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l. IU:SUMEN 

El ténnino g1uucoma se refiere a la ruta final que comparten un grupo de enfennedndes 

caractcri:.!adas por una ncuropatia óptica progresiva en la que se observa disminución en la 

sensibilidad y n1ucnc progresiva de las células ganglionares de la retina. excavación de la 

cabeza del nervio óptico. reducción progrcsi va de los campos visuales y finalmente 

ceguera. La mayoría de éstas enfermedades resultan o están asociadas a un incremento en la 

presión intraocular (PIO). siendo este uno de los factores de riesgo involucrados en la 

atrofia del nervio óptico. Las CGR pierden su capacidad para desarrollar conexiones 

sinópticas corticales y mueren por apoptosis. debido al daño primario en el nervio óptico. El 

objetivo del presente trabajo fue investigar la apoptosis en la retina de perros con glaucoma 

primario. por medio de técnicas de inmunohistoquimica. Se utilizaron ojos de perros con 

glaucoma primario el cual clínicamente se dctcnninó por examen oftalmológico, así como 

examen de fondo de ojo. Se utilizaron 10 perros de raza cocker spaniet. S con ojos sanos y 

S con ojos gtaucomatosos, se enuclearon los ojos y se prefundieron durante 12 horas en una 

solución de parafonnalehido al 4%. El tejido fue incluido en parafina y se hicieron cortes 

de Sµm y se realizaron las técnicas de inmunohistoqufmica. Las secciones fueron incubadas 

con el anticuerpo primario caspasa-3 posterionnente un anticuerpo secundario biotilinado 

fue adicionado y se reveló por el método del complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa 

(ABC) y también se realizo ta técnica de TUNEL. En el método ABC ta marca fue 

visualizada en el citoplasma de tas células ganglionares en los S ojos con glaucoma 

primario. a difcrénch~: de 10s ojos normales y el examen de los cortes teñidos con TUNEL, 

mostró tinción positiva p8rn roturas de ADN cromosómico. Lo anterior nos lleva a 

confinnar que. la muerte' de -las CGR es mediante ruta de apoptosis, este hallazgo es 

compatible con trabajos- publicados con otros modelos animales .. Estos resultados sugieren 

que el perro podría s~r, co~tCmplado como un modelo para el estudio de glaucoma en 

humanos. 

PALABRAS CLAVE: 

OFTALMOl.OGiA 
GLAUCOMA 
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11. AHSTRACT 

Thc glaucoma tcrm its ubout thc final way that n group· of thc dc~tscs. with charactcristic 

optic ncrvc dnmagc and dcfcct in retina) scnsitivity lending to Joss of visual and cxcavatcd 

appenrnncc of the optic nervc and by dcath of rctinnl ganglion cclls (RGC) .. most of this is 

are ussociatc incrcasc intraocular prcssurc (IOP) clcvntcd is known to be a prominent risk 

factor for dcvcloping optic ncrve damngc in glaucoma. Thcrc are cvidence that 

dcmo.nstratcd decrcasc in· the axonal transport ncurotrophins its rcsult dcad of RGC duc to 

cxitotoxity and dcprivlltion in neurotrophins. Thc RGC loss thc capncity to dcvelop 

synaptic conncctions thcre. by result in npoptotic .c~ll death. f;,r·a dnmage in optical ncrvc. 

Thc objective. for this work, ~i.S .a, re~eai-ch a~oP:toti~._·in the dogs retina) whit primary 

glaucoma, we ~sed ~nmU~ohistoc_h~ical t.echniquC.-_,~e ~ork with dogs eyes whit primary 

glnuCo'ma wich, cli_fii~~ni. dc.t~~i~atC. 'bY~'.:·~ph~'!.l~ol_OSY :_cxam in this cxam we used 

tonomct~~ ;= gor:i~.Os.~~y_: ~~ _ ,_irl~-~~~~t-: -~Ph.~~l~~~c.~p~· _fo< v.i~Uali~e dama ge in thc optical 

thc dog can bé:·COntCm.platéd like a modCJ.fbri1 hiim8il glaucoma study. 

OPllTllALMOLOG\:• 
CLAUCOl\tA 
APOrTOSIS 
CASPASE3 
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111. INTl{ODUCCIÓN 

El incremento de Ja presión intraocular (PIO) causa cambios en In retina y en el nervio 

óptico que resultan en ceguera pcnnnncnte. Es común encontrar un daño progresivo en Jas 

cupas internas de la retina principalmente en la capa de células ganglionares (15). El 

glaucoma se asocia con In reducción del transporte a."<onal del nervio óptico, compromete Ja 

circulación de éste, igual que Ja muerte de las células ganglionares de la retina (CGR) 

debido a excitotoxicidnd y deprivación de ncurotrofinas (J7). El f"oco del daño neural es en 

la lámina cribosa de ta csclcra, In cual ésta constituida por una serie de aperturas en Ja parte 

posterior del globo ocular a través de las cuales salen las fibras del nervio óptico hacia la 

órbita. Al aumentarse Ja PIO se produce compresión mecánica de Jos axones así como 

nnonnnlidades microcirculatorias que resultan en la interrupción del transpone 

axoplásmico, isquemia de los axones. y atrofia. Las células gnng!ionares de la retina 

pierden su capacidad para desarrollar conexiones sinápticas corticales y mueren por 

apoptosis. La muerte celular apoptótica causada por ausencia de ncurotrofinas que a su vez 

es inducida por un flujo axoplásmico retrógrado obstruido a nivel de la lámina cribosa de la 

esclera. son fenómenos asociados al daño en el nervio óptico observado en el glaucoma 

OS). La mayória de las teorías relacionadas a la patogénesis de glaucoma se pueden agrupar 

en dos grandes categorías. las mecánicas que sugieren un incremento de la PIO .. resultando 

en un fenómeno.crucial a nivel de la lámina cribosa y las vasogénicas que sugieren también 

una elevación de Ja PIO superior a ta presión de ta perfusión. resultando en isquemia9 

evento que Conduce al daño axonal (28. 67). 
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l. Estructura Anatón1ica del Ojo. 

El ojo está compuesto de tres capas o túnié:as que rodcUn y cncicrrun los componentes de 

refracción y son: -Túnica Fibrosa, Túnica VnScufar y Túnica NerviOsn ~7)4: 

2' • : ' ·:-. •• __ >-- ,: <- .. 
1.1 Túnica Fibrosa. Consiste de 'tejido colágeóo··d-enso .y .se ·diVÍdC'-~O 1a·· Esclerótica, In 

cual es la plli-te opaca __ :d~ I~ túryicn. ·fi~~~sa·y I~ G~~~~··q~c:~c~~~e~~a-la cuana pnne de 

Ja túnica, sobresale hacia .delante, no· c0n~i-~ri~'.Va5~~--~~~i~~~c0:~.· Y constituye la porción 

transparente de esta. (figura 1). , · .. -:~~.:::(- ,:~:~·.;·, :·j:~;.,_'.t.:>· .- . 
'' ' ·;.:.:·· ... ·-.:·_,,.,,. 

