
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Sin embargo, aunque esto es menos conocido, es inhibidor de Ia
Calmodulina impidiendo la entrada de Calcio en la célula, por lo que se
ha utilizado en trasplantes de érganos®.

También interfiere otros procesos del metabolismo celular, a nivel de
rutas de sefalizacidn, lo que ha llevado a utilizarlo con éxito como
agente antitumoral®*.

Ademas, se ha descrito su capacidad de frenar la produccidon de
fosfolipasa A, asi como de prostaglandina E, reduciendo de esta manera
los dafios producidos por ciertos tdxicos y situaciones de estrés®.

Pero es su capacidad de inhibir ciertos canales de potasio en el musculo
liso de vasos sanguineos lo que ha llevado a algunos investigadores a
proponer su uso en los procesos de isquemia-reperfusion®.

Por ultimo, existen algunas referencias sobre la capacidad de este
farmaco de reducir los dafios originados en las células por el perdxido de
hidrégeno (que se produce en abundancia durante la reperfusién)®.

Pravastatina
Farmaco de la familia de las estatinas, cuya funcién es la inhibicién de la
hidroxi-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa.

Su férmula estd representada a continuacion en la figura 9.
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H,C

Figura 9. Férmula de la pravastatina.

Habitualmente se utiliza en las hiperlipidemias con el fin de reducir el
desarrollo de aterosclerosis y prevenir las enfermedades
cardiovasculares. Las estatinas inhiben de forma reversible vy
competitiva la HMG-CoA reductasa, bloqueando la transformacién de
HMG-CoA en mevalonato y consiguiendo por tanto una reduccién de la
sintesis hepatica de colesterol. Este hecho conduce a la estimulacién de
la sintesis y expresidon de receptores de LDL y consecuentemente una
reduccidon del colesterol sanguineo, la apolipoproteina B100 y las
lipoproteinas ricas en triglicéridos’™.

Otro papel importante de las estatinas es la proteccidon de la funcién
endotelial, a través de diferentes mecanismos’*:

e Estimulacion directa de la sintesis del NO endotelial, con un
incremento en la actividad de la eNOS, asi como un aumento de
su vida media.

e Reduccidn de la inhibicidon de la eNOS asociada a la hipoxemia y
a otros estimulos, como el TNF, la IL-1 o las LDL oxidasas.
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e Modulacién de la actividad de la iNOS que ha demostrado ser
deletérea a través de la sintesis de NO en el contexto del
proceso inflamatorio y su oxidacidn a radicales peroxinitrito.

e Disminucién de la actividad del Factor transcripcional kappa B
(“Nuclear factor kappa B”, NFkB), de la quimiotaxis de los
neutréfilos y monocitos humanos y de la adhesividad
leucocitaria por la reduccién de la expresion de CD11b
monocitico y de ICAM-1 endotelial.

El efecto resultante consiste en una mayor disponibilidad del NO
producido por la eNOS en el lecho vascular, que explicaria las
propiedades antiinflamatorias que efectivamente se ha demostrado que
poseen estos farmacos, asi como una disminucién del NO producido por
la iNOS en las situaciones en las que un aumento de NO en presencia de
radicales libres puede ser claramente deletéreo. Clinicamente el vinculo
entre las propiedades anti-inflamatorias de las estatinas y su beneficio
clinico es tal que comienza a haber evidencias de que los pacientes con
mayores beneficios son aquellos que consiguen reducir, ademas de la
LDL a cifras cada vez mads bajas, sus concentraciones de proteina C
reactiva (PCR) por debajo de 2 mg/l. Estos hallazgos pueden justificar
que los inhibidores de la HMG-CoA reductasa se hayan demostrado
eficaces también en la reduccién de la morbimortalidad cardiovascular
en pacientes con niveles normales de colesterol’".

En diferentes trabajos se ha ido observando que el beneficio del
tratamiento con estatinas se puede obtener tratando a los pacientes
antes del insulto isquémico durante periodos de duracién muy variable,
entre 3-7 dias y un mes. Por fin, varios trabajos experimentales han
demostrado que una dosis Unica intravenosa del farmaco capaz de
alcanzar una concentracion sérica similar a la que se consigue con dosis
clinicas terapéuticas es capaz de proporcionar multiples efectos
beneficiosos®.
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Por todo ello, la administracion de estatinas en dosis Unica
inmediatamente antes del insulto isquémico podria resultar beneficiosa
para disminuir los efectos del dafio por isquemia — reperfusion.
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Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

Los farmacos que han demostrado utilidad en el control del dafio por
isquemia—reperfusion en otros érganos, deberian ser utiles para reducir
dicho dafno en la retina.

Un modelo de isquemia—reperfusion agudo en animales pequeios
deberia ser un modelo atil en el que probar la eficacia de dichos
tratamientos.

Objetivo del estudio

Con este estudio queremos identificar farmacos que sean capaces de
reducir el dafio por isquemia — reperfusién en la retina.

En la actualidad, no hay ningln tratamiento efectivo para las situaciones
en las que la retina sufre un proceso isquémico agudo, como por
ejemplo en la obstruccidon de la arteria central de la retina. Por esa
razén, en nuestro experimento queremos saber si algunos farmacos que
han demostrado eficacia frente al dafio por isquemia — reperfusiéon en
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otros tejidos, pueden ser también de utilidad en la retina, ya que podria
también repercutir en el enfoque terapéutico de dichas situaciones de
isquemia de la retina.

Para el manejo de la isquemia retiniana los tratamientos siempre han
ido enfocados a restablecer el flujo sanguineo lo mas rapidamente
posible para conseguir una reperfusién. Los resultados visuales suelen
ser bastante pobres a pesar de conseguir dicha reperfusién en un plazo
de tiempo corto, ya que, como hemos explicado, este fendmeno origina
una cascada de reacciones que hacen que el dafio tisular sea mayor vy la
viabilidad de las células retinianas mucho menor.

En este contexto, farmacos que protejan la retina frente al dafio
producido por la propia reperfusion, podrian mejorar los resultados
visuales. De esta manera, al afiadir estos medicamentos de forma
simultanea a la restitucion del flujo sanguineo, podriamos esperar una
mayor supervivencia de las células retinianas.

El sindrome de isquemia—reperfusidn ha sido ampliamente estudiado en
otros tejidos diferentes de la retina, por lo que tratamos de averiguar si
medicaciones que han conseguido frenar el dafio tisular en esos otros
tejidos, pueden conseguir algun efecto protector en la retina y mejorar
el tratamiento de estas entidades clinicas que cursan con isquemia de la
retina.
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Material y Métodos

Animales de experimentacion

Todo el trabajo se ha llevado a cabo con ratas singénicas WAG-RijHsd,
obtenidas de Harlan®. La cepa ha sido posteriormente mantenida en el
Servicio de Estabulario de la UPV/EHU (Unidad de Cirugia Experimental).
Se han utilizado ratas macho de 12 semanas, con un peso aproximado
de 300 g.

Los animales se han mantenido con alimentacion (Safe A-04, Panlab SLU)
y bebida “ad libitum”, con un ciclo de 12 h de luz — oscuridad, y
temperatura constante de 24 °C.