1.2 La Túnica Vascular. ~m,n~Íén' '.'°",ºC.i~~;zii,~o , Uvea, está en contacto con la 

esclcróti_cn y éo~S_t~ d~ ~tr~~:~~n~:·,~.~:~-º._~~id_cS_:~.~e. t3:_~i:Za In esclerótica desde el nervio 

~~~~j~~~W.t.t~::::::=::~= 
~ ::":~ -'~; ·- '<¡' :~:~:~:~/;'.(i~~;:,: -~-·~:: ·, 

1.3 La TúniC_;i· ~~~í.i~~~·~<.l~t~'rn;:_~c~·;~i~·~e·1a;;,,~élulas f"otorreceptoras y se conoce como 

Retina .. LE;º r~ii;.a ·es-· 1a·~p~:- iillCni"á~(;ri~ú~le a la liiz que tapiza el segmento posterior del 

globo- o~~·Jar .. _ E~· una."_pr01onga~i6~:·:d~I_ ceicbro al que permanece conectada por el 

nervio óptico Su cara interna esta en contacto con el humor vítreo y su cara externa con 

In coroides; está finalmente adherida a - la ora ciliar rerinae así como alrededor dc1 

margen del disco óptico (papila óptica) (20,80). La retina se mantiene en el lugar 

mediante la presión del humor vítreo y líquido acuoso {82). (figura t) 

2. Histología de la Retina 

Histológicamente9 In retina está formada por l_O capas, nueve de las cuales forman pane de 

la retina sensorial interna y la última capa es el sopone (epitelio pigmentario). La retina 
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óptica se extiende del disco óptico a Ja ora ciliar retinae. en Ja cual se reduce a 2 capas 

ccluJurcs cpiteleales del cuerpo ciliar .. ni ser un órgano sensorial muy cspeé::ializado consta 

de- unu unidad sensom de tres neuronas, que procesa el estimulo y Jo envía al cerebro para 

la respuesta visual. Las JO capas de adentro hacia fuera son: epitelio pigmentario de Ja 

retina (EPR), capa de fotorreceptores. membrana limitnntc cxtcmn, etapa nuclear externa.. 

capa plcxiformc externa, capa nuclear interna, capa plcxiformc interna, capa de células 

ganglionares, capa de fibras nerviosas y membrana limitante interna {31.76.79). (figura 1) 

2.1 Epitelio Pi~mcntario de la Retina (EPR) 

Es la capa mas alejada de la retina, está pigmentada en la parte no-tapeta] del fondo 

dando un color café homogéneo a esta área (79). Sus células son cúbicas y tienen 

núcleos pnrabasalcs y gránulos pigmentados dispuestos centralmente. Los prOccsos 

celulares alargados se extienden entre los fotorreceptores; el contacto estrecho de las 

células pigmentadas con los fotorreceptores es necesario para la síntesis del pigmento 

visual. Las células epiteliales pigtnentadas constituyen un sitio de almacenamiento de 

vitamina A (7). 

Las células del EPR, se organizan como una sola capa de células que reposan sobre una 

membrana basal. Se caracterizan por la presencia de gránulos de melanina en su 

citoplasma. 

2 .. 2 Capa de Fotorrcccptorcs 

Consiste de segmentos internos y externos de Jos conos y bastones (76). Son células 

neurocpiteliales modificadas para recibir, transducir así como transmitir el estimulo 

visual (7). 

2.2. J Bastones 

Los bastones son más sensibles .a Ja luz y al movimiento. Son de imponancia 

especial para la visión en Ja oscuridad (82) .. Estas células se f'"orman de: un segmento 

externo, un cilio de conexión, · ·ú;,,":· se~ento interno. fibra externa del bastón, 

pcricarion, fibra interna del bastón Y ·esféru]a del bastón. El segmento externo es un 
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proceso celular alurgado que contiene muchas láminas de doble me1nbr..ina y el 

pig1ncnto visÜal ,~·rodops,inaº (7). 

2.2.2 Conos 

Son. sÍmil-~~C~ a~-~~ b_~~~º~.~~.·y·-~~secn tá~~~.~ ~cg~e?t~~~ ~~t~~á-~; -~~~.c~ntienen 
·y~dop~i;~a-º .. ~·~·~-"~~iii.~~~-~~~-~~~~~i.60 .. -~~t~n:·~~~~-tr~~i~~~-:y·_:°l~~t~·-·~¡ :~:~g~Cn~~.-intemo 
co~o e~ Cxt.~m~; tiCn~~;: ap~ri~~é·i~ :·~"-¡' foml3" ~~ 'cóO.o·~·: uñ_~ Coñ_~_·:·co~-tien'C :· crolnatina 

tan dcns~ co~~ ¡~·de' ~rl{b.ll~t'óri; Jo~ ~~e~Os -~CJul~~~s s~ I~,é~Iizan, e~ la ca~a nuclear 

externa Ó>. L~s conos. ~~rÍ 'usados Para la discri~inación. del color. la visión con la 

luz brilhinte y la visión focal aguda (47). 

JuntO con Jos conos y bastones encontramos cuatro tipos de neuronas: Células 

Bipolares, Células Ganglionares, Células Horizontales y Células Amacrinas. 

2.3 Membrana Limilantc Externa 

Los segmentos internos de Ja capa de células visuales son separados del núcleo de los 

fotorreccptores por esta membrana. Compuesta de las densidades de Ja unión celular y 

las adherencias zonulares que están firmemente atadas al segmento interno de conos y 

bastones por las células de Müller. Su función es ayudar a mantener la localización del 

núcleo del fotorreceptor lejos del alto metabolismo del segmento interno. reduciendo el 

potencial del daño oxidativo (31 ). 

2.4 Capa Nuclear Externa 

Contiene el soma de los cuerpos celulares de los fotorreceptorcs. La capa nuclear 

externa se adelgaza gradualmente en la retina periférica y la densidad de los conos y 

bastones disminuye. Las estructuras adicionales de esta capa son: fibras de conos y 

bastones externas. axones de conos y bastones además de los proceso de las células de 

MülJer. Los axones de los núcleos de conos y bastones se extienden dentro de la capa 

plcxifonne externa para hacer sinapsis con las células bipolares y horizontales (31). 
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2.5 Capa Plcxfforn1c Externa 

Compuesta de las extensiones axonalcs de Jos fotorreccptorcs encerrados en el 

citoplasma de las células d~ MüJJer, para una expansión sináptica con las dendritas de 

las células bipolares y horizc~mtales (79). 

2.6 Capa Nuclear Interna 

Compuesta por el soma d~ · l~s células bipolo.rcs, horizontales. amacrinns y células de 

Müller .. Las neuronas en «=:Sta capa mantienen conexiones entre la capa de células 

visuales y Ja capa d~ c·élulas ganglionares; estas células envuelven la modificación e 

integración del estimulo (31) .. 

2.6.1 Células Bipolares 

Conectan con las terminaciones sinñpticas de los tbtorrcccptores y transmiten las 

señales hacia las células ganglionares. Presentan un cuerpo celular situado en la 

capa nuclear interna desde donde parten una expansión externa. dendrítica que se 

dirige hacia la capa plexifonne interna o axón, más larga que termina a nivel de la 

capa plexifonne interna haciendo sinapsis con las células ganglionares (46). 

2.6.2 Células Horizontales 

Son las mediadoras de tas interacciones laterales entre los fotorreceptores y las 

células bipolares. 

También responden a la luz con una hiperpolarización._ pero a la vez existen sinapsis 

reciprocas desde las células horizontales hacia Jos f"otorreccptores. Estas sinapsis 

hacen que la infonnación de las redes de células horizontales. que se encuentran 

extensamente acopladas a través de contactos eléctricos que realizan una sumación 

especial de Jos estímulos colaborando en In organización centro-periférica de los 

campos receptores de las células ganglionares (46). 

2.6..3 Células Amacrinas 

Estas células presentan un cuerpo celular situado en la capa nuclear intema. No 

reciben conexiones directas de los fotorreceptores. sino solo de céJulas ganglionares 

y retroalimentando también a las células bipolares. Por lo Tanto._ fonnan la vía de 

asociación lateral a nivel de la ptexifonne interna (46). 
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2.6.4 Células de Müllcr 

Las células de Mütler son células glialcs especiales .. cuyos núcleos se sitúan en la 

capa nuclear externa y c,uyas _prolongaciones_ se extienden a través de todas las 

capas. desde la Iimitantc externa: a la Jimitantc interna. La membrana limitante 

externa csUt fonnndn por unioneS _ ~dhcrentes entre·. estns células de MüllCr y los 

segmentos internos de lo's fotoiTeé:ePtor'Cs (4Ó): 

2.7 Capa Plcxiformc Interna 

Compuesta de los axones de las -células bipOlarcs, horizontales y amacrinas y las 

dendritas de las células ganglionares. Ocurriendo numerosas sinapsis; estas conexiones 

laterales entre células coordinan e integran la función retiniana (79). 

2.8 Capa de Células Ganglionares 

Contiene las células ganglionares y neurogliales y vasos sanguíneos retinianos. y 

consiste de una sencilla capa de células. excepto en el área central y visual (31). 

2.8.l Células Ganglionares 

Poseen un cuerpo celular voluminoso y ramificaciones dendriticas que forman 

sinapsis a nivel de la plexifonne interna con las terminaciones de las células 

bipolares y amacrinas. Su axón se sitúa a nivel de Ja capa de fibras nerviosas y sólo 

se rnieliniza a nivel del nervio óptico. por fuera ya del globo ocular. Este axón llega 

hasta el cuerpo geniculado externo. donde ocurre la siguiente sinapsis visual (46). 

2 .. 8.2 Células correspondientes a vasos sanguineos 

Estos vasos se pueden encontrar a nivel de casi todo el espesor de la retina9 desde la 

cnpa de fibras del nervio óptico hasta la capa plcxiforme externa e incluso la capa 

nuclear externa (46). 

2.9 Capa de Fibras Nerviosas 

Los axones de las células ganglionares se unen en esta cap~ estos axones no están 

mielinizados y se dirigen al disco óptico. Los astrocitos se caracterizan por un cuerpo 

celular aplanado y una serie de procesos radiales llenos de filamentos intermedios; se 
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encuentran casi exclusivamente a nivel de In capa de fibras del nervio óptico. Su 

morfologin cambia según su localización, de manera que pasan de ser muy elongadas a 

nivel de Ja retina central a una rnorfo1ogia estrel1ada a nivc1 de ta retina periférica (31, 

46, 76). 

2 .. 10 l\1crnhrana Limitantc Interna 

Formada por la fusión de las terminaciones de las células de Müllcr. En la sustancia 

interna vitrea de estas expansiones, una parte de Ja membrana basal comprende Ja 

membrana limitantc interna con la contribución de remanentes de la inserción de 

fibrilJas vitreales (3 I). 

3. Nervio Óptico y Lámina Cribosa 

El neivio . óptico no es un verdadero nervio craneal sino un tracto de materia blanca 

procedente del diencéfalo compuesto principalmente de axones de· las células ganglionares 

de Ja retina (CGR) (16). Las CGR y Jos axones del nervio óptico proveen la única conexión 

entre Jos fotoreceptores (FR) de la retina y los componentes centrales del sistema nervioso 

central (SNC). Para establecer esta unión, las fibras del nervio óptico atraviesan la lámina 

cribosa (40). Los axones del nervio óptico consisten en una vaina externa de mielina, una 

pared lipídica bilaminar y un axoplasma viscoelástico que contiene moléculas de 

transmisión, proteínas, microtúbulos y organelos celulares. El axoplasma se mueve dentro 

de los axones de acuerdo a un gradiente de presión en forma ortógrada. desde el cuerpo de 

las CGR hacia su sinapsis en eJ cuerpo geniculado lateral y en el cerebro. y en fonna 

retrógrada desde su sinapsis en el SNC hacia el cuerpo de las CGR (16. 17. 28). 

La lámina cribosa de la esclera es una estructura constituida por una serie de placas de 

tejido conectivo delimitadas por astrocitos, y organizadas en f"onna perpendicular a los 

axones nerviosos. La matriz cxtracelular (MEC) de la lámina cribosa junto con los 

astrocitos proveen un soporte mecánico y biológico a los axones de Jas células ganglionares 
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de la retina: sus cnractcristicus de elasticidad así comó su composición bioquímica 1es 

hacen actuar como una estructura dinámica capaz de alterar su moño1ogin de acuerdo a 

variantes en In PIO (40). AJ aumentarse la PIO se produce la compresión mecánica de los 

axones debido a la distorsión confonnacionnl y pérdida de elasticidad dentro de la lámina 

cribosa de la csclern. lo cual resulta en Ja rotución9 compresión. colapso de tos poros y 

canales laminares de tal forma que tanto el flujo axoplásmico anterógrado como retrógrado 

del nervio óptico se reduce para finalmente bloquearsc9 causando la mucnc por apoptosis 

de las CGR (16. 17.40, 66. 74). 

Los astrocitos representan el tipo de células gliales más imponuntc en la lámina cribosa y 

en la región prelaminar del nervio óptico. ya que son éstos los principales productores de 

matriz cxtracelu1ar capaces de expresar proteínas fibrilares ácidas y moléculas de adhesión 

celular que moderan la interacción de substratos celulares. Bajo condiciones de elevación 

en In PIO se observan astrocitos reactivos los cuales pierden sus procesos celulares e inician 

la síntesis de diferentes moléculas en respuesta al estrés inducido por las fuerzas mecánicas 

del glaucoma. Entre éstas moléculas se incluyen f'actores de crecimiento. citocinas9 

moléculas de adhesión celular y enzimas capaces de degradar o favorecer la síntesis de la 

matriz extracelular 6 Ja .activación de canales iónicos. Cualquiera de éstos eventos puede 

llevar directa o indirectamente a una pérdida axonal progresiva. así como a un daño en la 

MEC el cual es acumulativo e irreversible lo cual incrementa la susceptibilidad a futuros 

ataques de PIO elevada. Durante el desarrollo de la ncuropatía óptica glaucomatosa no 

existe invasión de células inflamatorias ni formación de cicatrices gliales. Una vez que el 

daño inicial se presenta. se observa una cascada de eventos que conllevan a la reactivación 

de los astrocitos. a Ja presencia de cambios degenerativos en la MEC de la lámina cribosa y 

finalmente al colapso de las placas cribif'onncs como la pérdida de soponc axonal (40). El 

daño a las células ganglionares de la retina y a los axones del nervio óptico puede ocurrir 

rápidamente en glaucoma de ángulo cerrado9 ó progresar lentamente en los glaucomas 

crónicos de ángulo abierto (15). 
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4. Glancon1n 

El ténnino glaucon1a se refiere a la ruta final que comparten un grupo de enfennedades 

caracterizadas por unu ncuropatía óptica progresiva ei:i ~a que se observa disminución en la 

sensibilidad y muerte progresiva de las células gnnglion~re~ ,_de lá retina. excavación de la 

cabeza del nervio óptico. reducción progresiva de los ca.mp05: vis':1ales y finalmente ceguera 

(14. 61). Ln mayoría de éstas cnf'crmedadcs res~ltan_ o.están ~asociadas con un incremento en 

la presión intraocular (PIO). siendo éste un _fact~r d~:-~esgO importante en el desarrollo de 

daño rápido y progresivo en el nervio óptico .(17)~.~ 

4.1 llumor Acuoso y PIO 

El segmento anterior del ojo - s~: Cncuentra ocupado por un líquido transparente .. 

relativamente libre d~ cétul~ ·c¿n·ri;;ídO .como humor acuoso. El humor acuoso se 

produce en,· el_ .cuerpo. bi_li~.·:~.· ~c;í<S~~reción activa y ultrafiltración del plasma. La 

enzima a_nhi~ras~ carl!ón~-~:~~i~ípa e~ la f"ase secretoria dependiente de energía de la 

producción ~cuosa. LB. ~a~cirl~· d~j hu~or acuoso fluye de la cámara posterior. a través 

de Ja pupila. a la ·cáma.ra·~-~terior y sale por el ángulo iridocomeal hacia el plexo 

venoso intracscleral. T~b~·én existe un porcentaje pequeño de flujo en perros y gatos a 

través del iris. cuerpo .-ciliar. coroides y esclera (flujo uveoescleral o ruta no 

convencional) (figura 2)~ ·Este actúa como medio de transporte para los nutrientes 

necesarios para las actividades metabólicas de la córnea y cristalino. además de ayudar 

a mantener la forma nonnal del globo ocular. El transporte intraocular de los elementos 

nutricionales y de los metabolitos celulares requiere de una circulación constante de 

humor acuoso. asi como el mantenimiento de una PIO constante, la cual resulta del 

balance entre la formación y la eliminación del humor acuoso. La PJO en el perro es 

variable. pero en término~ generales se acepta un rango entre l S y 25 mm Hg y en el 

humano el rango es un poco más bajo de 12 a 22 mm Hg (6. 13. 22. 72). 

La elevación de la P.10 es solo uno de los signos de la enfermedad. pero se debe 

evaluar la presencia de otros cambios tales como congestión ocular. midriasis 
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mantenida cncopamiento con -atrofia del nervio óptico. con el fin de determinar la 

necesidad de iniciar Ja lera.pi~ llntiS,tauc:omatosa (6. 23, 30). 

4.2 Clasificación 

Tradicionalmente-_·; ~e ,h8_,~«:1~~~i[i~·do-·~::~l glaucoma como primario y secundario. 

basándose en Jll_fiSiOPittotb'Sí~.dC:_·J·ii Obslrocción en el drenaje del humor acuoso que 

causa la.cteVació·Ó.·d~ J"a·.-~-í·O>.:~·~·. . 

4.2.1 
.. -. ; . . • . . .... ~'"·l. . 

Los gla1:1c?mas: ~rim:O~o~::usuatmentc afectan ambos ojos. son hereditarios y se 

desarroJJÍln en los_.-pri~-~os diás de vida en el individuo (59. 71). El glaucoma 

primario incluye;·ª .. lOd·o·~-.-~éj-uellos casos en los cuales no existe desorden ocular o 

sistémico as·~ci~do. -qu~;--~~~c una resistencia incrementada al drenaje de humor 

acuoso. Den_l!"~ d.e:_ ~~~clasificaciones de glaucoma primario. Ja más aceptada se 

refiere a la exisienCia de 'un ángulo cerrado en el cual la resistencia incrementada al 

drenaje se prod~ce a- causa de una obstrucción de la porción periférica del iris sobre 

la red- trabeéul·~:·;·J~ .que produce un aumento de tensión brusco. en humanos se 

presenta con·-~· dolor. disminución de la visión con sensación de nauseas y 

vómito ·es ur~drit"e·· por la lesión del neivio óptico que es inmediata (figura 3). 

TarnbiéD exisie un ángulo abierto que se estrecha progresivamente. en el que se da 

una in~pacid¡¡d "dC ·flujo a través de las redes trabecuJares y los plexos venosos. en 

humanos sC presenta de una fonna lenta sin producir síntomas que la persona que lo 

sufre sea capaz dé detectar (figura 4). También se ha descrito la existencia del 

glaucoma gon_iodisgénico. en el cual la malfonnación del ángulo de drenaje es 

congénita se asocia generalmente a la presencia de ligamentos pectíneos displásicos 

y cierre del ángulo iridocomcal (13,14, 22. JO. ss. 81). 

En Medicina Veterinaria la incidencia de glaucoma canino con alteraciones 

primarias_ del ángulo iridocorneal ocurre principalmente en perros de raza pura (se 

han descrito en 43 ·razas diferentes). En la mayoria de las razas. la elevación de la 

PIO comienza entre uno y tres años de edad. evoluciona rápidamente ocasionando 
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pérdida total de Ja visión· entre. los 6 y 7 años, aún cuando se intenten diferentes 

tipos de terapia tanto medica con10 quirúrgica (13. 39, 53}. 

. . . 
Las razas Cocke~ SparÍÍ~1.·e~sselt·f.i~und~ á~ngle, Boston Terrier, Dálmata, Poodlc 

~iniatura, SibCri~n· ~.~~k·~:-; Y. ·:~~-D~éi_ tienen una alta predisposición a presentar 

glaucoma. pri~~rio •. En -"e1/éaSo··-:(le e los perros de raza Bcagle existe glaucoma 

primario de óngul~· ~bÍ~-~~,·~Ofi .una prCsentación crónica, insidiosa y bilateral que 

aparece entre 1~~·2 ·~·3:.afi6S d~ Celad en ambos sexos. Es transmitido por herencia 

autosómica · rec~i·ya ,:· Y\~~~':_'.Sid~· estudiado ampliamente para definir los cambios 

bioquímicos y estructll~JCs del ángulo iridocorneal por su simiJitud con el glaucoma 

primario de ángulo abiér1.o de los humanos (6, 22. 32. 35. 45). 

4.2.2 Glauconta Scc'undario-

Los glaucomas secundarios generalmente se asocian con alteraciones oculares o 

sistémicas -los· cuales directamente son responsables de una baja eliminación de 

humor -acuoso (37). El glaucoma secundario puede ser unilateral o bilateral, genético 

y/o a<:fquirido y debe ser manejado y tratado de acuerdo con Ja etiología. Son 

comunes en cataratas, lux.ación de cristalino, sinequias periféricas. iridociclitis. iris 

bombé intraocuIBr y reclusión/oclusión de la pupila. 

4.3 Diagnóstico 

Varios procedimientos son invaluables para e1 diagnóstico y valoración del tratamiento 

del glaucoma, sin embargo la tonometría. la gonioscopía. la tonografia, la 

oftalmoscopia, la fluorangiografia y la electroretinografia resultan indispensables (6. t4. 

32. 70. 71). 

4.3.1 Tonon1ctría 

La tonometria se define como la estimación de la PIO. la cual debe de realizarse a 

través de la deformación del globo ocular y obteniendo Ja medición de Ja fuerza 

responsable de esta deformación con Ja presión dentro del globo ocular (69. 75}. La 

PIO se puede estimar por compresión digital por tonometria de Schiotz o por 
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tonometria de aplanación. La PIO canina y felina normal es de 15 a 25 ntm Hg. 

mayor de 30 mnt Hg se considera patológica. 

4.3.2 Gonioscopía 

La gonioscopía se basa en In utilización de ~os rayos luminosos que se refractan del 

ángulo iridocomcnl en ángulo obli~uo~ .dc'·ía~ ·f~nnn que son visualizados mediante 

el uso de un goniolcntc especial que neutraliza el poder de refracción de la córnea y 

permite observar el ángulo iridocorneal, (72. 79). La gonioscopia se indica en ojos 

glaucomatosos. quistes del iris, ánéimalias congénitas del ángulo, sinequias 

anteriores periféricas, neoplasias y .lcsion~ traumáticas del segmento anterior. 

4.3.3 Tonografia 

La tonografia es un medio de diagnóstico que permite estimar et rango de 

eliminación de humor acuosa· a través de los canales de filtración convencionales y 

no convencionales al forzarse su flujo mediante un peso constante ejercido sobre la 

superficie ocular durante un tiempo que varia de 2 a 4 minutos (6.JO. 32. 390 72. 79). 

4.3.4 Oftalmoscopia 

Mediante la oftalmoscopia ya sea directa o indirecta, se puede realizar la 

observación del f"ondo de ojo por medio de una lente de aumento y una fuente de luz 

(6, 13, 32, 39). 

4.3.5 Fluoranglografia 

La fluorangiografia ha sido utilizada para estudiar la circulación retiniana mediante 

la inyección de colorantes intravenosos como la fluoresceina que además es 

utilizada para investigar la potencia retiniana y coroidal, la pcnneabilidad y flujo 

vascular y las anonnalidades en la pigmentación del f"ondo ocular (6. JO. 32). 

4.3.6 Elcctrorctinografia 

La clectrorctinografia (ERG) se basa en la evaluación de los potenciales eléctricos 

generados por la retina después de la estimulación eICctrica. La ERG depende de la 

reacción de Jos diferentes tipos de células retinianas. que se extienden desde el 

epitelio pigmentario hasta la capa nuclear interna de la retina. El límite de 

resolución de Ja visión se define como el punto de umbral o el menor tamaño de un 

objetivo que puede ser detectado por un individuo bajo ciertas condiciones. Como 
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alternativa la ERG representa una técnica adecuada de cvnlunción para función 

visual en animales. La ERG por medio de luz de ºflash .. pennite evaluar las capas 

externas de In retina, las cuales solo se afectan en etapas tardías de gta,ucoma {35, 61, 

84). 

4.4. Tratamiento .. ' . ·.,_ . « ; :. ·.:, •. : .:·; . 

Los objetivos del tratamiento son mantener. Ja ~i~Íó~·~,.y~:·~limin~r·.·::.ct ~:·d~JOr, esto. 

incrementando el flujo acuoso, dis.minu.~en~o._ 1~· .~~~~C~ió~;-;~.~~U~~~ ··?!< P~Cyiri.iendo o 

retardando el desarro11o del glaucoma en .~1 .~¿.:c,:~:.¿j¿·~~."_:5~·'.~~'b·~~:~~-~~ _Ja·\~~;p¡a- para 

glaucoma debe prevenir las lesiones al · nCrViO:.· óPii~O:;' .siri- -~·ffibaTgo, . tOdavía no se 

conoce otro método para JOgrar este objeti~o más qt.ie ta redUcción de la PIO (2, 11). 

Actualmente ta mnyoria de los métodos utilizados para disminuir la PIO están 

encaminados a inhibir la producción de humor acuoso o a reducir Ja resistencia al 

drenaje de éste (2, 23, 31 ). 

4.4.l Tratantiento Médko 

Entre los medicamentos utilizados para el control del glaucoma están los agentes 

colinérgicos los cuales _ actúan incrementando la eliminación convencional del 

humor acuoso al causar'.co_niraccÍón del cuerpo ciliar. La policarpina es un agente 

parasimpaticomimético .., dirCcto; mientras que el bromuro de demacario y Ja 

fosfotina iodada son : agentes antico1inesterasa de larga duración. Estos agentes 

causan la cont~c-ciÓn 'd~i m.úsculo ciliar al pcnnitir la acumulación de acetil colina o 
-,,, ·."··' 

al bloquear la ·cOiinesté~a~a en los receptores muscarinicos de éste (39.33). 

Los antagonistaS ,betll. Bdrenérgicos como el mcleato de timolol (bloqueador beta no 

selcctiVoi y· el clevobunOiol (bloqueador alfa y beta) son Jos medicamentos mas 

comúnnie~te .uti_li~dos en humanos con glaucoma y son altamente efectivos en 

disminuir t'a PIO.,en perros y gatos. El efecto hipotensivo del timolot es aditivo al 

efecto de ·Jos -' inhibidores de anhidrasa carbónica. agentes colinérgicos y 

simpaticomométicos. El timolol incrementa el flujo retiniano en humanos. Lo cual 

tiene un efecto de protección en Ja función del nervio óptico y la retina (3. 32. 35. 89). 
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.i.9'.2 Tratanlicnlo Quirúrgico 