Todos los procedimientos han sido realizados conforme a la legislacion
vigente y cuentan con la aprobacién del CEEP de la UPV/EHU. Cddigo
M20/2016/218.
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Técnicas quirurgicas

Anestesia

Durante la realizacién del experimento las ratas han sido sometidas a un
proceso de anestesia para poder llevar a cabo las maniobras necesarias.
Para ello, inyectamos via intraperitoneal una dosis de 15 mg/kg de
Valium y 10 minutos después 80 mg/kg de Ketamina. Con estas dosis
conseguimos una anestesia suficiente durante aproximadamente 90
minutos, lo que nos permite completar todo el proceso. Ademas,
mantiene una sedacién estable durante al menos otros 60 minutos.

Induccién de isquemia
Nuestro modelo de isquemia experimental retiniana implica una serie de
procedimientos que describimos a continuacidn.

Dilatacién pupilar

Instilamos colirio de Tropicamida en el ojo a estudio, para facilitar
posteriormente la manipulacién de la cdmara anterior para la induccién
de isquemia, y con el objetivo de poder observar directamente el fondo
de ojo para comprobar el establecimiento de la isquemia y la posterior
reperfusion.

Isquemia retiniana

Introducimos en la cdmara anterior un catéter de linfografia de 26G (fig.
10). Conectamos el catéter a un sistema de presidon hidrostatica y
aumentamos la presion hasta 150 mmHg (fig. 11), constatandose
mediante oftalmoscopia directa el blanqueamiento de los vasos
retinianos.
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Figura 11. Conjunto de equipamiento para la produccién de la isquemia
retiniana.
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Tras 60 minutos de isquemia, disminuimos la presién y retiramos el
catéter. Nuevamente, la oftalmoscopia directa confirma la recuperacion
del flujo sanguineo retiniano.

Reperfusion

Una vez restablecido el flujo sanguineo retiniano, se mantiene al animal
en reposo mediante sedacidon durante 60 minutos. Segun la literatura
consultada, este periodo de tiempo es suficiente para que se produzcan
dafios evidenciables mediante los diferentes sistemas de analisis®.

Eutanasia

Cinco minutos antes de completar la reperfusién, se administra una
nueva dosis de ketamina intraperitoneal. Completados los 60 minutos
de reperfusion, se procede a la eutanasia mediante seccién medular
alta.

Enucleacion

Una vez sacrificado el animal, se lleva a cabo la enucleaciéon de ambos
ojos, tanto del ojo sometido a isquemia — reperfusidon, como del ojo
contralateral. El ojo no sometido a isquemia se utiliza como control
pareado.

Para llevar a cabo la enucleacién, se realiza en primer lugar una
cantotomia lateral que nos permite tener mas espacio para acceder al
globo ocular. A continuacién se lleva a cabo una peritomia conjuntival
para exponer los musculos extraoculares. Estos se seccionan para liberar
el globo ocular, y finalmente se secciona el paquete vasculonervioso
Optico en la parte posterior de la drbita. La extraccion se realiza
traccionando del nervio éptico con una pinza de relojero, para evitar
dafiar las estructuras oculares.

Los globos oculares extraidos se colocan en una placa de Petri con suero
fisioldgico.
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Técnicas anatomopatoldgicas

Obtencion de las retinas

A partir del ojo enucleado, realizamos la diseccion de la retina mediante
el protocolo descrito por Miltenyi Biotec™. El proceso consiste en
realizar una pequeiia incision con una aguja hipodérmica en pars plana,
a través de la cual se introducen unas tijeras que nos permiten separar la
cornea y el cristalino, y quedarnos solamente con la parte posterior del
globo ocular.

A continuacidn sujetamos el nervio éptico con una pinza y con otra pinza
exprimimos el globo ocular desde el nervio éptico hacia delante,
produciéndose la separacion de la retina neurosensorial del resto, con lo
gue ya tenemos la retina disecada.

Fijacion en formol e inclusion en parafina

Una vez extraida la retina procedemos a su inmediata fijacion en formol
al 10%. Posteriormente (transcurrido un periodo minimo de 24 horas) se
procede a una deshidratacion progresiva mediante inmersiéon en
soluciones alcoholicas de concentracidn creciente, seguida de inmersion
en xilol a temperatura ambiente. Por ultimo, la retina se incluye en
parafina, mediante inmersién en un bafio a 60 °C.
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Tabla 1. Se detalla el proceso de inclusion en parafina.

Etapas Producto Tiempo de inmersién
1 Formaldehido 10% >24h
2 Alcohol 502 90’
3 Alcohol 702 90’
4 Alcohol 902 120
5 Alcohol 1009 180’
6 Xilol 60’
7 Xilol (602 C) 60’
8 Parafina (602 C) 120’

Tincién con hematoxilina - eosina
Una vez la muestra es incluida en parafina, se obtienen secciones
histolégicas seriadas de 5 micras de espesor para su analisis. Dichas
secciones son posteriormente tefiidas con Hematoxilina-Eosina
empleando un tefidor automdtico (Shandon Linistain GLX), segun el
protocolo que se detalla en la tabla 2.

Retina HaE -
- s

A

Figura 12. Seccidn histoldgica de una retina
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Tabla 2. Tinciéon con hematoxilina-eosina.

Material y Métodos

Orden Producto o procedimiento Tiempo
1 Preparacién en zona calefactada 5’
2 Xileno 2
3 Alcohol 1002 i
4 Alcohol 952 i
5 Agua corriente 30”
6 Hematoxilina 4
7 Agua corriente 30”
8 Alcohol 702 + HCl al 1% 30”
9 Agua corriente 30”
10 Reactante azulante Shandon i
11 Agua corriente 30”
12 Alcohol 952 30”
13 Eosina 30”
14 Alcohol 952 130"
15 Alcohol 1002 i
16 Xilol iy
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Valoracion del daiio retiniano

Para evaluar el dafio producido a nivel histoldgico, hemos tenido en
cuenta las alteraciones retinianas que aparecen de forma mas precoz
durante los procesos de isquemia. Estos cambios tisulares se han
recogido agrupados en 3 grupos diferentes.

Existencia de “Daiio Histologico”

Hace referencia al aspecto general de la retina. Las retinas no sometidas
a isquemia poseen una estructura homogénea, mientras que las
isquémicas estan mas desestructuradas.

En el analisis de los cortes histoldgicos se ha registrado la existencia o
ausencia de dafio histolégico o si no lo habia, registrandose como una
variable cualitativa. Esta valoracion “grosera” ha tenido como finalidad
asegurar la calidad del procesamiento de las muestras, ya que al tratarse
en todos los casos de piezas cuya identificacion estaba “cegada”, la
calificacion como “dafiada” de una retina de ojo no isquémico implicaria
fallo de la técnica y exclusién del caso.

En la capa plexiforme y nuclear externas es donde se han descrito los
cambios identificables mas precoces en estos procesos de isquemia
retiniana.

Edema citoplasmico

Al iniciarse el dafio por la falta de aporte sanguineo, los citoplasmas de
las células que conforman la capa nuclear externa se llenan de agua
como consecuencia de las alteraciones producidas, por lo que los
nucleos aparecen mas separados y con unos halos alrededor de los
mismos.

En cada corte histoldgico se ha cuantificado el nimero de células
afectadas por campo (utilizando un objetivo 40 X), por lo que se trata de
una variable cuantitativa.
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Edema dendritico

Las dendritas de las células en la capa plexiforme externa también se
van llenando de liquido, dando a la capa granular externa un aspecto
mas espongiforme.

Esta variable también se ha recogido de manera cualitativa, como
existencia o no de edema dendritico.

En la tabla 3 se recogen las variables analizadas en el andlisis de los
cortes histoldgicos. Esta escala de dafio estd basada en la descrita por
lzumi'y cols®.

Tabla 3. Parametros histoldgicos estudiados.

Variable Valoracion Tipo
Dafio histolégico SI/NO Cualitativa
Dafio citoplasmatico n2 células/campo Cuantitativa
Dafio dendritico SI/NO Cualitativa

Tratamientos utilizados

Administracion de los farmacos

Todos los tratamientos se han administrado en una dosis Unica, por via
intraperitoneal, cinco minutos antes de comenzar la reperfusién, con el
fin de que el farmaco se encontrara en el plasma al inicio de la misma.
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La asignacion del tratamiento a cada animal se ha realizado de forma
ciega y aleatorizada, mediante la preparacion de unas jeringas
precargadas numeradas, de manera que el investigador no sabe el
tratamiento que estd administrando a cada rata.

Acido Félico

El tratamiento con acido fdlico se ha llevado a cabo utilizando acido
folinico, que es la forma activa del acido félico y no requiere la
conversion enzimatica de éste; ademads, tiene la ventaja de poder
administrarse por via intravenosa en forma de folinato cdlcico.
Concretamente se ha utilizado la presentacién Folidan® 50, de Almirall
Prodesfarma, en viales de polvo anhidro con 50 mg de acido folinico en
forma de folinato calcico.

Cada vial se ha reconstituido en 5 ml de suero salino, conservandose
esta dilucion en nevera y oscuridad. Para su administracidn, la solucion
stock se ha diluido de nuevo en suero fisioldgico hasta obtener 0,6 ml
con acido folinico suficiente para que el animal reciba 2,5 mg/kg; se ha
administrado por via intraperitoneal.

Nitroindazol

Es un inhibidor NOS, cuya composicién molecular es un anillo indazol
nitrado en la posicion 7. El nitroindazol actia como un inhibidor
selectivo de la d6xido nitrico sintetasa, que convierte la arginina en
citrulina y éxido nitrico. El 6xido nitrico es capaz de difundir a través de
las membranas plasmaticas y afectar a las células contiguas permitiendo
la sefalizacidon celular, por lo que el nitroindazol inhibe de forma
indirecta esta via de sefializacién celular.

La forma comercial que hemos utilizado es el 7-Nitroindazole (Sigma-
Aldrich, ref. N7778). La presentacion es un vial de 5 g de polvo anhidro.
El farmaco se disuelve en etanol absoluto, y posteriormente este
preparado se diluye en ClinOleic®, en una proporciéon 1/7. La dosis
administrada ha sido de 10 mg/kg, vehiculizados en 0,6 ml de disolvente
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(para que la aportacion de volumen liquido exdgeno sea la misma en
todos los tratamientos).

El ClinOleic® (Baxter) es una emulsion lipidica al 20%, para mezclas de
nutricidon parenteral, compuesta por aceite de oliva (80%) y aceite de
soja (20%); tiene un alto contenido en acido oleico (acido graso ®-9
mono-insaturado) asi como en alfa-tocoferol (isémero activo de la
vitamina E, que es un potente antioxidante natural).

Calmidazolio
Este farmaco actia como inhibidor de la calmodulina e inhibidor NOS.

En el estudio hemos utilizado el producto Calmidazolium Chloride
(Sigma-Aldrich, ref. C3930), suministrado en viales de 10 mg. El polvo
anhidro se ha diluido en DMSO (Sigma-Aldrich, ref. D5879) a una
concentracién 5mM. A continuacién, se ha diluido en suero fisioldgico
hasta obtener una preparacion de 0,6 ml de farmaco para
administracién intraperitoneal. La dosis administrada ha sido de 2,4

mg/kg.

Alopurinol

El Alopurinol es un antioxidante. En nuestro trabajo hemos utilizado la
forma comercial suministrada por Sigma-Aldrich en forma de polvo
anhidro (Sigma-Aldrich, ref. A8003).

La preparacién del fadrmaco se ha realizado en dos etapas. Primero se
han diluido 125 mg de alopurinol en 2 ml de NaOH 1 N (2 g de NaOH en
50 ml de agua destilada) para obtener una solucidn stock, que puede
conservarse en frio y oscuridad (4°C).

La preparacion final que se ha administrado a los animales, se ha
obtenido diluyendo en suero fisiolégico la cantidad necesaria de
solucion stock para disponer de la dosis de 50 mg/kg en un volumen de
0,6 ml, que se administré por via intraperitoneal.
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Trifluoperazina

La trifluoperazina es un farmaco antipsicético, que también actiia como
inhibidor de la calmodulina. Ha sido suministrado en viales de 5 g. de
polvo anhidro (Sigma-Aldrich, ref. T8516-5G), y requiere
almacenamiento a una temperatura de -20°C.

La dosis utilizada ha sido de 10 mg/Kg. Para ello se ha disuelto el
farmaco en 0,6 ml de suero fisiolégico, administrandose a la rata por via
intraperitoneal.

Pravastatina

La pravastatina se ha obtenido como pravastatina sddica en viales de 25
mg de sal hidratada (Sigma-Aldrich, ref. P4498), que requiere
conservacion en frio (2-8 °C).

A partir de dicha preparacién comercial, se han diluido directamente 1,2
mg en 0,6 ml de PBS. Con ello hemos obtenido una dosis de 4 mg/kg en
las ratas tratadas en nuestro estudio.

Grupos experimentales

En este apartado se detallan las diferentes series de animales que se
precisaron para llevar a cabo el estudio. En primer lugar, se llevaron a
cabo unos experimentos preliminares que sirvieron para la puesta a
punto del método experimental que se iba a emplear en el grueso del
estudio. Estas primeras series sirvieron para ajustar y mejorar tanto la
técnica quirdrgica como el ensayo de las técnicas de evaluacion.
Completada esta fase preliminar, se procedid con el estudio
propiamente dicho.
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Experimentos preliminares

Un primer estudio en un conjunto de 6 ratas, se realizd con el objetivo
de determinar un valor de presién que sirviera para superar la tension
arterial de la arteria central de la retina y que permitiera la interrupcion
del flujo sanguineo a la retina, simulando una obstruccidon de arteria
central de la retina.

Con este fin, el registro de la tensidn arterial se llevé a cabo de manera
invasiva, mediante un catéter introducido en la arteria femoral y
registrado mediante un PowerlLab®. Se obtuvieron unos valores de
tensidn arterial sistélica que oscilaban entre 110 y 130 mmHg.

Otra serie de animales se utilizd para asegurar la fiabilidad en el método
de obtencion de la isquemia retiniana. Para producir la isquemia, se
desarrolld6 un sistema de presion hidrostatica conectado a un
esfingomandmetro. Este sistema se conectaba a la cdmara anterior del
ojo de la rata mediante un catéter flexible de polivinilo de 1 mm de
didmetro interno y 2 mm de didmetro externo, embutido en una aguja
de 27 G. En los primeros intentos, la presidn que se obtenia no era
constante, y se corria el riesgo de que si no se mantenia la presion, se
permitiese de nuevo la irrigacidon de la retina. Finalmente se consiguid
mantener presiones estables, que se decidié que fueran de 150 mmHg,
algo superiores a los valores estrictamente necesarios para conseguir la
isquemia retiniana, pero que permitian que pequefias pérdidas de
presion no afectaran a la isquemia retiniana durante todo el proceso.