Cuando la utilización de agentes tllnnncológicos es incnpaz de mantener la PIO en 

un rango fisiológico, se aconseja el recurrir n algunos de Jos procedimientos 

quirúrgicos que permita el encontrar una vía alterna de eliminación del humor 

acuoso, o bien sen capaz de inhibir su producción. Los procedimientos quirúrgicos 

pueden ser divididos en aquellos que reducen la resistencia del humor acuoso a su 

drenaje externo (procedimiento de fistulización o de filtración) y los que reducen su 

producción por el cuerpo ciliar (procedimientos ciclodcstructivos). En la actualidad 

se han presentado evidencias que sugieren que la cirugía de filtración permite un 

mejor control de la PIO que la terapia médica, además de permitir preservar los 

campos visuales así como la agudeza visual cuando se realiza en etapas tCITlpranas 

(23. 30. 39. 43. 79, 81). 

S. Apoptosis en Glaucoma 

El fenómeno de muerte celular programad~ o apoptosis, es actualmente uno de los 

más estudiados; su importancia radica en que varias enfermedades, que afectan tanto al 

hombre como a los animales, son causadas por una alteración en este mecanismo 

fisiológico tan relevante, a tal grado que sin la existencia de este fenómeno fisiológico. 

la vida, corno actualmente se conoce no seria posible. 

La apoptosis es un mecaniSmO que fonna parte de la homeostasis celular y que está 

involucrado en eventos tales.Como la diferenciación celular y el desarrollo de diversos 

organismos perteneciente~ a~· distintas especies, por lo cual se considera evolutivamente 

conservado (10 0 12). 

Las células mueren por·apoptoSis en algunos procesos corno el desarrollo embrionario 

durante la rnorfogé~eSi~ Y ~~~·~taPiis adultas en el recambio de tejidos y en la respuesta 

inmune (12.43). -·>~ · 
El término apoptosis :capo-sCP~rar y ptosis-caer) fue propuesto y empleado en 1972 por 

Kerr, Wyllie y Curren EscoCia, se le conocía como necrobiosis o zeiosis, en oposición 

... 



u Ja necrosis. es un proceso de autodestrucción (o muerte) celular programada 

genéticamente. Escribieron que existen. al menos dos f"onnas distintas de muerte 

celular; la necrótica y la que ellos Jlamnron apoptosis. La nccrótica es rápida y 

ocasionada por factores traumáticos. que se caracteriza por no estar regulada por genes .. 

producto de lesiones celulares por cauSns biol~gicas, fisicns o químicas. En este tipo de 

muerte se afecta regularmente a un conjunto dC células mediante un proceso 

inflamatorio. A diferencia durante Ja muerte por necrosis .. Jos organelos celulares se 

hinchan, lo que provoca un aumento en el volumen celular, que no sucede en la 

apoptosis, ya que en ésta existe una condensación citoplasmática., acompañada de una 

disminución en el volumen celular (SS). La fase final de la muerte por necrosis consiste 

en que las membranas de los org~nclos se fusionan y se pierde la integridad de Ja. 

membrana celular; además se libera el contenido citoplasmático al espacio intersticial y 

se induce así u~a respuesta inflamatoria (43.8S). 

La apoptosis es muy prolongada y morfológicamente distinta, se caracteriza por no 

liberar material celular al espacio intersticial., Jo que evita el proceso inflamatorio; en 

este tipo de muerte celular programada Jos organelos permanecen prácticamente 

íntegros,º· bien.plleden t~ner alte~ciones (43,85). 

En Ja apOj:>tOsis. S~ f'"onTI.an evaginaciones en la membrana celular, para ausentar la 

inflamación, estas evaginaciones forman estructuras vesiculares. las cuales contienen 

en su interior. material citoplasmático y organelos, se les denomina cuerpos 

apoptóticos~·~, que son fagocitados por células vecinas o macrófagos (43.85). En la 

necrosis 135' enzimas contenidas en los Iisosomas presentes en la célula que esta 

muriendo afectan a las estructuras celulares. en Ja apoptosis esto no sucede así, ya que 

primordialmente los componentes celulares son afectados por una familia de protcasa 

denominadas caspasas (84,86). La apoptosis es un proceso importante en el sistema 

biológico; es responsable de procesos de desarrollo en algunos seres vivos, como la 

perdida de membranas interdigitales en vertebrados superiores.. fusión palatal .. 

desarrollo de mucosa intestinal y retina) (58,90). La apoptosis en la embriogénesis 

origina la plasticidad necesaria para crear estructuras que poseen una funcionalidad 

limitada y transitori~ que posteriormente desaparecerán o se transformarán en 
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estructuras difcrenciudas. En tejidos adultos se sabe que en ciertos tipos celulares cmno 

el epitelio. hcpatocitos, epitelio intestinal, espermatozoides. glándula mamaria en 

Jactancia y Ja involución del timo son regulados por apoptosis, lo que mantiene un 

equilibrio que determina cuantas células debe tener un tejido. En plantas el proceso de 

apoptosis es responsable de la diferenciación propia del dimorfismo sexual (43. 58). La 

apoptosis es un proceso activo, genéticamente determinado y biológicamente 

significativo, el cual desempeña un papel en oposición a la mitosis, en la regulación del 

tamaño tisular, en moldear los órganos durante la morfogéncsis en mamíferos, en la 

eliminación de células que son inmunológicamcnte reactivas contra el propio 

organismo y en Ja eliminación de células infectadas o genéticamente dañadas. La 

anulación de esta ruta alternativa puede conceder a ciertas células, como las 

cancerosas, la oportunidad de vivir y posiblemente de proliferar en un entorno 

anómalo, con complicaciones relevantes en la carcinogénesis y en la biología de Ja 

metástasis. 

La apoptosis se ·divide e~ tres f~Cs:. 
¡,... Fase Ef_ec~o.ra: : ~~·- ~CÍ~_l:i~·j'~~·. el·: i~·creme!lto. ~n et contenido intracelular de Calcio 

libre, d~bi~~.: ~::~n·:.i~.~-~j~-¡:~~~~~~~(~~~~~-~¡..' C~tul~.-de este ion al interior o desde el 

interior Por: la:-. tibéiaCión,;. dé-, cSICiO~-qi.i'e- ocurre en ciertos organelos como las 

mitocondÍi~ y'·~l retíC-ul~.:~n,dOJ,1~~¡~·'.'_~'~E'J,in(fr~ento de Calcio activa a las enzimas 

presentes, endónucleasas (e~imas :(;uY~··.furiCiÓn:es degradar el ADN)y proteasas 

(caspasas) adenlás de cambios en 1'1.,~~·ctu~ 'dCt cÍto~quCleto celular, sin llegar a su 

desorganización, produciendo cambios én el tamaño y forma celular (3. l 2.8S). 

En estructuras como la membrana celular, que se ve modificada en apoptosis. se 

produce una pérdida de la simetria. Lo que provoca que la fosfatidilserina, que 

normalmente está en la capa interior de la membrana, se exteriorice, se debe de tomar 

en cuenta ya que existen métodos de detección basados en este fenómeno (43). 

Las caspasas inactivan proteínas que protegen a las células de la apoptosis como Bcl-2 y 

cortan moléculas como la actina, proteína cinasa C y las polimerasas. El incremento de 

Ca libre intracelular y de proteína Bax, penncabitiza a la membrana mitocondrial 
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perdiéndose el potencial de trnnsmembrnna mitocondrial. Esto lleva a más liberación de 

Cu mitocondrinl y a un desarreglo en In síntesis de ADN, ya que hay un incremento en 

la síntesis de ATP y de esta manera se generan radicales libres que oxidan al ADN 

(l.29,R4,86.91). 

Debido n los cambios de la pcnncabilidad mitocondrial, se produce entrada de agua n 

su interior para la liberaci6n de citocromo e y de proteinas como el factor inductor de 

apoptosis (AJF), loa cuales activan a las caspasas. La salida de citocromo e se produce a 

consecuencia de Ja activaci6n de un canal de la membrana mitocondrial, conocido como 

poro mitocondrinl PT. Este canal no selectivo constituido por proteinas de la membrana 

mitocondrial interna y externa, permite' el paso de moléculas con un peso molecular 

inferior a LS kilodaltons _(kD".1)· 1:--ª apertura. del mismo, al modificar el potencial de Ja 

membrana interna de la mitocondria, ocasiona el desacoplamiento de In cadena 

respiratoria y Ja interrnpción,del,.triuís~rte de electrones, junto con un incremento en el 

volumen de la matriz' in~i~Oce;~dri~l, ·entonces ocurre la ruptura de la membrana 

externa y Ja Jibcra~iÓ-~'d,;··~iÍ~~~cin;·~··c (36,48,78). 

Según el estímÍ.iJO·:·~,~;;·,~~ii~~ ·Í~·~.:¡~rte por apoptosis, podrán activarse diferentes genes: 

p53, en el .-·cas~· ·::.d~·.·::·-~di~~~~~e~<g81!':~ª; rp-2 y rp-8 cuando los estímulos sean 

corticosie~~-idC:S,""~~~:·:--i~·;;p~ci~~¡rf~.:-Fas,·'cct)95 o AP0-1), en la eliminaci6n de células T 

mnduraS· al final· d~ lá."-respUesta inmune (4,5,88}. 

:.-- Fnse DeSrndati~a~ Es,J"a degradación de ácidos nucleicos, las endonucleasas degradan al 

ADN, cam~ÍoS· en ~a membrana celular. Se reorganiza el citoesqueleto perdiendo las 

estructuras"lnicrotubulares y se condensa la cromatina (3). 

:,;.... Fnse de Limpieza. En la cual los mácrofagos o células vecinas eliminan todas las 

células con apoptosis, atraídas por ligandos específicos para ellos y que están presentes 

en In superficie de las células apoptosicns. 

Así, se puede resumir que la muerte celular apoptósica ocurre en dos fases: primero hay 

una fase de activación durante la cual la célula queda comprometida a morir. seguida 

por una fase de ejecuci6n, en la cual se pueden observar tos cambios de la muerte 

celular (24. 34). 
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S. 1 Can1hios l\'lorl"oló~icos y Bioquímico~ 

La apoptosis es un proceso de autodestrucc_ión celular prog~mado genéticamente. en 

el proceso apoptósico se a.precian cambios morfoÍógicos y bioqÚimicos característicos. 

5.1.1 Can1bios l\1orfológicos 

Los cambios morfológicos se . rcconc;>cen por· la condensación de Ja cromatina 

nuclear. que es el rasgo más característico de la apoptosis, Ja cromatina se agrega 

pcriféricamente debajo de la membrana nuclear. en masas densas bien delimitadas 

de diversas fonnns y tamaños; aparición de fragmentos intracelulares envueltos por 

membranas y compuestos por citoplasma y organclos ºempacadosn (cuerpos 

apoptósicos) y fragmentación internucleosomal de ADN. Fagocitosis de células o 

cuerpos apoptósicos por células adyacentes sanas, ya sea por células del parenquima 

o por macrófagos. 

5 .. 1 .. 2 Cantbios Bioqufnlicos 

Los eventos de la apoptosis en la mitocondria son: liberación de citocromo c. 

cambios en el transporte de electrones. pérdida del potencial mitocondrial de 

transmembrana y participación de la familia de las proteínas pro y antiapoptóticas. 

La presencia de citocromo c en el citoplasma activa a una familia de protcasas 

denominadas caspasas. Estas enzimas actuaran como ejecutoras iniciales de la 

apoptosis. su acción produce una rnptura de substratos celulares criticas, 

precipitando así los cambios moríológicos originados por el programa prediseñado 

de muerte (65. 87). 

Reconocimiento fagocitico: Las células apoptóticas expresan fosfatidilserina (un 

fosfolipido) en las capas más externas de su membrana plasmática y en la superficie 

de los cuerpos apoptósicas asimismo se expresa Ja trombospondina (una 

glucoproteínn adhesiva). Estas alteraciones permiten el reconocimiento temprano de 

lus células apoptósicas por los macrófagos y las células adyacentes sanas para su 

aclaramiento, realizándose este proceso sin la liberación de componentes 

proinfla.rrtatorios celulares. La f"agocitosis de las células que han sufrido de 
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npoptosis es realizada -por las· células que las rodean. éste proceso es activo y 

requiere de nucv<:' AR~ y .de sí~t~is. proteínica (69).-

s.z ~:·::•qa:inaria de. upópt~~is·.~,s}-~~~~~~~;.~h.uri,'~f,~ ~é ~r~t~~Íis denominadas 
caspasas; de las cuales hasta;Ja·:fecha::sC~han:.1dentiflcado0_t4;-·estas'pennanccen en 

diversas estructuras-':" .niV~·1 .. CC1U1á.i>;'f:-pJ:.
1

~;.. ··~~tñ~ ·p.~~ntCs ··en~· mitOc~ndria y citosol 

~==~:.~~~~t.~~~rt·;;.:~:=·,~·= :::.: 
otras. pretensas l~--~~~p~-~·.:~~~~.r;.~¡.:~~·~~tes ~ forma de proCnzimas o zimógenos (pro 

caspasns) en. Cétul~ .-~~J~·d~b')~~~ '.; 
0 

dCben s~r nctivn~as mediante la degradación de 

detennin~do~:_:_~·ÍtÍ~~,~f;-ri6~~·~'°~~:.t~~~ai~ -ProPios de la proteína. liberando así dos 

fragmentOs ~d.:" J~\ :p-~~->'~t"t-;;~~la~ · 8p~ximadamente entre 1 O y 20 k.Da, los cuales 
• 1 "--•• ;: -~-¿·"~'!>;·· .. :.:·· 