La dilatacion de la pupila con Tropicamida permite la visualizacién del
fondo de ojo mediante un oftalmoscopio directo, de manera que se
puede constatar que la retina esta isquémica y que dicha situacidn se
mantiene durante toda la fase de isquemia. Asimismo, permite también
observar la reperfusidon de la retina en la segunda fase del experimento.

En la dltima serie preliminar, compuesta por 6 animales, se llevd a cabo
todo el proceso de isquemia y reperfusidn de la retina en uno de los dos
ojos, y se llevé a cabo la enucleacion de los dos globos oculares de la
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rata. Este grupo permitié la mejora de la técnica de extraccion del globo
ocular y la obtencién de la retina. Las preparaciones histolégicas a partir
de estas retinas sirvieron para comprobar la fiabilidad en el andlisis
histoldgico, ya que se constatdé que era posible diferenciar las retinas
gue habian sufrido isquemia de las que no.

Series del estudio

El estudio se ha llevado a cabo con grupos de 8 animales para cada uno
de los tratamientos ensayados, incluyendo un grupo que recibio
exclusivamente 0,6 ml de suero fisiolégico por via intraperitoneal (en el
gue el nimero se redujo a 4).

El investigador recibidé para cada sesién de trabajo una jeringuilla pre-
cargada con un farmaco e identificada con un cddigo numérico que se
conservé a lo largo de todas las fases del estudio. Una vez concluidas
todas las determinaciones se procedid a “desenmascarar” los cédigos,
reagrupando los datos en funcidn del tratamiento.

Debido al enmascaramiento de los datos, hasta completar el estudio no
se supo a qué grupo pertenecian los animales que hubo que excluir por
fracaso en la induccion/mantenimiento de la isquemia (que se recogen
en la tabla 4).
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Tabla 4. Detalle de la composicidn de los grupos experimentales

N2 animales Excluidos
Control 4 0
Folico 8 2
Alopurinol 8 0
Pravastatina 8 1
Trifluoperazina 8 1
Calmidazolio 8 0
Nitroindazol 8 1

Analisis estadistico

Los resultados del estudio se han presentado como valores medios con
su desviacion estandar, ya que en todos los casos la distribucion de
valores se ajustd a una normal. Estos calculos se realizaron utilizando el
programa informatico GraphPad de Prism®.

Las comparaciones de un tratamiento frente a las retinas no tratadas
(controles) se realizaron mediante T de Student para muestras pareadas,
aceptando como significativas aquellas diferencias con una p<0,05.

Para las comparaciones entre los diferentes grupos de tratamientos se
ha utilizado el andlisis de la Varianza (ANOVA), y, en aquellos casos en
los que este test confirmo la existencia de diferencias estadisticamente
significativas  (p<0,05) se recurrio al “Newman-Keuls Multiple
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Comparison Test” para realizar una posterior comparacién entre grupos.
Las diferencias con una p<0,05 se aceptaron como significativas.
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En este apartado procedemos a detallar los resultados obtenidos en
nuestras series experimentales, comenzando con el proceso de ajuste
del modelo experimental. A continuacién expondremos los efectos
producidos por nuestro modelo de isquemia — reperfusién sobre las
retinas de los animales, para posteriormente detallar las modificaciones
observadas tras aplicar los diferentes tratamientos. Por ultimo, se
incluye un apartado en el que se comparan en conjunto los tratamientos
utilizados en nuestro trabajo.

1. Definicion del modelo experimental

Los primeros ensayos con animales estuvieron destinados a ajustar el
modelo experimental, hasta obtener una técnica fiable y repetible, que
redujera al minimo las variaciones debidas a factores ajenos al proceso
fisiopatoldgico y/o los tratamientos ensayados.

1.1. Determinacion de la presion de oclusion de la arteria
central de la retina

Con el fin de definir una presion de infusidn intraocular de suero que
garantice la anulacién del flujo sanguineo en la retina, se procedid a
realizar una monitorizacion invasiva de la tension arterial (PowerlLab®,
Oxford) en un grupo de seis animales.

Se aplicd la misma anestesia que se utilizaria durante el procedimiento,
y se registrd en continuo la tensidn arterial durante un periodo de
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sesenta minutos. En la tabla 3.1 se recoge el rango de valores de tension
arterial maxima registrada en cada animal.

Esta experiencia nos permitié definir como presién intraocular eficaz
para inducir isquemia retiniana un valor de 150 mm Hg. Este hecho es
posible debido a que tal y como se deduce de la férmula detallada a
continuacién, la elevacion de la presion intraocular por encima del valor
de presidén arterial central de la retina da como resultado una presién de
perfusidn negativa, por lo que se detiene el aporte sanguineo a la retina.

Presidn de perfusion = Presion arterial central de la retina — Presion intraocular

Tabla 5. Rango de tension arterial sistdlica en animales control

peso TAS minima TAS maxima
Animal 1 323 118 125
Animal 2 289 110 118
Animal 3 305 119 130
Animal 4 293 115 125
Animal 5 302 122 131
Animal 6 298 119 127

1.2. Ajuste de la técnica de infusién intraocular

Los primeros intentos de inducir isquemia retiniana fracasaron por dos
motivos fundamentales: fallos al mantener la presion intraocular,
dificultad de constatar la ausencia de riego en la retina.

Los primeros manguitos de tension utilizados para mantener la bolsa de
suero fisiologico a la presion requerida no resistieron el largo tiempo
requerido. Una vez obtenidos manguitos con mayor resistencia de la
bolsa de goma elastica, se constatd la necesidad de una observacién
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directa para reajustar repetidas veces la presion a lo largo de los sesenta

minutos de isquemia.

Figura 13. Infusién de suero en la camara anterior hasta alcanzar 150 mm Hg.

Tras diversos intentos fallidos, la aplicacién de Tropicamida previa al
inicio de la infusidon permitio la observacion directa del fondo de ojo con
un oftalmoscopio directo; de esa forma se pudo comprobar que —
mientras se mantenga los 150 mm Hg de presidon intraocular— la retina
de nuestros animales permanece blanquecina en observacion directa
(isquémica).

Una vez ajustado este disefio, se aplicé la isquemia en 6 animales con el
fin de asegurar la repetitividad de la técnica, a la vez que se utilizaron
para ajustar los aspectos de valoracion histopatoldgica de la lesidn.

1.3. Ajuste de la técnica de valoracion del dafio retiniano

En seis animales sanos, bajo anestesia, se procedié a la enucleacién de
los dos globos oculares y la separacidn de la retina. Tras varios ensayos,
se afind la técnica definitiva que se utilizd para esta tesis doctoral, y que
estd descrita en el apartado de material y métodos.
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Las retinas obtenidas del grupo de animales en los que se comprobd la
fiabilidad de la técnica de isquemia se procesaron mediante inclusién en
parafina y tincién con hematoxilina-eosina. Estas muestras,
convenientemente cegadas, se utilizaron para entrenar al observador y

conseguir una valoracion fiable y repetible.

Figura 14. Retina sometida a 60’ de isquemia (izq) y retina normal (dcha)

Las valoraciones de dafio histoldgico, edema dendritico y edema
citopldsmico se repitieron en siete ocasiones. En las tres ultimas, los
valores obtenidos fueron homogéneos y comparables, por lo que se
aceptd la calidad de medida del observador.

2. Efecto de la isquemia-reperfusion sobre
la retina

Tal y como detallamos en el apartado de Material y Métodos, las retinas
han sido examinadas valorando tres aspectos: la existencia o no de dafio
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en su estructura, la presencia o no de edema dendritico, y el grado de
edema citoplasmico en la capa nuclear externa.

Ninguna de las retinas de los ojos no sometidos a isquemia mostré dafio
apreciable; lo contrario de lo que se pudo apreciar en las retinas de los
ojos sometidos a una hora de isquemia y extraidos tras una hora de
reperfusion.

De manera similar, mientras que todas las retinas de ojos sometidos a
isquemia y reperfusién mostraron la existencia de edema dendritico,
ninguna de las retinas contralaterales (que no experimentaron la
isquemia) mostré dicho edema.

Si nos centramos en el pardmetro mas sensible de nuestro estudio, el
edema citoplasmico, la media de los valores registrados en las retinas no
sometidas a isquemia se situd en 1,5 (* 1,7). En cambio, en las retinas
sometidas a isquemia y reperfusion, éste indice alcanzé un valor medio
de 102,5 (+ 35); siendo la diferencia estadisticamente significativa
(p<0,01). Los valores obtenidos se recogen con detalle en la tabla 6.

Tabla 6. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales control

Retina normal Retina isquémica
Animal 1 3 50
Animal 2 3 120
Animal 3 0 120
Animal 4 0 120
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3. Comportamiento de la retina con los
tratamientos

En este apartado describiremos el comportamiento de las retinas (tanto
las controles como las sometidas a isquemia) de los animales sometidos
a los diferentes tratamientos.

3.1. Tratamiento con acido félico

Al igual que se ha observado en el grupo control, el dafio histoldgico sélo
se observé en las retinas de los ojos sometidos a isquemia y reperfusion,
mientras que las retinas contralaterales no mostraron dafio. Lo mismo
ocurre si analizamos la existencia de edema dendritico: la totalidad de
las retinas sometidas a isquemia lo presentaron, sin que se observara en
las retinas no isquémicas.

Como se aprecia con claridad en la figura 15, las retinas sometidas a
isquemia —a pesar del tratamiento con acido félico— presentaron un
grado de edema citoplasmico elevado; lo que no ocurrid con las retinas
no sometidas a isquemia (31,7 £ 14,7 vs 4 £ 5,6).
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Figura 15. Edema citoplasmico en animales tratados con acido félico
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Como se deduce de observar la desviaciéon estandar, los resultados
obtenidos presentan una amplia variabilidad (tabla 7), lo que no ha
impedido que la diferencia encontrada alcance un alto grado de
significacion estadistica (p=0,005).

Tabla 7. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados
con acido fdlico

Retina normal Retina isquémica
Animal 1 0 15
Animal 2 15 25
Animal 3 3 25
Animal 4 0 50
Animal 5 3 50
Animal 6 3 25

3.2. Tratamiento con alopurinol

Si nos fijamos en el dafo histoldgico que se produce en el grupo de
animales tratado con alopurinol, podemos observar un comportamiento
similar, en el que no hay afectacidn en las retinas no sometidas al
proceso de isquemia, mientras que las retinas que han sufrido isquemia
presentan dafio tanto estructural, como en los parametros de edema
citopldsmico y dendritico.

En la figura 16 se puede observar como el edema citopldsmico esta
elevado en las retinas isquémicas y bajo en las retinas no isquémicas
(48,9+23,3vs1,1+1,5).
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Figura 16. Edema citoplasmico en retinas de animales tratados con alopurinol
La diferencia entre los dos grupos alcanza significacion estadistica

(p=0.0005), y los datos se exponen en la tabla 8.

Tabla 8. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados
con alopurinol

Retina normal Retina isquémica
Animal 1 0 15
Animal 2 0 50
Animal 3 3 50
Animal 4 0 25
Animal 5 0 50
Animal 6 0 100
Animal 7 3 50
Animal 8 3 50
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3.3. Tratamiento con pravastatina

En cuanto al tratamiento con pravastatina, de nuevo objetivamos un
patrén similar a los anteriores, con la aparicién de dafio histoldgico en
todos los pardmetros estudiados en las retinas sometidas a isquemia,
gue no se aprecia en las retinas que no han pasado por dicho proceso.

El edema citopldsmico es mas acusado en las retinas que han sufrido
isquemia (56,1 + 46,5 vs 0,9 * 1,4) como se desprende de la figura 3.5,
cuyos datos se recogen en la tabla 9.
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Figura 17. Edema citoplasmico en retinas de animales tratados con
pravastatina

La diferencia también es estadisticamente significativa (p=0.01) en este
grupo.
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Tabla 9. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados
con pravastatina

Retina normal Retina isquémica

Animal 1 0 3

Animal 2 0 120
Animal 3 0 25
Animal 4 0 120
Animal 5 0 50
Animal 6 3 25
Animal 7 3 50

3.5. Tratamiento con trifluoperazina
En el grupo tratado con trifluoperazina, el dafio histoldgico en las retinas
sometidas a isquemia es muy superior al registrado en retinas sanas.
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Figura 18. Edema citoplasmico en animales tratados con trifluoperazina
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Podemos apreciar en la grafica de la figura 18 cémo el edema
citopldsmico en las retinas isquémicas es superior que en las no
isquémicas (49,1 + 47,4 vs 1,7 vs 1,6) con una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.02).

Los resultados detallados de este grupo experimental se han recogido en
la tabla 10.

Tabla 10. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados
con trifluoperazina

Retina normal Retina isquémica
Animal 1 0 0
Animal 2 3 120
Animal 3 0 25
Animal 4 3 25
Animal 5 0 3
Animal 6 3 50
Animal 7 3 120

3.6. Tratamiento con calmidazolio
Lo mismo ocurre con el grupo tratado con calmidazolio, en el cual las
retinas isquémicas presentan mayor dafio histoldgico.

En la gréfica de la figura 3.7 se ve reflejado el edema citoplasmico en el
subgrupo de retinas sometidas a isquemia frente al que se produce en
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las retinas no sometidas a isquemia (40,6 + 29,7 vs 1,5 + 1,6) y también
en este caso las diferencias alcanzan significacidn estadistica (p=0.003).
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Figura 19. Edema citoplasmico en animales tratados con calmidazolio

Los valores de edema citopldsmico que obtuvimos al utilizar este
farmaco estan expuestos en la tabla 11.
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Tabla 11. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados

con calmidazolio

Retina normal Retina isquémica

Animal 1 3 0

Animal 2 0 50
Animal 3 0 25
Animal 4 0 50
Animal 5 3 100
Animal 6 3 25
Animal 7 3 50
Animal 8 0 25

3.7. Tratamiento con nitroindazol
En este Ultimo caso, se sigue apreciando que el dafio histoldgico es

mayor en el grupo isquémico, aunque la diferencia es menor, lo que

podria sugerir un efecto protector del nitroindazol en el proceso lesivo

de la isquemia y reperfusion de la retina.