posteriormentC' S~~~énsab18d0s en el tetrámero, que fonnará el complejo enzimático 

ya activ¿· (8~~-~·6).:t!;~;·~~~j:~·~'<' 
Las caspasas ~e ii'~.P~.e~ caspasas ejecutoras (3, 6 y 7) y caspasas iniciadoras (2, 8, 9 

y 1 O), en :su -~~~~:·]~ ~pasas ejecutoras tienen un propéptido (P) en su extremo 

amino (NH2), ~~e".Cxti:emo Cs corto, cuya función es degradar proteínas vitales para la 

célula, también tienen una subunidad grande y una pequeña (SG y SP). Las caspasas 

iniciadoras además poseen un dominio asociado al receptor Fas, denominado FADO y 

sus extremos amino (NH2). Tanto los receptores Fas como TNF tienen dominio de 

muerte (DEO) de interacción proteina-proteina. Jos cuales se acoplan a las procaspasas 

vía moléculas adaptadoras (25.84.86,87 .92). 

S .. 2.1 Estímulos y Activación 

Existen estímulos internos y externos en In célula que se encargan de activar el 

programa de muerte celular. pueden ser hormonas .. proteínas endógenas. radiación 

gamma, hipoxia, radicales libres. baja en nutrimentos y microorganismos patógenos. 

entre otros (3,12.43). Las cascadas de proteasas son sistemas de amplificación en los 

que un estimulo inicial activa a un zimógeno favoreciendo su maduración a una 
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enzima activa. El primer grupo de enzimas· activan un segundo grupo de zimógenos 

y así sucesivamente amplificando el estimulo (87). 

El n1ccnnismo de activación de caspasaS puede darse por dos fonnas: La 

nutoactivación que se denomina. autocatálisis• o tu activación indirecta por otras 

cuspasns yn activas (84. 86). 

En una primera fase (autocatátisis) se activri~ las caspasas denominadas iniciadoras 

que tienen en su estructura como zimógenos extremos NH2 (amino) largos. donde 

se encuentran sitios o dominios específicos: El dominio de reclutamiento de 

caspasas (CARO) y el dominio efector de muerte (DEO). que actuaran en conjunto 

con otras moléculas que funcionarán corno adaptadores: Apaf-1 o DED. los cuales 

favorecerá. una proximidad. que· en combinación con su actividad proteoliticn 

intrínseca. promoverán una activación autocatnlitica de las caspasas iniciadoras; 

posteriormente éstas se encargarán de activar a las caspasas efectoras (activación 

indirecta) (25,84,86,92). 

Las caspasas que sean activadas como iniciadoras pueden variar según el estimulo 

que induzca npoptosis. 

Se han descrito 2 vías de activnción. __ LB p~mera es a través de apoptosis inducida 

vía receptor. como TNF y Fas; estoS receptores contienen dominios de interacción 

proteína-proteína denominados d0minios de muerte en su región intracelular. los 

cuales se acoplan con pro-caspasas vía moléculas adaptadoras. El sistema que mejor 

se ha caracterizado es el del receptor Fas, donde Ja activación de los dominios de 

muerte causa el reclutamiento de la pro-caspasa 8. Cuando esta pro-caspasa se une 

al dominio de muerte de Ja proteína FADO que a su vez se encuentra acoplada al 

receptor. Ja caspasa 8 es activada probablemente por autoprocesamiento (52). La 

segunda vía por la cual las caspasas pueden ser activadas requiere de ta 

translocación del citocromo e de la mitocondrin hacia el citoplasma y puede ocurrir 

en respuesta a un aumento en la producción de radicales libres (estrés oxidativo). un 

aumento en la concentración de calcio en el citoplasma o la expresión de proteínas 

proapoptosicas como Ba.x. Una vez en el citosol. el citocromo c interactúa con 

!"actores activadores de apoptosis (Apat) y fonna un complejo que incluye a la pro-
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caspnsa 9. la cual es entonces procesada a In forma activa por nutocatálisis. La 

función específica de Ja caspasa 9 parece ser la .activación de la cnspasa 3 que se 

considera como Ja caspasa central en la fase de CjecuCión (87). (figura 5). El TNF es 

producido por reactivación de maciófago~: astrocitos Y COR. el TNF se incrementa 

después de la isquetnia y cxitotoxicidlld en ~'1._CC~ébro. este puede ser un activndor de 

sustancias ncurotoxicas tales como óxidO''::O!trico, y exitotoxinas. Este TNF es un 

inductor de npoptosis ya que acti.~~ I;._ '?45P~Sa 8. Se ha demostrado recientemente 

que Ja expresión de TNF es incren;e~·tada en la cabeza del nervio óptico 

glaucomntoso. 

5.3 Genes que Intervienen en la Apoi>tO~is 
Los genes Bel_ se sintétÍ~º-Cn--J~:~~rri'Cmb~a mitocondrial y hay antiapoptósicos y 
proapoptósicos:, -,,· :::·.:L'.)~·Ii·~.--.~· 

~ntiap<:>Pt~s~~-~: "~~~~~5,~~b~~-x~, residen en Ja membrana mitocondrial extemn. 

dismin.~Y~O)ii·'.p·~~~bii.~~~-d-:d~ la membrana hasta bloquear el citocromo c y 
AIF~ . . :_-;f,/r::,".>:~~;;_.._:,~--:\~~· ,.,.,, .. 

Proa~-OPtÓSicb~;/; '¿~~3::~:: bid y bax. producen una caida del potencial 

tn~fls.~C~bñm~ ;_' p;~¡:-= J-¡,· .. tanto libera citocromo c y AIF
9 

aumentan Ja 

pe~~bilid~~{d·;:·-1~ ~-~brana mitocondrial al citocromo C 9 son activadores de 

vías proapoptósicas Fas9 .TNF y algunas caspasas. 

Los genes que controlan éste proceso de vida o muerte celular son el bcl-2 el cual actúa 

bloqueando Ja activación del programa de apoptosis y el gen bax el cual tiene los 

efectos totalmente opuestos al estimular la muerte celular. Típicamente In 

concentración de bcl-2 y bax son iguales lo que les permite unirse uno con el otro y 

con las células vivas. Si Ja célula recibe algún estimulo para morir. se altera el patrón 

de expresión Jo que resulta en un incremento en bax o una disminución en bcl-2~ 

precipitando así ta -formación de homodímeros bax y Ja activación de apoptosis. El 

equilibrio entre Bc/-2 y bax se puede alterar por falta de neurotrofinas. que son -factores 

de crecimiento esenciales para la supervivencia de las neuronas. La más estudiada es el 
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Fuctor Ncurotrófico Derivado del Cerebro (FNDC) que es producido por- las célUlas 

cerebrales y transportado por flujo a.xoplásmico retrógrado. hac~a ~a retina. En el 

glaucoma si aumenta la PJO interrumpe el flujo axoplásmi·~· re~S,~d~. ·AJ Parecer las 

neurotrofinas estimulan la expresión de genes Bcl-2., por lo que su ausencia estimularía 

Ja apoptosis (61 ). Actualmente se sabe que éstos genes también juegan un papel 

importante en la regulación del ciclo celular. Una de las moléculas clave en la 

regulación del ciclo celular y In apoptosis es el gen de supresión tumoral p53, el cual 

se expresa tardíamente en la fase Gl del ciclo celular actuando como un punto de 

monitoreo de las células para evaluar su capacidad para continuar con su división. 

Aquellas células que no aprueban ésta evaluación de competencia son llevadas a través 

de una vía alterna que termina en apoptosis. Al demostrarse la expresión incrementada 

de p53 en células apoptósicns se piensa que ésta pueda actuar influenciando 

directamente el equilibrio entre bcl-2 y bax. La deprivación de neurotrofinns es 

considerada como una causa importante de apoptosis en las células ganglionares de la 

retina (61). Numerosos estudios han demostrado la habilidad del FNOC y e! FCN para 

atenuar la disfunción o la muerte celular inducida (26). 

S.4 Importancia de Neurotrofinas., Óxido Nitrico y Endotelinas en la Apoptosis 

S.4.1 Neurotrofinas 

Las neurotrofinas que son factores necesarios para el crecimiento y desarrollo de la 

mayoría de las neuronas son péptidos pequeños que también se conocen como 

factores neurotróficos. citocinas o factores de crecimiento. Las neurotrofina actúan 

uniéndose a receptores celulares específicos. los cuales a su vez estimulan una 

cascada de eventos moleculares que afectan In función esencial del metabolismo 

celular. Aunque existen múltiples factores que han sido identificados~ solo algunos 

son necesarios para Ja vida de las COR. Uno de éstos es el Factor Neurotrófico 

derivado del Cerebro (FNDC) el cual es liberado por las células del cerebro al 

momento del desarrollo de los axones de las células ganglionares. La primera CGR 

que establece contacto con estas células cerebrales toma el FNDC y lo transporta 

hacia la retina mediante un transporte axoplásmico retrógrado. Hasta éste momento 
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lus CGR que se dcsnrrollnn· sin· neccsidnd del. FNDC. tienen cnmbios moleculares 

que hace de las ncurolrofinns. a·lgO csciicial pn'ill su-·sobrcviVc~~ia. Las 'cGR:'1ue 

fallan en hacer contactO con ·éstas céhl.lns\~ereb~lCS' ~~~·r~ri ~]··p~;dCr su_ ftie'nie ·de 
neurotrofinns (61). . - . . . . .. _, ¡~·.,~Z:: ··. ,_.-· -· 

Lns ncurotrofinns como el FN!)C; el Fnctor d"í, C~eci~ientÜN~Nioso"(FCN). In 

!3~~f.:.Z~iií:ª~~~E~~38!~E~ 
miembro de la fi:tmilia de factores de necrosis tumoí-al_ ·cuy&~fuílción ·principal es 

modular la señaliza.ción.de los receptores TrK, asi como ta·dC mediar la muerte 

celular. Se sab~·quc la ca-expresión dep-7.SNTR y trkA en la misma célula lleva a Ja 

formación de receptores de alta afinidad asi como determina la sobrevivencia o la 

muerte __ celular (9). 

5.4.2 Óxido Nftriéo y Endotellnas 

El eñ.dotelio vascular es un activo participante en el mantenimiento del tono 

vasc_u.lar :·y en la regulación del flujo sanguíneo, a través de diferentes rutas 

miogén.i-?85. Al exiS~ir alteraciones en el rnicroambiente endotelial existe una 

respu~t8. en Ja síntesis. de diferent~.agentes vasoactivos con el fin de mantener un 

bal~nce,_entre la·"Vasoconstricción y 1~ vasodilatación. Entre los factores vasoactivos 

deriv~~~s -~~1. -~!ld~tel~~ ·~,~~'.·ii:'~~"~~-~~ ~ los prostanoides, al óxido nítrico (ON) y a 

factor yasoCo'nstrictor dCri~ádO "dCI endotelio llamado endotelina . 

.. i "' ~ : ;. _';: : <, 

Ln prost~,~i.~Ú~:~.;·.C'!~f~~-~.u~'.~:.·~~·· incremento en ln generación de AMPc en las células 

del ~tn)scuici:-~:ti~~·:~de\l~~'. paredes de vasos sanguíneos, reduciendo el calcio 

intrac~I.ui~~·;,~~~'?,~~~\~~·iri,· induciendo miorelajación. 

El ON.-es i:¡·~-:~~i~1·~ubre en forma de gas que actúa como neurotransmisor y llega 

tener efectos·T~gUladores (vasodilatación) o neurotóxicos dependiendo de su estado~ 

reducid()· u 'o~idado, asi como por su concentración. El ON es generado por la 
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sobrccxitación de. receptores· NMDA y esta involucrado en la tbnnación de 

oxiradicalcs. estrés oxidátivo·,: prc;>cesos de apoptosis y es capaz de potcncializar el 

daño oxidativo mcdindo .. por el úcido_quinolinico (IS). El ON es sintetizado por las 

células endot~lialc~ a' J>~¡~ d~i- run'inoácido esencial L-arginina bajo Ja acción de la 

enzima ci.tO~<?Iica·.~~i~l~~--.·~d~i ON· (ONs). Este gas se difunde ·en las paredes 

musculares~ ·actiVaildO la ~enzima· guanitato ciclasa. y favoreciendo la acumulación 

de GMPC; est6 'r~dU~~-:·.·\~~'.··niv~les_ de calcio intracelular e induce la cascada de 

fo~forllación ·. ;,.. -; p~·~·:.:I·~_::.~~Í~~, 1~ relajación vascular. El ON también afecta los 

pcricitos e indu~e·«~~~CÍiÍiai~c·ión a nivel capilar. lo cual es capaz de mantener un 

estado conSt~~~ ·d~·.v~·¿;i¡'l~t~·ciÓ~ en Ja circulación ocular ( 16. 63). 

Molccularmen~-~·-s~ ~lln idCntif:icado 3 .distintas expresi~~es genéticas de ONs : ONs 

n;,uronnl (nÓN_s o:.()Ns. l),:ONs endotelinl (eONs o ONs 3) y ONs inducible (iONs 

oONs Z); s;,. hn' reportado 1á presencia de pNs 1 y. <?Ns 3 en el nervio óptico de 

hurnanoS S~ó~--~y,: t~··3··exPresionCs e~ el né:rviO óPli~:"ct~:fe· pacientes con glaucoma 

primario, s~g¡ri~~d~ 1a ir.1étucción -~e oN~· 2 en "s1ati~~,~·,: ·(77)~ 
·:._·; 

El ON ~rot~~e ·:-d.~fe.!'(mt~ tipoS .- ce_l':1~iir~. :~~e: .. ··~·: :.~~~~~~osis .· ~ocluyendo linfocitos. 

células c:ndoteiiales, ~sinófilos, ~élulas:;~.l.i~!?al_~s~·~- -~?liculos ·.ováricos. ciertas 

neuronas y hepatocitos_. un· me_~i~iñOi,'~~-·;¡·~-~~,¡~·--.1~-.~~P~º-~.i-~ con ON. es la 

supresión de. la- actividad ~nzimá~i"ca·~~-~: :~:~::~~~~~-;~·~¡~·O~~·~.¡.¡hibe I~. caspasas al 

activar directamente la s-nitrosÚ.8ti(;~;.>~ü~~rri~::~~~{~~·~~~~o :·pr~teoJitico y la 

activación de múltiples procaspasas ~ Cé:{~·.~·--¡~t~~t~·3·¡·~.;JUYendo la caspasa 3 y la 

cnspasa 8; sin embargo no qued.a claro si el 'QN'·'acitÚ~ C~' las caspasas o si bloquea la 

activación de las procaspasas. El ON también prc..;,i~ne-otros eventos asociados con 