Al observar la grafica de la figura 3.8, se puede apreciar que el edema

citopldsmico muestra valores mds altos en las retinas sometidas a

isquemia que en las del subgrupo de no isquémicas (19,9 £+ 16,3 vs 4 +

9,3); y la diferencia también alcanza significacién estadistica (p=0.02).
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Figura 20. Edema citoplasmico en animales tratados con nitroindazol

Esta grafica se ha obtenido de los datos presentados en la tabla 12.
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Tabla 12. Indice de edema citoplasmico en las retinas de los animales tratados
con nitroindazol

Retina normal Retina isquémica
Animal 1 0 25
Animal 2 25 25
Animal 3 0 25
Animal 4 0 3
Animal 5 0 25
Animal 6 3 3
Animal 7 0 3

4. Efecto de los farmacos sobre la retina

En este apartado analizamos el posible efecto de los farmacos utilizados
en nuestro estudio sobre la retina no sometida a dafio alguno. Para ello,
hemos realizado un analisis ANOVA de los resultados obtenidos en las
retinas contralaterales (no sometidas a isquemia) en los diferentes
grupos experimentales. Con este estudio se busca responder a la
pregunta de si alguno de los tratamientos ensayados resulta toxico para
la retina del animal.
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Figura 21. Retinas no sometidas a isquemia y tratadas con Trifluoperazina
(izquierda) o Félico (derecha).

Como puede verse en la figura 22, el dafio que se aprecia en cualquiera
de los grupos de retinas no isquémicas comparados entre si no presenta
ninguna diferencia estadisticamente significativa con la retina isquémica
control. Si bien hay dos grupos cuyo grado de dafio parece levemente
mayor que el control (el grupo del félico y el del nitroindazol), las
diferencias no alcanzan en ningun caso significacion estadistica. En
cambio, al compararlas con el daflo que aparece en las retinas
isquémicas control, se observa que el daifio es mucho mas elevado en
estas Ultimas, con una diferencia claramente significativa.
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Retinas no isquémicas
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Figura 22. Efecto de los farmacos sobre la retina no sometida a isquemia.

Por lo tanto, podemos asumir que los farmacos no inducen por si
mismos una afectacion de la retina.

5. Efecto de los farmacos sobre el dafio por
reperfusion

En este apartado analizaremos el efecto producido por los diferentes
farmacos sobre el dafio asociado al sindrome de isquemia-reperfusion
utilizado en nuestro modelo experimental. Para ello, compararemos los
indices de edema dendritico en los diferentes grupos frente a los
obtenidos en el grupo control.
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Al analizar mediante un ANOVA los resultados obtenidos en los
diferentes grupos experimentales, se pone de manifiesto que ha existido
un efecto reductor del dafio, y que dicho efecto ha alcanzado
significacion estadistica (p<0,05; figura 23).
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Figura 23. Efecto de los farmacos sobre la retina sometida a isquemia.

El analisis realizado a continuacion mediante el Test de Comparacion
Multiple de Newman-Keuls para valorar individualmente cada uno de los
tratamientos, ha puesto de manifiesto que todos y cada uno de ellos han
reducido significativamente el dafio encontrado en las retinas sometidas
a isquemia-reperfusion (tabla 13).
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Tabla 13. Grado de daiio (edema citoplasmico) en cada uno de los
tratamientos.

Edema Pravas- |Trifluoper-| Calmida- Nitroin-
citoplasmico Control Félico Alopurinol tatina azina zolio dazol

Media 102,50 31,67 48,89 56,14 49,13 40,63 19,88
Desv. Est.r 35,00 14,72 23,29 46,54 47,44 29,69 16,33

Vemos, sin embargo, que en dos de los tratamientos, la reduccién es
mas intensa, de tal manera que el dafio registrado no alcanza el 30% de
lo observado en el grupo control: acido félico y nitroindazol (figura 24).
De hecho, si comparamos este ultimo con los demas tratamientos,
vemos que la diferencia frente a la pravastatina y frente al alopurinol
alcanza significacion estadistica (p<0,05).

-

Pravastatina
Calmidazolio
Alopurinol

No tratadas

Figura 24. Representacion del grado de edema citoplasmico observado en las
retinas isquémicas tratadas.

Con todo, el dano, si bien se atenla en cierta medida, no se evita

completamente, y se siguen observando halos alrededor de los nucleos
y signos de edema (figura 25). Dado el caracter agudo del experimento,
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no hay evidencia de que el tratamiento haya prevenido un cierto grado

de dafio no reparable.

Figura 25. Efecto protector de la trifluoperazina sobre la retina de dos
animales sometidos a isquemia y reperfusion.
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Situacion inicial

Durante los ultimos afios ha habido un creciente interés en el estudio de
la isquemia — reperfusion retiniana. Previamente al inicio de esta tesis, el
numero de publicaciones en este campo era muy pequeiio. En los
ultimos afios se han incrementado en gran medida los estudios sobre
este tema.

El avance en el manejo de la isquemia — reperfusion en otros tejidos ha
suscitado el interés por conseguir un mejor enfoque terapéutico de esta
entidad en la retina, ya que los resultados funcionales han sido muy
pobres histéricamente, y la recuperacién visual suele ser mala.

Analisis de nuestro modelo experimental

Animal de experimentacion

En nuestro estudio, hemos elegido la rata como sujeto experimental por
tener una distribuciéon holoangiética de la vascularizacién retiniana, que
es la misma que estd presente en los primates. Esto implica que los
vasos recorren completamente la retina, desde su salida en el nervio
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Optico hasta la periferia retiniana mediante sus multiples ramificaciones.
Ademds, es un animal de facil disponibilidad y manejabilidad®.

Analisis del modelo utilizado

El modelo ideal para el estudio de una obstruccién de arteria central de
la retina seria uno en el que consiguiésemos bloquear de forma
reversible dicha arteria, y que nos permitiese conseguir una isquemia de
la retina durante el tiempo deseado, y posteriormente la reperfusién del
tejido™.

Una posible forma de interrumpir el flujo de la arteria central de la
retina es la colocacion de un clip vascular. Para ello, habria que acceder
a la arteria central de la retina de la rata, conseguir disecarla y aislarla de
las demas estructuras sin dafarlas, y colocar el clip. Este procedimiento
es muy complicado de realizar y se producen muchas alteraciones de los
tejidos adyacentes que no aparecen en la forma clinica de la obstruccién
de la arteria central de la retina, por lo que nos podria dar una alteracion
en los resultados obtenidos y la extrapolacidn a la situacién clinica real
seria complicada.

Otra manera que se ha utilizado en estudios de isquemia — reperfusion
es la embolizacidn reversible de determinadas arterias mediante esferas,
que pueden tratarse de trombos autélogos o estar compuestas de
materiales sintéticos como el GelFoam, los cuales se pueden disolver en
un momento determinado. Dichos compuestos se colocan mediante
cateterismo de forma selectiva en la arteria que se quiere obstruir, y
después se disuelven para dar paso a la reperfusiéon del tejido tributario

de dicha arteria®™®*

. Este tampoco es un procedimiento viable en la rata,
ya que llegar a cateterizar la arteria central de la retina en animales de

este tamafio es técnicamente imposible.