la activación de las caspasas i~cluyerid~~·:1 ·l~ - Pérdida de la transmembrana 

mitocondrial y la liberación de cito.ci:-o~o.c::'~~i)~··, 
Las endotelinas (ET) son pequeñ~s Í>éPÚ,d.~~ ~':i_~·-~tán envueltos en la regulación de 

la PIO y en la modulación de la circí.Jlación circular. La ET-1 se distribuye en el 

tejido ocular y se localiza en humor· acuoso. iris, cuerpo ciliar, retina. comea y 
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coroides (57. 68). Ejercen una potente acción vnsoconstrictorn de larga duración al . . ·. -
inducir Ja liberación del cnlcio intracclulnr. La ET-1 disminuye el flujo· sanguíneo de 

Ja cabeza del nervio óptico: mientras que los.~~entes bJOqueadores de los ~a~a1es de 
'. - . ' 

calcio han demostrado inhibir Ja contracCióÍl de -las_ iirterins ·de Jll. retina, bovina 

inducida por ET-1 (17,63). 

6. Exitotoxicidad en Glauconta 

La isquemia retiniana y de la cabeza del nervio óptico junto con Ja deprivación de 

neurotrofinas generada por un bloqueo en el flu]o axoplásmico retrógrada hacia Ja células 

de la retina., alteran la permeabilidad de las CGR y posiblemente inducen una disfunción en 

las células de Müller. A partir de estas células se liberan niveles potencialmente tóxicos de 

glutamato retiniano hacia el medio ~biente celular., mismo que es capaz de inducir un 

daño secundario en Jas ne":1ron8.s 'y~ axones celulares que logran escapar al daño primario 

causado por una presión, de perli.isión ocular reducida en fbrma sostenida o intermitente 

asociada a la eJCvaciórl- en PIO. Como consecuencia de éste medio ambiente tóxico se 

producen ~1,-¡~~'.-e~~ ¡~-~n~~~~ión extracelular de iones como el K+ y Ca2•. cambios en 

Ja hidrólisis de fosfolipidos, liberación de radicales oxígeno. un incremento en los niveles 

de opioide, ·.u~~ _>¡.~pu~ta inflamatoria,. edema y alteraciones metabólicas y de flujo 

sanguíneo., activ_aci6IJ. de proteasas intracelulares, incremento en sintasa de óxido nítrico en 

la cabeza del_ nervio._óptico, acumulación de la proteína p53, apoptosis en fotoreceptores así 

como en cél~_las ganglionares, generación de radicales libres de oxigeno con la subsecuente 

atrofia y ~egeneración progresiva del nervio óptico. Los niveles incrementados de 

glutamato _introvilreo encontrados en perros glaucomatosos proveen evidencia al 

mecanismo exitotóxico e isquémico inductor de la muene de las CGR y de la atrofia del 

nervio óptico observado en glaucoma canino (15.74). 

Algunos de estos aminoácidos exitatorios como el glutámico, el aspártico y el ácido 

quinolínico contribuyen al dañ.o neuronal secundario (18,50.73). El ácido glutárnico actúa 
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sobré rcceptorc..'i N-Mctil-0-Aspartato (NMDA) provocando la entrada de Na y Ca y salida 

de K. lo que desencadena la despolari?..aciórl dC mcmbronaS celulares con activación 

sccundari.a de Jos cll.nalcs 'de .ca_y activando segundos ~cnsajcros que libera.o más Ca de 
. . , .. 

almacenes intracelulares'. . El exceso de Ca actúa transfonnando la cn7..ima Xantina 

d~shidroge~a~n·'.~: ... X~~~·i~~\'>.~·~dnsa~ Jo quc.Tavorece la producción de oxirndicales y activa 

JÚs isofo~áS--c!~~~ ó_X~·do. ~it~C~ sintetaza.-dcpendicntcs de Ca. El ácido quinolfnico es una 

ncurotoxi~~i" endÓs°~nn 'd;:rivndn del triptóÍano, su ncurotoxicidad provoca aumento en la 

concentrDCió~~·,_,d~f-\'.:::"a en ~1 citoplasma, disminuye el ATP, el GABA, aumentando Ja 

p~ro~id_U:~i~~- Í"i~ÍcÍi~~ ~i como 'el daño oxidativo (42,49,SO). 

Algunas ~".'id~n<?ias recientes sugieren que ta disminución en la PIO no es un paso 

suficiente_~~~~~)'ªtioso para detener la progresión del daño en las células ganglionares de 

la retina. Est8 pérdida progresiva llega ha continuar después de la disminución en la PJO 

debido al m_edi~ _ambiente hostil a ta retina y el nervio óptico que es creado por las neuronas 

retinianas ·degeOerodas así ·como por Jos cuerpos celulares que fueron dañados al 

producirse ta ·~ri_mera- el.evación de Ja PJO. El daño primario al nervio óptico induce la 

apoptosis de_ .~as,. -~9~; misma_ que se asocia a excitotoxicidad por ácido glutámico. 

deprivación ~de fl.CU~otrofinas, acumulación de calcio intraneuronal y Connación de radicales 

de oxigeno -lib-~~5;:·.Los ~iveÍ~ de glutamato intravitrco (6.6±5.6 µM. niveles normales) se 

encuentran et;;'Y~~j~~-~-c-~;Ca de 6 veces por encima de lo normal en los ojos de perros 

afectados co~·gJi~Ü~ci-~ii,~rÓniCo. Las células ganglionares apoptósicas dañadas, liberan más 

glutnmato l·Ó·.~"~Ü:~t'..~~~C~Ú~porie a una degeneración secundaria posterior en las células 

ganglionares Y~~;~O~~;.~.~~acéntes que se encuentran sanos (15). 

-.' . ; ·_ ~">•.::: :'; '• 
-.::,,.' 

7. Aulorr:Cg.ilil~ió;:. ·del. Ojo durante el Glaucoma 
-~~-}: -~' .:• 

-:.:'·,:·.,·· 
El mecanis~O _de· ~ntrol _vascular local encargado de mantener un medio ambiente 

metabólico en _el tejido, sin importar las condiciones que tiendan a bloquear la homeostasis, 

es llamado autorregulación (63). 
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En ojos normales es posible observar que una elevación moderada de PIO tiene efectos 

mínimos sobre el flujo sanguíneo de Ja retina y el nervio óptico debido a la presencia de un 

proceso que controla el flujo vascular llamado autorregulación. Esto significa que dentro de 

un rango nonnal de presión de perfusión ocular (PPO), una disminución de ésta perfusión 

generada por un aumento en In PJO inducirá una dilatación de los vasos sanguíneos 

oculares y por lo tanto mantendrá constantes los niveles de flujo sanguíneo (17). El 

mecanismo de nutorregulación es completado a través de Ja habilidad del sistema 

cardiovascular para ajustar la resisten<?ia de ciertos vasos para controlar el diámetro de su 

lumen (63). El mecanismo de autorregulación es iniciado por fuerzas de tracción ejercidas 

sobre el músculo liso de la p~e"d vascular, por el efecto del intercambio de viscosidad 

sanguínea del flujo sanguíneo sobre las células endoteJiales~ así como por el estado 

metabólico de las células (17). 

La patogenia del glaucoma es todavía desconocida en muchos aspectos, sin embargo 

existen evidenci~ que h~~en- peris·ai: que el glaucoma está asociado con cambios vasculares 

sistémicos y oculares así como-~~ d'isminución en Ja macro y microcirculación ocular (56}. 

Las arterias ciliares posteriores,--éortas·.-_ actúan como arterias terminales en el ojo, siendo 

éstas arterias las encargadas-"-~~ ·.S~plir ··vas~ularmente regiones retinianas y coroideas 

independientes (16). Las áreas de ret!ri.a·Y: coroides que reciben nutrición de arterias ciliares 

adyacentes fbrmnn zonas de ''rnaOt~~ \;aS~~JW.es0, Jas. cuales bajo condiciones de PJO 

elevada u oclusión vascular resultan en áre:is de hipciperfusión (17). La. áutoregulación no 

solo es importante para mantener u~a pr~siÓn._de'flUjo sanguíneo y un ·a·P~rte de nutrientes 

relativamente constantes, sino ~ue también parti-~i¡)a· en el m~t~~i~·¡~~Í·~; c:Í~ Una presión 

capilar relativamente constante.' Además éste mecanismo_· aut~ri-CSU,11~~?~?->;;'~. c~i_:r1plelnenta 
con la habilidad del sistema cardiovascular para ajustar. Ja·resiStetlcia:.dé,aJ{;unos .vasos 

lográndose así mantener un flujo sanguíneo efectivo c?n_.~Í~i~~~?~f~~ÍO~-:-.~~'?u~d~~os al 

elevarse Ja PIO en ojos normales. 

Aunque algunos factores como son la presión de perfusió~. I'a ·raisÍe~cia vascular y la 

viscosidad sanguínea son determinantes en el control del flujo vascular .. existen otros 
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factores que gobiernan el tono vascular como son Jos nervia:s y las honn.onas vaso::ictivas9 

nsi con10 las respuestas Cndot~lialcs9· n1iogénicus y·mCtabólicas.,Cüando el mcCanismo de 

autorregulu~iÓn no·. ~e . ~ncuc.:itra- presente en u~. tcjido~.: .. 'cada.·-~.Y~~·.,q,~~·: ~~~rece. una 

disminución .en ·ja presión de pcr~sión se da una rCdU~c:ió'n: 1-~~,~·~¡_· ~~ '':'. ~fi~j.~-s~~~in~~ 
Ei' flujo Sanguíneo de la retina y de Ja·porción prelaminnr'd~)a ·~b~~-~d:;i,~~~io ·óptico es 

autorregul~·blc, altamente sensible a Ja hipoxia y · ~or.:'1~::·-t~~~i:.~~O~.-·~~-:::..~-~~~id~d de 

adaplación a cambios en Ja presión de perfusión ocu),ar c~P~)~i~~~6_id.~-~-p~;·Ja ~levación de 

Ja -PIO. Las prostaglandinas actuan como mediadores de'I~"VaS'~-dÜ8t~lCiÓ:n· incrementando 

el fl-uj~ sanguíneo en el nervio óptico anterior y. en la~-~~ti~~/~~'l_:J~~- casOs en que se 

increme~ta Ja pC02. Los flujos sanguíneos de la coro.ides h~ rrio·~~do ser relativwnente 

insensibles a los cambios en la concentración de oxfgCn~~ m~cstnin poca adaptación9 Jo 

cual los hace altamente sensibles a los cambios de Ja PIO.: Además del efecto de Ja 

acetiJcolina y la noradrenalina, el control neurogénico ':1e la circulación ocular está mediado 

por una ~ariedad de neurotransmisores entre los que· se incluye a Ja sustancia P. Ja 

colecistoquinina, el neuropéptido Y además del poliPéPÍido- intestinal vasoactivo. 

La pres~ncia -c:f~ ~~t.eraciones en la cap~cidad ~e ª.~tol!~~l_ación y de flujo sanguíneo en el 

nervio óptico,~t~~-.as_o.ciados con el .. desmToJI~ ~~-·n.·C~patia óptica glaucomatosa tanto en 

perros como en· huirianos· (16). S~ ha obsCrvlldo. q~e· éXiSten disminuciones proporcionales 

en el espacfo-·_:_~Pilar "pot~~cial.,'en el _"i.;jiét'o·.:·~~~~~ri:~{-;·_~·~~-. el flujo vascular de Ja zona 

juxtapapilar ci,~ .. ~ª~~~t~~a- Y.·d~i· aniu~~n~~~~~~t~~iin:~::=-~~':.~~~ ~·~ida que se desarrona 'ªatrofia 

glaucomatos~~\A.sirJ:ii~~o/ ~e h;;¡·'.~de~m-;;,:»tn:l,~~~~·.~~~.~~~!ili?Úc.iói:t en el número de capilares 

retinianos acomp~8~~~ ~1;·.in~r~~~.~~~- c;~· 1~ ~~di~~·~-.~~l .. t~ji.~o>neuronal. Estos resultados 
son explicados por_.uii ·~ié~~.· tU-n~i~n~-1· o :¡:;n· :~:~t~~~ha~'ic'~t~ de los capilares bajo lns 

condiciones fi~ÍoJÓ~i~ ~~iStc~~~~ cn·1oifpaéi~:;.Í~~-·:c¿,n."gla~c·Oma. La hipertensión arterial 

asociada con _un~ ·J:iipoteO~ió;; ·r;c,~~~~_:. tam~ién --~~-~-¡~¡·pa .. ~O .. •!1. atrofia glaucomatosa del 

nervio óptico (56). · 
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8.. l\1étodos de Detección de Apoptosis 

La detección de Ja upoptosis se reatizu por métodos directos e indirectos. Se menciona u In 

micróscopia óptica y electrónica,. microscopia de fluorescencia. visuali7..ación histoquímica 

mediante TUNEL. y citometria de flujo entre otros. En el presente trabajo se realizo la 

técnica de inmunohistoquimica por e1 método del complejo Estrcptavidina-Biotina

peroxidasa (ABC) para detectar Ja caspasa 3 y Ja técnica de TUNEL pára dCtect.ar apoptosis en las COR. 

8.1 Mic-:oscopia Elc_ctrónica 

En· este ~.étodo·· ·~e- hacen evidentes ... Jas s~guien.t~, · ~C~.~~~~-: ... _~nd.~.~~~~i~~ , de 

=~::~:n:P::.~:::sn yd;ag:=~~si:u~:· é:::~:~;:ét::J~~tlJ.·~lt~~~~=f:~:i·::u·!: 
coinúnmente en cultivos celulares que han ·sido ~o...,'.á~~id~~ a·-B18{an·; Cstf~u-lo que 

induzca apoptosis_(43). 

8.2 Tinción con Hematoxilina y Eosina 

La observación de células teñidas por hematoxilina y eosina (HE) es una técnica que 

presenta ventajas por ser económica en relación con otras; solo requiere de un 

microscopio de luz y un microtomo. En ella se usan muestras fijadas en f'onnalina al 

10% y procesadas. En esta técnica se observa la cromatina con su patrón de media 

Junn. Asimismo, pennite valorar un número mayor de células que con la microscopia 

electrónica; la desventaja es que confunde Ja condensación de la cromatina existente en 

células no apoptósicas de las que están en npoptosis (43). 

8.3 Tincfoncs con Fluorescencia 

Se emplean los colorantes Hoechst 33258 o el colorante denominado DAPI,. y se 

identifica fácilmente características como son la condensación de In cromatina y la 

fragmentación nuclear, asimismo, se evalúan y cuantifican un número considerable de 
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células. Su desventaja· es que es de un costo mayor y que para llevarla a cabo se 

necesita un s'istcma de fluorescencia (43). 

8.4 Elcctrof'orcsis dc.ADN 

La frab~erititción . .'de ADN por geles de ugarosa es una de las técnicas más 

frecuenteme.nte utilizadas para detectar el fenómeno de apoptosis. Las células o tejidos 

que· se . cie~Únen. a ··este ensayo deben ser tratadas tanto fisica (temperatura) como 

quimicamcnte.(Cnzimas, por ejemplo, proteinasa K) pa.m liberar el ADN, utilizando 

fo~ol Y~·~i~r~fonno para remover las proteínas. Al obtener el ADN de las mucstras0 

se .sorrie~Cii e·stas a Una electroforesis con geles de agarosa, ·de esta manera, at ser teñido 

et ADN presente en el gel con bromuro de etidio. se visualiza et patrón de 

fragmentación. Esta técnica se caracteriza por ser poco sensible. ya que no detecta 

cantidades pequeñas de material genético que presenten el fenómeno (43). 

8.5 Cltometrla de Flujo 

Permite detectar la intensidad de fluorescencia de las células mediante un dispositivo 

electrónico y mecánico denominado citómetro. En este aparato es posible analizar 

grandes cantidades de células en pocos minutos, adicionalmente existen técnicas que se 

basan en Ja medición del ADN, evaluación de la moñologia.. detección de 

fragmentación e incluso expresión de proteínas propias de apoptosis. que son 

evidenciadas, medidas y cuantificadas en una población celular .. es extremadamente 

costosa y solo se aplica en suspensiones celulares. lo que es una limitante (64). 

8.6 Tinción con ancxina 

Se basa en alteraciones propias de la membrana celular en las cuales la tbsfatidilserina 

presente en la membrana de manera nonnal se exterioriza cuando las células están en 

un proceso de apoptosis, de esta manera la fosfatidilserina se acopla con Ja anexina. 

Las desventajas_ s~~- que se introduce el colorante en cualquier célula que tenga una 

pérdida de Ja. integridad de la membrana y que no debe ser usado en células que han 

30 

rr.'<:'.'.S CON 
FA.LU-'. DE ORIGEN 



sido pcnncnbili7..adns o- en tcj~dos incluidos en parafina. y tiene la ventaja de que 

pennitc examinar grandes cantida~cs de células, {43)~ 

- . ;. _ ___ : ... . , 

'·' f ~~;~~i}~~~-~li~t~~~~ 
sustancia. qlle _ ~~,~~~-:~~·~e1 ~c~~-strnr.·:-: ~s. ~-~~~~c~~iy~;-:~'- s~n '.~lp~.t~~~~/ ~e~.·: su~ro, 

~::e:~;.b~i.¡~;€~1~~f;f~f=~~=~%:::n~:~::~~g~~i,g;~~~~{~~~~Fe~~: 
del. antigerio~ En. Cl ~Jaboi-atorio histológico se une el ariticllerpO';fCoO.?-el '.antígeno en 

co~binaciÓ~ co·O: u~. rnaréador visUal. . ., .- <-/·;:~ ·~-!2f~l~~~;);!~~~1;;H::·~'.;':"· · 
Existen · métodriS : directos, indirectos, de la Peroxidasa:..Anti~~~"i¡·~~i;:'.~·;y:·tC~m~lejo 

8•7.tv:i;.:;~:::~'::~~~º Avid1na-Biot1na CABC) '.'.'.}X0?~~~~~~;¡~/,~ ... 
Esta técnica usa tres reactivos: un anticuerpo primario, ur:a-.~~ticUetp:O;S:ecur:-dWio· 

:~~~~:~e~::~:::ª:~:e c::::::~~:u:::::::~º;;::~i~~1,L~~~~ISi:S;l~.· 
Esta fuerte afinidad le da al método excelente sensibü{d~d:?~?~ :~:~'.:~~'/:,ºz, . -
La peroxidasa (HRP) usada en inmunohistoqui~i~~·:_-~~;~~io~a · con\~~O~i'cJ~ -de 

hidrógeno, en Ja presencia de un electrón donantC:'~j,'~·. fo¡:mar unti· molécula 

coloreada. Algunos ejemplos de los don~ntes -de .. ele~t!~":~ _son: 3;3:tetrac1oruro de 

diaminobcncidina (DAB) y 3-amino-9~~tiJ~rb~~j'_ cA.Ec). -La DAB -produce un 

producto terminal marrón en el tejido .Y se· cubl-c con el cubreobjetos montado en 

resina. 
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8.7.2 Ensayo de Tcrnlinal dcoxilran~fcrasc n1cdia1cd X-dUTP Nick End Laheling 

(TUNEL) 

Al existir una dcgradnción del ADN por acción de las cndonuclcasas se generan 

fragmentos J ·, estos consti_tu:Ycn CI -sustrato para una enzima denominada 

dcoxinibonucleotidil t"nlOsferasa (iuc catalizu. Ja adición de nucleótidos marcados .. •' •." - . 
con fluorcsccína, lo que.permite 'obScrvar a tas células con un ADN fragmentado y 

su morfología dC fonTia sÍ·ffi"-ultÓ.ncit :~n C1 microscopio. Esta técnica se observa en un 

microscopio óptico común sin Sistema de fluorescencia, es muy costosa (43). 
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VII. MATERIAL Y l\IETOl>OS 

Se utilizaron 1 O perros de ra..zu cockcr ·spanicl. S perros con ojos sanos y S con glaucoma 

bilateral. A Jos .10 Perros se ,Iés, realizó .un cxatnen tisico general y cxán1encs para el 

diagnóstico_de.glau~·oni~~ El glriu~"alna pri~ário se diagnosticó por examen oftalmológico, 

el cual se constitUyÓ:-P?{-~x~~en -~~n~·tonometria digital en Ja cual Jos dedos indices se 

colocan sobic los pá[.pll.dOS'SUPciriorCs ·y se-.presiona gentilmente el globo ocular (figura 6). 

la presión dig.Úa"1··:¡j~-.':. a~bo~+"~>J'6~--~- Se·: realizó una 'después de Ja otra percibiendo un 
•.. - "•'J.• .,.,._,, •. · .•. • . 

abu~~a~ien:~~ ;~~r~:~,-;~~~~~~.:~~.~~~~~~-~~~~~~-~-c~laí-es; e~ la tonomctria por aptanación se 

instiló u11:a._gota:_d~.,~"-~~~i~o.,t~pi5~·-e~.~mbo.s, _ _oj~~9 ~I perro debe pennanecer sentado o en 

posición ·de~':Íb~l~ lat~l.·~:.~~~~~;'.~~e~i~~s :·se sostierie ~1 ·.i:~rro ... no debe tocarse el área de Ja 

~:~:r;~~r1tt~~~;?~~~,~~JJ:~:~Lj~:,tl%nt~:Jiª:;~ú:0 ;::~i:n:;z:~:7.0;·e1::::::: 
ve~icalmen"u:.:.e1 :·~~~~~.~~!·~'~'.~~1~.~~.i~n. ~··,s.~·~.º~.~~ en el centro de la córnea hasta que 

::::E3i.}2~lli~f~2t:f~~=~~:~E~f :r::;:::s:;~:::~~==:~ª~~;:: 
el espacio _.,·e.~~C'.·:,~~~:_~-~~Ca., y. ~J l~ntC --~e_,~ llena 'con metilcelutosal-2.5%. El ángulo 

iridocomeal.'.~~~'~"~~~;;i~a cOn una. luz focal y- algo de magnificación. Se usan el 

oftalmoscopic:>. directo O indirc::cto, el gonios~pio de mano o las lámparas de hendidura 

(figuras 7 y 8~~- Se Observa el ~gula en todos_Ios -cuadrantes y los ligamentos pectíneos. 

En los perros con glaucoma bilateral se observó el ángulo iridocorneal cerrado. Finalmente 

se tes reali~ó C?Xamcn de fondo de. ojo con oftalmoscopio indirecto en la cual se interpone 

un lente condensador entre Ja fuente de luz y el ojo. La luz incidente se condensa para 

iJuminar el fo;;,d~. La luz reflejada entonces también es condensada por el mismo lente para 

fonnar una imagen virtual. invertida y reversa entre el lente y Ja fuente de luz. La 

oftalmoscopia indirecta se ajusta para- que Jll luz se encuentre ligeramente abajo del centro 

del campo visual del examinador (para reducir el 'rc~pland.;~)~~: Se sostiene gentilmente el 

hocico del paciente y se posiciona el lente de 3 a S cm--de Ja córnea y el párpado superior se 
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IV .• IUSTIFICACION 

Se han realizado estudios donde se determina la npoptosis o hallazgos compatibles con la 

apoptosis en CGR y nervio óptico en ojos con glaucoma humano y en glaucoma 

experimental, en sin1ios, conejos y rntast así, cOmo examen de caspasa 3 en retinas de rata 

expuestas a isquc_mia y presión hidrostática, pero no se.ha determinado en el perro ... el cual 

podría ser un modelo de inv.estigación ideal, p_or su ocurrencia espontánea de glaucoma .. ya 

que los mecanismos patológicos son comparab~es a los que ocurren el glaucoma humano. 

V. ·111POTESIS 

La caspasa 3 participa como caspasa ejecutora de apoptosis en las retinopatias 

glaucomatos~ en los perros. 

VI. OBJETIVOS 

Dctcnninar ta apoptosis en retina en pCrros con glaucoma primario. 

Identificar la presencia de caspasa 3 en CGR en ojos glaucomatosos en perros. 
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rclrac. En estos perros se observo excavación del nervio óptico y atrofia retiniana,. signos 

típicos del glaucoma (figur..t 9 y 1 O). 

Postcriom1cntc, a todos Jos perros se ,ics '.re3Jiz~ J3 técnica "de pe~fusiÓn (apéndice 1) y se 

cnuclcaron Jos ojos. A los ojOs cnucÍCad~~--~~-lcs_ r~liZó un~'.inCisió.n.a nivel_comcal y se 

mantuvieron durante 12 hornS_.sumcrgido~- ~n ~S~ÍuCió0-dc·par8fonnalehído frio al 4% para 

postci-ionncnte lavarlos con cllcodil~Í~- d~ ~~di~-~·4 veces co~·un intcrv~Jo de IS minutos. y 

se conservaron o· fijaron en fonnalina amortiguada al 4%. se deshidrataron en el 

histoquinetc (apartado 2) para incluirlos en parafina y realizar los cortes sagitales de Sµm 

(apéndice 3) y colocar estos cortes en laminillas tratadas con silano (apéndice 4) 

previamente identificadas. 

Detección de caspasa 3 mediante la técnica de inmunoperoxfdasa por el método de el 

Complejo Strcptavfdina-Biotfna (ABC). 

Con esta técnica se trabajaron las laminillas con los ojos sanos como testigos(+ y-) y con 

Jos ojos glaucomatosos (+ y -). utilizando las soluciones de xiJeno. acetona. alcohol 

absoluto, alcohol al 96% y 70% y agua destilada .. solución amortiguadora,. peróxido de 

hidrógeno. metanoI. hematoxilina de Mayers. resina sintética, suero nonna1 de conejo 

(SNCo). suero nonnal de camero (SNCa). anticuerpo primario (caspnsa 3, JgG policlonal 

de conejo) a una dilución 1 :200, anticuerpo secundario (lgG anticonejo), complejo 

A vidina-Biotina y revelador (DAB). El procedimiento se especifica en el apéndice S. 
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Técnica del TUNEI ... 

Se practicó esta técnica sobre secciones de parafina para verificar apoptosis en CGR. capa 

de fotorrccep_tores y capa "plcxiformc interna; en ojos sanos. testigos y glaucomatosos. 
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VIII. RESULTADOS 

Los l O ojos con glaucoma resultaron positivos a la inmunohistoquímica por el método 

ABC. tiñendo en el citoplasma de una o mas CGR indicando caspasa 3 positiva, que es la 

caspasa ejecutora en la apoptosis(figuras 11, 12 y 13). También ~sulto ·c:aspasa 3 poSitivn 

en el nervio óptico excavado (figuras 14). Así también ·se enc~ntrar~n c~JUJas -TUNEL 

positivas en Ja capa de CGR (figura J S). capa de fotorreccptore~ (fi~ur~ -.. 1 ~) . y capa 

plcxi forme interna (figura 17). 

Utilizando el método ABC se obtuvo un porcentaJc de CGR exis.t~nt'?~ ~~.-~d~ l~~inilla, ya 

que difería el número de CGR en cada corte en los Ojo~: ~on ~ g18:U~rTia._ Primario. En 

promedio había un 55% de células ganglionares CxistentcS:dc_ ~áS~c;.:"a~t~-.-·Un' 9.5% tiñeron 

positiy~ente a l~ caspasa 3. De las .1 O l~iÍli~~8:5 (¡~e.~~·· tnl~·~j~~·<~I:ri~íijero; exister:ite de 

CGR oscilaba.entre 20 y 106 CGR, por lo qu~ Para·ObÍCner .. C(SS.%-.~c;'~~~aron las células 

existentes en cada.laminilJa y se divid~~rl en~ cl·-~~~.:~~j~.~O·~-~.~~::~~ .igual forma el 

número de'CGR positivas oscilaba e~~ S ;._ 1 ~. :~i~l~~~ ;~¡~-ii:t'a'."~-, ~~ ~blener el 9.5% 

se sumaron todas las COR positivas y se ~~-vi-di~~-~·~~~~/~·~,::~~~-~~;-~~~ú~-~~ de laminillas 
totales (cuadro 1). ~:.·. ·_, , _ .. ,,, .... , ifc_~· ~:_~~;(~::-~:~~_,/'. , ~ " · 

En las laminillas de ojos sanos así como t~~~;gJ:;+ )' ~; s~ ~~~.;r.;~;~ esin¡étu~ n~nnal de Ja 

::::.:.:~:::::::f~~~~-}~'*~~~~:~tb~:.•·· 
En las CGR de las lamini.~J·~.s-~~n oj':'s.:s~~«:'~·9 ·:a~.'.~g-~~l.;·q~~-·~---~es~igos no se visualizó una 
positividad a caspas~· 3 ."en ~~(~i~:;;i~~-~1~C~~~ri-~~~ílt~~¡~' ~~o~Ítivid~d a cnspasn 3 fue 

visualiznda en el cÜopl_asma 'dé:-~1'1S.~-·~~-lul_~~ :g~ngÜon.l;es en los 10 ojos son glaucoma 

primario. 
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El examen de los cortes teñidos con TUNEL que identifica las células npopt~ticas mostró 

CGR con reacción color marrón~ que rCprescntá la -tinción j>ositi~a para, rotura~ d.~ ADN 

cromosómico en los ojos glaucomatosos. (figura 15). 

Mediante_ cSto técnica se deteCtó .. ap.optosis .có el 12.8 _.%«dC las Células ganglionares 

estudiadas c'n ojos con st~ucomu ~ersus et ·1.~ % e~ P~~~~ normaÍCs. 
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IX. DISCUSION 

Experimentalmente se han realizado estudios para detectar cnspasa 3 y apoptosis en monos9 

conejos y ratas con glaucoma experimental. Tizel y Martín detectaron apoptosis en retinas 

de ratas por el _método TUNEL, visualizando fhlgmcntación nuclear de ADN y examinaron 

caspasa · 3 :con red.amina fluorescente en CGR de ratas. El glaucoma experimental lo 

obtuyierOn 'por i~qucmia y elevación de Ja presión hidrostática (83). Así también Marcuetlo 

y col. ,Estudiaron los cambios apoptóticos observados en la retina de conejos tras una 
. . . 

hipertensión O~ular producida experimentalmentc9 ligando vasos episcJerales para inducir Ja 

hipcrterÍsiÓ_n_ ·ocÚJar~: Ya qÚe la cauterización de dichos vasos produce una disminución del 

dren&je del: huffior ··acuoSO ·que conduce. a la hipertensión, isquemia retiniana y muerte 

celular,-: p~r-·:aP_~-~~~·~¡~(:·_etiiP)en~r¡ té·~~~~º~- ·d~··.,~i~r'?scopía óptica con tinción de 

hemBi~~~ifi~~·;:~:::~~~~i~~~·::-.~Í~~tr~ro~esiS .. -Y-_t~N~L, ··~oSt~ndo en la técnica de TUNEL 

fragrne~tos: d·~/'~DN··~~J~:~é1ui~- a~ptóiicas (54). Quigley y col. también comprobaron 