Se han descrito otros métodos de obtenciéon de isquemia de la retina
gue tampoco son muy extrapolables a la situacidn clinica real. Por
ejemplo, la oclusién selectiva de la arteria oftdlmica o de las ramas
arteriales previas a esta®, que produce una isquemia de todas las capas
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del globo ocular e incluye la interrupcién del flujo sanguineo en la rama
ciliar; ademas, asocia un componente inflamatorio ocular que también
distorsiona los resultados obtenidos. Otro ejemplo es la utilizacion de
sustancias vasoconstrictoras como la endotelina — 1, que se ha descrito
inyectada tanto de forma intravitrea como subconjuntival®, cuyo
mecansimo de accién consisten en la vasoconstriccion masiva de la
arteria central de la retina y sus ramas; sin embargo, ocasiona isquemias
de tiempo variable que no permiten crear un modelo reproducible en
cuanto a tiempo de isquemia®’. También se han realizado experimentos
mediante la ligadura del nervio optico, que puede causar dafios
indirectos debido a la interrupcién del transporte neuronal y la posible
ligadura de suministros sanguineos colaterales””.

La alternativa utilizada en este estudio es uno de los métodos mas
utilizados para este tipo de experimentos. El aumento de la presién
intraocular por encima de la presidon arterial produce el cese de la
perfusiéon retiniana, de forma que podemos controlar el tiempo de
isquemia y posteriormente podemos conseguir una reperfusion rapida
de la retina en el momento en que lo decidamos.

El aspecto negativo de la utilizacion de este modelo es que la presidon
intraocular elevada también produce por si misma unas alteraciones
mecanicas sobre las células retinianas, que no estarian presentes en la
situacion clinica real de una obstruccion de arteria central de la retina.
Sin embargo, al centrar el andlisis en el dafio agudo producido por la
isquemia en las capas retinianas especificas que se alteran mas
precozmente, se minimizan los efectos derivados del dafio mecanico;
por lo que los resultados obtenidos se pueden extrapolar a las
situaciones de isquemia retiniana que aparecen en la clinica.

Casos y controles

En nuestro estudio se han obtenido las retinas de los dos ojos, tanto la
isquémica como la sana, para cada animal del experimento. De esta
manera, se han obtenido muestras pareadas, con una retina control por
cada retina sometida a isquemia.

87



Juan San Cristébal Epalza

Esto aumenta la potencia de los tests estadisticos, dando mayor
fiabilidad a los resultados obtenidos. Ademads, ha permitido estudiar
también la posible toxicidad que pudieran tener los farmacos utilizados
en las retinas sanas obtenidas.

Sesgos
En el estudio se han tomado una serie de medidas con el fin de evitar
posibles sesgos.

Como primera medida, las muestras estaban cegadas, de manera que el
observador no sabia si la retina a analizar era la isquémica o la sana, ni el
tratamiento que habia recibido dicha retina. Los tratamientos que se
han utilizado en el experimento estaban precargados en jeringas, que a
su vez habian sido introducidas al azar en sobres con un nimero. Este
numero se registraba en cada experimento, y sélo después de haber
hecho el andlisis de las retinas se comprobd a qué tratamiento
correspondia cada caso.

Todas las muestras han sido valoradas por un Unico observador, para
evitar la variabilidad interindividual en el analisis de las retinas.

Evaluacion del dafio

En cuanto al método utilizado para la valoracion del dafio, se han
utilizado cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina y eosina, ya que es
una técnica de tincion ampliamente conocida y utilizada para el analisis
de los tejidos.

Para la cuantificacion del grado de afectacién, se ha usado como
referencia la escala de dafio neuronal utilizada por Izumi y cols™ en la
gue se tenian en cuenta 3 parametros: el dafio general de la retina, el
edema dendritico de la capa plexiforme interna, y el nimero de células
de la capa nuclear interna que mostraban signos de edema citopldasmico
severo, que se traduce en la aparicién de un halo de edema alrededor de
los nucleos de las células afectadas.
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En este punto hay que tener en cuenta que la propia técnica de
extraccion de la retina puede producir también una serie de dafios en la
retina, por lo que todo el proceso debe ser realizado con sumo cuidado
para evitar en la medida de lo posible los artefactos que pudiera
ocasionar la manipulacién mecdnica de la retina a analizar®®. De nuevo,
la extraccion casi simultanea de la retina contralateral contribuye a
minimizar los posibles errores derivados de un dafio de extraccion.

Momento de la inoculacion del farmaco
La administracién del farmaco se ha realizado cinco minutos antes del
inicio de la reperfusién.

%1% '1os farmacos se administraron previamente al

En algunos estudios
inicio de la isquemia, lo cual es altamente improbable que pueda
suceder en la clinica, ya que no podemos prever cuando va a ocurrir la

OACR.

En este experimento, para poder extrapolar los resultados a la practica
clinica, se ha inoculado el medicamento justo antes de la restauracion
del flujo sanguineo. Consideramos que este enfoque es el mas adecuado
si queremos valorar posibles usos terapéuticos.

Analisis de los resultados y comparacion
con los obtenidos en otros estudios

En nuestro estudio observamos que todos los farmacos utilizados han
tenido un cierto efecto protector sobre la retina isquémica, aunque
podemos apreciar dos grupos de respuestas a los farmacos. Un primer
grupo, formado por Pravastatina, Calmidazolio y Alopurinol, consigue
reducir el dafio por isquemia — reperfusion en la retina de forma menos
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notable que un segundo grupo, compuesto por el Acido Félico y el
Nitroindazol, que frena en mayor medida el dafio producido.

Los buenos resultados obtenidos con el acido félico son coherentes con
lo publicado previamente en diferentes modelos de isquemia —
reperfusidn en otros drganos, en los que ha demostrado su efecto
protector frente al dafio sobre los tejidos sometidos a isquemia —
reperfusion.

En cuanto al Nitroindazol, pensamos que la propia preparacion del
mismo puede potenciar su efecto beneficioso en los tejidos afectos por
la isquemia, ya que al utilizar como vehiculo un compuesto que es a su
vez antioxidante los efectos de ambos se suman. Por lo tanto no es
posible extraer de este estudio si el nitroindazol por si mismo tiene ese
efecto protector sobre la retina isquémica o si es el vehiculo utilizado el
que aporta el beneficio observado.

Durante los Ultimos afios se han publicado una gran cantidad de
estudios sobre la isquemia — reperfusion retiniana en los que han
apreciado efectos protectores de la retina mediante la utilizacién de

otros productos como Seleniogs, Resveratrolgg, Quercetinaml, Argdn

inhalado’®, Hesperetina y Naringenina'®'®, Polisacaridos Lycium

Barbarum®*%  Minociclina®®’, Bortezomib'®, Diosmina’®, a-MSH

(alpha-Melanocyte-stimulating hormone)™, C-Phycocyanin'™?,
Curcumina™**  Inhibidor de Calpal'nam, ATP®, 0O, intravitreo',

116 b117 118 4119

Luteina , Exendina — , Monometil

1122,123 y el

, Compuesto 49b™"’, Sildenafilo

120 prothymosin-alpha'?!, Factor nuclear Box —

derivado de imidazopiridina X22'%*.

fumarato

En muchos de estos estudios, la administracion del farmaco se ha
realizado anteriormente a la instauracion de la isquemia. En la situacién
clinica de una obstruccidon de arteria central de la retina, que supone una
instauracién brusca de isquemia aguda, no es posible ese planteamiento
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como opcion terapéutica. Sin embargo, todos esos compuestos
nombrados han demostrado su efecto protector y pueden ser de
utilidad en otros contextos clinicos que produzcan isquemias de tipo
crénico como por ejemplo la retinopatia diabética o las obstrucciones
venosas de la retina.