que tas C_~~ -~'~.~-r~il-~:~~·~,-~~~~~Si~, r~úZa~~ri s~ estu.dio. en monos y conejos produciendo 

un glaucorri~ ~~-p~ri~ent~i. ai elevar ·la -PJO a 20 monos y seccionar el nervio óptico a 1 O 

monos y 14 :··~~<~jci~.- L~ .P10 la elev~n por ablación con láser de argón e inyectándoles 

glóbulos rojos .---~n -la cámara anterior. En Jos monos la sección del nervio óptico fue 

aproximadamente , 6mm posterior al globo ocular y en los conejos 4mm. Observaron 

mediante Ja técnica de TUNEL y electrofbresis cambios moñológicos de apoptosis como es 

la condensación de cromatina y formación de cuerpos apoptóticos (69). Así mismo, Pease y 

col. concluyeron que In interrupción del transporte retrograda y la acumulación de TrkB en 

la cabeza del nervio óptico en modelos de glaucoma experimental, juegan un papel 

importante en la muerte por apoptosis de las CGR en glaucoma por ausencia de 

ncurotrofinas. Ellos sometieron a 31 ratas a una PIO elevada por 4 horas. conectando unn 

cánula en la arteria femoral y una aguja sin punta a una altura variable en Ja cámara 

anterior, a 6 monos los trataron con láser de argón sobre la maya trabeeular elevando la PIO 

y causando daño experimental ni nervio óptico, lesion similar a Ja del glaucoma humano, 

finalmente a 2 monos les seccionaron ·e:J nervio óptico provocando así glaucoma 

experimental a cada uno de los modelos animales (66). Selles-Navarro y col. comprobaron 
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en ratas. que las CGR muCrcn por apoptosis. ya que provocuron isquemia en la retina 

incrementando la PIO. colocaron sutura 6-0 abajo y arriba del limbo corncocsclcral. 

fijándolo en· dir~cciÓn opuesta hasta que el flujo sanguíneo de la retina se interrumpio 

completamente. Realizaron un conteo de CGR en ojos testigos y ojos con glaucoma 

cxperimc~tal eil difcrC.ñles tiCmpo~, comprobando que entre tos 90 y i 20 minutos después 

de Ja isque~ia. Ín~uce J.;· p~r~ida de aproximadamente 75% a 95% de la población original 

de CGR(7S); 

Expe~~~Ó:t·á.~;inent~ '_ se ~an -· r,;alizado. los estudios anteriormente expuestos y de f"onnn 

natu~l :si,:_ h~n'~·r~ati~do·-.'~stUdiO"S~-.en' ojo.S con glaucoma primario de ángulo abierto en 

hum~~~: K~~g~ -~. cc;J!.· r~rt.Bron ~~erte: de CGR por 8poptosis en ojos de humano con 

glauc~~a· prlrii?!ici' d~~,.k~10 ~bi~d,;·~~~ .;1 ~él~do TUNEL. En este articulo informaron de 

mucrt~ ·cClu~~:~~r ~pOp~~siS ~.~ .. C~R· f.:"·~j'?s de tiUmanos postmorten. La frecuencia de 

célul.as poslti~.is··;.·iCJN·EL fue LIS; :LSS y 3.40 por 10 000 células en la capa de células 

ganglionar~·.- Pe;>~, :~j¿~ -: ~.~ g~.ª~.~ma leve, moderado y severo respectivwnente (44). Asf 

mismo e~·.~~~áJ:iO~: ~ot~hki_s~· y col. evaluaron la apoptosis en diferentes órganos por el 

método TUNEL~ ·~-E. y electroforCsis, observando por el método TUNEL condensación 

nuclear y cuerpo.s apoptóticos, asf como también positividad a caspasa 3 por el método 

ABC en bazo, ·que fue el órgano con mayor positividad a TUNEL, comprobando que la 

caspasa 3 esta involucrada en Ja muerte celular programada (41). 

En el presente estudio en las CGR que suponíamos estaban en proceso de apoptosis se 

visualizo una·positividad a caspasa 3 y fragmentación de ADN, to cual puede indicar que 

en perros con 'glaucoma primario hay muene celular por apoptosis al igual que en el 

humano con glaucoma primario de ángulo abierto y en monos. conejos y ratas con 

glaucoma experimental. Se realizo la técnica de TUNEL para observar los cambios 

morfológicos que ocurren en Ja apoptosis. como fragmentación de ADN cromosómico y se 

observo positividad a caspasa 3 por el método ABC en perros con glaucoma primario, que 

es un glaucoma que se da de fonna natural ,; ya que al igual que en humanos es hereditario. 
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El perro pude ser un. rnodc1o natural paro realizar estudios para prevenir el glaucoma en 

humanos o investigar. un ~ejoÍ- tra~m~~mto .. y. Cstudinr _s~'proccdimiento detalladamente en 

este modelo animal. , 

El prcse~~~ .~~b.¡;X6~:~~p~~~ri~~-:;~i.:·p~~~!-;'eX~~~/~:e· i~'. .P~esenc!~.· de a~optosis y caspasa 3 en 

~~:r:::r:~ti:1~J:~~f~~ªb~~:~t~~1tb~~~~~~fras ~t~ de investigación debido a la 

se c~rici~fif~~~'{~B~~~~~K~~,~~~,B:s;l~c~S~ e:p~r apoptosis, Y que Ja caspasa 3 es 
la c~sp.~~.'·q~~;~j~.~ .. ~~~·.·~sta~~u·~~~·-~~1.ul~,~·_est~ es por la obstrucción axonal que se da al 

aum~~.ta~·e _1~~:: ~í?:-:~~:- ~·~~f'.:~h~~ ~~d.·~~~.~i~~ .~d~t_. ~~~_porte axona1 del nervio óptico y afecta la 

~~c~:;;~~~~~~tif;::1~¡i¡}i}~é~::1:ci:~d: ~::r~;~;.::: ;s:::":i::::a::;::;:;:;;)d: 
por vía· inti-a.céJular 'cé::itóCi-c»mi:) c) ya-" que timbas activan a la caspasa 3 para ejecutar la 

muerte celul~ pro~~da: o ~~~tOsÍs. 
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XI. Al'ENDICES 

Al'ENDICE l. 

Se anestesiaron los perros y la inducción anestésica se lleva a cabo con tiopcntal sódico n una dosis 

de- 10 mg/ki;~··~.re~~~· ~-~naÚ~ci6z:1• se intubaron y se marii~v? i~ ~~-~~t-;-~-~~'.·~~~{~-~~t~·~~-rbi~l~t ~~di~o a 

Una dosis de 2~_Íng/kg y se les aplico oxíÍ;cno a 40 m"Ctkg:~s,(i~~~~~.~~~o?_ ~.niY,~1·~-~·1~ ~C~a yugular 

y se les rcaliZ~ disecéió;.. a· ni"vet"dc la 2•. 3•'y· 4ª.Vért~b~~:·-~~-~¡~~'1.;;·~:dC'.J"a'~-.~~rias·'.~gutarcs y 
- - . - .... - . . _.·¡-,:;_~:: .. :~~-~ .. <.-.-~~~' - ;. , ·.. . . . ' 

carótidas de ambos lados. Las cabezas de los perro~ íucron pcr_~un~i~as_P:O"._;.'!~: C:.~~c;>~i~ea ~ través de 

una cánula con solución salina fisiológica (SSF) con· 1000 UQ,~~:mt·dc·.~-~~ª~-~a;·sC .bloquearon 

prcVJarricntc t:ls venas yugulares y se incidieron 1as mismas.,, p~~ -Ci sanCra-do; :·Ya que et sangrado 

umi~oro. se ·cambio la ssF por parafonniitehido frío al ~% :~:~~\- ~:~ol~-r~·~.-,~~~;ái~- buffer salino • 
. ' " '· ; . 

con· un pH d~ 7.4. se observo hasta que el globo ocular estuvo ;fgido para p;~.~Cd~r 'a la enucleación. 

Al'ENDICE2 
. . . 

Se deshidratan los ojos en el histoquinete pasando por formol. alcohol_ al 70% •. alCo_~ol al 96% 3 
.. , . . 

pases. alcohol absoluto 2 pases. xilol 3 pases. parafina 2 pases. Se programa el -~istoq~inete en la 

noche. ya que se lleva aproximadamente 1 hora por cada líquido. 

APENDICE3 

Se realizaron los cortes a 5 micras, colocándolos en una laminilla no tratada. aplicándoles unas 

gotas de alcohol 

colocaron en Ja cámara de agUa tibi~. se_-e~~j~.~~_ lo~}?~~~ ~~n las .1~·minillas tratadas. dejándolas 

secar. todas las laminiUas se ma~t~ViC~ó~: --~¡.·.~--~~-~<· le~Í>Cratura de S6ºC por 4 horas para 

dcsparafinarse y se realizo Ja inm·~~~h-i·~:~d~~~i~~-. :, 
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APENDIC .. :4 

Ln laminillas tienen q~c ser tratadas con_ silano para tener una buena fijación. 

Técnica: 

1. Layar las l~mini.J
0

I.~~ e':''.~ ·.~su~~~~~'?-~~~~ ;:..~d°Cjl_lrla~ secar 
.· . . . . ·. ; ... ;_,.,· .);.:'. :~---' ,. . . 

2. Poner l~s lum_inil~as ,~n.:~!1.~"':\ P~': _3 m,ir:iut?s : -

3. Lavar con agua·~·e.~tiÍ~~~~:~~-~é~~·s_-:~. 

4. Secar en Ja est~rá·a s6° C'pOf 1·s horas aproximadamente, según el numero de laminillas a 

tratiir· 

S. Colo~ar· el e~~·~ ·~~~--r~Jizar la inmunohistoquimica 

APENDICES 

Procedimiento del método ABC 

Primcrdfa. 

1. Dcsparafinar los cortes a 60ºC toda la noche. 

2. Dcsparnfinar en 3 cambios de xitol de S min e/u. 

3. Pasar por acetona 3 min. (para fijar bien el tejido). 

4. Pasar por alcohol absoluto por 3 min. (hidratar) 

S. Inhibir peroxidasa endógena con metanol y agua oxigenada por 30 min. (SOml de 

mctanol+O.Sml de agua oxigenada al 3%). 

6. Pasar a alcohol de 96% por 3 ~in. 

7. Lavar con agua corriente. 

S. Lavar con agua destiliid.8..-

9. Poner las laminilla~ en BFS.· c-~··'3 ~ambio~-de 3 ·mine/u. 

l O. Secar las laminillaS'~'l;~~~CÍ~~ del tcj;~_do y pOnerlas en cámara húmeda para agregar SNCa e 

incubar a temperatur~ :~~biente Por 30 min. 
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1 1. Drenar el suero y limpiar alrededor del tejido para aplicar el anticuerpo primario 

correspondiente {caspasa 3). Incubar en Ja enmara humcda a 4ºC por toda la noche. 

Segundo día. 

12. Enjuagar .~as laminillas con BFS. en 3 cambios de 3 min c/u. 

13. Secar alrededor del tejido y aplicar anticuerpo secundario biotinilado (anÚconejo) por 30 mina 

temperatura ambiente. en la cámara húmed:i. 

14. Enjuagar las lamirÍillas con BFS. en 3 cambios de 3 min c/Ú. 
·. : .. . ' 

1 S.· Secar alrededor del tejido y aplicar complejo avidina~b~otifla por-~º min a temperatura ambiente 

en la cámaru húmeda. :--.'·-.: .::,.·-~ ·.::~/~-~~:._->·.":'. 
16. Enjuagar las laminillas cOn BFS. 3 cam1::1'i0S de 3 ~¡~- -g¡'i.i~ -·· : .. 

17. Revelar con DA.B ~n ~ajit~.~ .1~~~*'. ?.J;.s.-~~;E~~~~~~~-~i~~ca~clón al microscopio (es 
earcinógeno y se debe dCgrawlr ~~n- ~J~ró. ~ O!!it' pc,~~é_8da :.1 cici~l-dC SotÚción). 

18. Detener la reacción ponl·"':~?:T_;ª; .~7.:~~l~~~·~~,~~~~~~t~l~da'.. -• .-. 
19. Lavar con agua co~_erltc~ -· ;,-,.-,;·· -:._',_._•;;---. ··;..;,,.'. 

·e-.> . .:;'<·i.::.:.;~·-:; ·;~ ·: ' . "< :/ ,;,_ ~· 
20. Poner las laminill~' en s~l~~~~~~~-~ ~-~brc -~;~ nli~--<P~ra hiicel- más intensa la reacción). 

21. Contrastar con heffia~OX:ili~~ C:Sc:' MlíYéí-S. -_ ,·:,; 

22. Lavar con agua co~cnte.'.~ . . . 

23. Diferenciar la hcm~toxiÜn~ cori sc;;lución de scott 1 min. 

Deshidratar, aclarar y montar.con resina sintética. 
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XII. CUADROS 

Cuadro 1 

PORCENTA.IE DE CE LULAS GANGLIONARES DE LA RETINA (CGR) TOTALES V POSITIVAS 
POR EL METOOO DEL COMPLE.JIO AVIDINA-BIOTINA. 

#Laminilla #dcCGR CGR positivas 
1 106 17 
2 24 • 
3 26 6 
4 64 9 
s S4 
6 so 10 
7 72 12 

97 14 
9 3S . · .6 . 
IO 20 . ... '-. ·---: . ·S 

Total 548 ······~·'5 

•· 

Tolal de CGRJ# de laminillas~% ~e coR.t~lales 
548/t o=s4.B% 

Total de COR positivas/# de laminillas-% de COR positivas 
_95110•9.5% 
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XIII. l•IGURAS 

FIGURA 1- ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA RETINA 

-------- -· -
~ULA \ 

l'LEro._010 BICl~\.~. ;~~-,~::. • -

-"':-- . 

FIGURA 2.. FLUJO NORMAL DEL HUMOR ACUOSO 
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FIGURA 3. AUMENTO DEL LA PRESION INTRAOCULAR (ANGULO CERRADO) 

FIGURA ... AUMENTO DE LA PRESION INTRAOCULAR (ANGULO ABIERTO) 
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Oc::IMNIO RANAl """'-
Oc::IMNIO INTRACB.ULAA 

FIGURAS. DE APOPTOSIS MECANISMOS 
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FIGURA 6. EVALUACIÓN DE l..A PIO MEDIANTE TONOMETRiA DIGITAL 

FIGURAS 7. GONIOLENTE 
PUESTO EN OJO CANINO. 
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FIGURA 11. GONIOSCOPiA 
SE OBSERVA EL. ANGULO 
IRIDOCORNEAL.. 
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FIGURA 9. EXCAVACIÓN DEL NERVIOOPTICO EN GLAUCOMA 
VISTA CON EL. OFTALMOSCOPIO INDIRECTO. 

FIGURA IB~ EXCAVACIÓN DEL NERVIOOPTICO EN GLAUCOMA 
VISTA HJSTOLOGICAMENTE 



FIGURA 11. CASPASA 3 POSITIVA EN LA CAPA DE CELULAS GANGLIONARES DE LAS 
RETINAS (COLOR MARRON). METODO DEL COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA 

(ABC). 
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FIGURA. 12. CASPASA 3 POSITIVA EN CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA METODO 
ABC. 

60 il:SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



-.'""".:.. .. ~' 

--·~ 
FIGURA 13. CASPASA 3 POSITIVA EN CITOPLASMA DE CELULAS GANGLIONARES DE LA 

RETINA. METODO ABC. 

FIGURA t•. CASPASA 3 POSITIVA(COLOR MARRON) EN EL NERVIO OPTICO EXCAVADO DE 
PERRO CON GLAUCOMA PRIMARIO, METODO ABC • 

61 
.,.,.,.,..,T,., '::ON 

fi-U.LA DE ORIGEN 



-- .. ... -

FIGURA IS. APOPTOSIS EN CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA POR EL METODO 
TUNEL. 

3011m 

FIGURA 16. APOPTOSIS EN CAPA DE FOTORRECEPTORES POR EL METODO TUNEL. 
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FIGVll.A 17. APOPTOSIS EN CAPA PLEXIFORME INTERNA POR EL METODO TUNEL. 
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FIGURA 18 .. RE.TINA DE PERRO CON O.JOS SANOS. CASPASA 3 NEGATIVA .. 
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FIGURA 19. NERVIO OPTICO CASPASA 3 NEGATIVA. 
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