En nuestro experimento nos hemos centrado en la forma aguda de la
isquemia de la retina, por lo que se han valorado los tratamientos que
pudieran extrapolarse posteriormente al tratamiento en dichas
situaciones.

En esos estudios que hemos mencionado, ademas, el analisis del dafio
gue se ha producido en la retina isquémica se centra en alteraciones que
se producen mas a largo plazo.

Las alteraciones histoldgicas reconocibles mds precoces estan descritas

en las capas plexiforme interna y nuclear interna®'*®

. Histolégicamente,
en la primera se describe como un edema espongiforme, consistente en
la aparicién de vacuolas a lo largo de los axones de las células que
componen dicha capa. En cuanto a la capa nuclear interna, se aprecian
los signos de un edema citopldsmico severo, que provoca que los
nucleos aparezcan con un halo de edema alrededor, descritos como “en

791 Este dafio inicial también se ha estudiado

diana” o “en ojo de buey
mediante otros métodos como por ejemplo la tomografia de coherencia
éptica de dominio espectral*”®>, demostrando que el engrosamiento que
se produce en el grosor retiniano total en las retinas sometidas a
isquemia — reperfusion se produce fundamentalmente a expensas del
engrosamiento de las capas plexiforme interna y nuclear interna,
mientras que el engrosamiento de la capa plexiforme externa es mucho
menor. Los hallazgos electrorretinograficos también confirman que el
dafio se produce inicialmente en las capas plexiforme y nuclear internas,
ya que se aprecia una afectacion mas precoz de la onda b (de cuya
aparicion es responsable el estimulo eléctrico de dichas capas), mientras
que la onda a (formada por el estimulo eléctrico de la capa de
fotorreceptores) se altera de forma mas tardia'®.

91



Juan San Cristébal Epalza

La afectacién de otras capas de la retina, que se estudian en muchos de
estos trabajos, son alteraciones que aparecen en tiempos mas tardios.
Tras el edema de las capas plexiforme y nuclear internas, que dura entre
3 y 7 dias tras la restauracion del flujo sanguineo, se describen otros
cambios histolégicos: por un lado el adelgazamiento y la atrofia de las
capas internas de la retina, y por otro lado la pérdida de células
ganglionares de la retina'®”®, que es la que es objeto de estudio
habitualmente en los estudios recientes'”®. En Ultima instancia se
produce una desorganizacion de las células en la capa plexiforme
externa y finalmente la alteracion de la densidad vascular capilar de la
retina, evidente a partir de los 14 dias desde el insulto isquémico™.

Nosotros hemos preferido analizar el dafio que se produce a corto plazo,
los dafios mas precoces observables en la retina isquémica, y en la
posibilidad de revertir esa afectacién inicial con la esperanza de que se
traduzca en una mejor conservacidon del tejido posteriormente, con
menor aparicion de alteracion diferida de la retina y un mejor resultado
funcional visual.

De todos los farmacos que se han estudiado en el campo de la isquemia
— reperfusion retiniana, los mas conocidos son el Selenio y el
Resveratrol. Estos farmacos han adquirido una importancia creciente en
la actualidad por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
apoptoticas, y se han empleado en diferentes especialidades médicas
para el tratamiento de distintas patologias tanto isquémicas como
inflamatorias.

El Selenio es un oligoelemento presente en la dieta, con altas
propiedades antioxidantes, y al que se atribuye gran capacidad
neuroprotectora. Su actividad se basa en un efecto andlogo a la
glutatién peroxidasa, y en la reduccién de las hidroperoxidasas y las
lipoperoxidasas. En el estudio de Yazici y cols®, el Selenio administrado
de forma intraperitoneal disminuyd el dafio retiniano producido por la
isquemia — reperfusién de la retina tanto en el grupo en el que se
administré previamente al insulto isquémico, como en el que se
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administré después de instaurarse la isquemia. De los dos grupos, los
mejores resultados se obtuvieron cuando el Selenio se habia
administrado previamente, con diferencias significativas con el otro
grupo en todos los parametros de dafo estudiados. A su vez, este
segundo grupo también mostré diferencias significativas con el grupo
control en los parametros estudiados. En el andlisis histoldgico de la
retina, se centraron fundamentalmente en el anadlisis de la capa de
células ganglionares. Las retinas fueron extraidas después de 24 horas
de reperfusion.

En cuanto al Resveratrol, es también un potente antioxidante, presente
en altas concentraciones en la uva. En el estudio de Liu y cols®
determinaron que las vias mediante las cuales esta molécula conseguia
un efecto protector en la isquemia — reperfusién de la retina consistian
en la reduccidn de la accidn de la Metaloproteinasa de matriz MMP -9,
de la Oxido Nitrico Sintetasa inducible (iNOS), y del incremento en la
accion de la Hemooxigenasa — 1 (HO — 1). La forma de administracion
fue intravitrea, en un grupo 15 minutos antes de la isquemia y en el otro
15 minutos después de la instauracion de la misma. Los datos analizados
fueron obtenidos tras 24 horas de reperfusion. Finalmente concluyen
que tanto las retinas tratadas previamente a la isquemia como las que
fueron tratadas tras la instauracién de la misma mostraban diferencias
significativas frente al grupo control. En este caso, no encuentran
diferencias significativas entre los diferentes grupos segin el momento
de la inoculacion.

Consideraciones en la practica clinica

Ante los resultados obtenidos en este estudio, y ante la evidencia
cientifica creciente en este campo, podria ser recomendable considerar
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el tratamiento con este tipo de farmacos en las entidades isquémicas
agudas de la retina, asociado al restablecimiento del flujo sanguineo.

Serian necesarios nuevos estudios que analizaran estos fdrmacos como
tratamiento complementario en las obstrucciones de la arteria, para
saber si tienen un efecto beneficioso en la recuperacion funcional visual
del paciente.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral,

pueden extraerse las siguientes conclusiones:

1.

El modelo utilizado es sencillo, fiable y reproducible para el
analisis de la isquemia — reperfusion retiniana.

El dafio producido es potencialmente reversible, por lo que
permite realizar ensayos terapéuticos.

La escala de medida del dafio histologico permite evaluar el
dafio celular inicial de la retina, y ver las diferencias que
aparecen tras la administracion de medicamentos que protegen
a la retina de la isquemia — reperfusién.

Todos los farmacos utilizados en nuestro trabajo han
demostrado un cierto efecto protector sobre la retina sometida
a isquemia — reperfusion, sobre todo el acido fdlico y el
nitroindazol.

Se requieren futuros estudios en situaciones clinicas reales para
comprobar si estos tratamientos se traducen en una mejoria
funcional visual.
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