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Abstract

Given the ever-increasing prevalence of type 2 diabetes and obesity, the pressure
on global healthcare is expected to be colossal, especially in terms of blindness.
Electroretinogram (ERG) has long been perceived as a first-use technique for
diagnosing eye diseases, but existing methods are insufficient to screen early risk
factors of diabetic retinopathy (DR). The electroretinogram (ERG) is one of the main
tools to measure retinal function alterations in disease, and one of the earliest
alterations in patients with DM2, is the reduction and slowdown of the oscillatory
potentials (PQO's), which have been proposed as an early marker of DR. However,
fluctuations in retinal field potential have never been considered as a marker of
T2DM risks.

In this work, the spontaneous oscillatory activity of the retina has been studied in
animal models of obesity and in patients with overweight, obesity, metabolic
syndrome and DM without RD. This activity is present between 0.1 to 10 Hz in mice,
and is altered in the high-fat diet-induced obesity model and in a spontaneous model
of obesity in mice. In humans, we observed that spontaneous activity (0.3-40 Hz)
measured by ERG is also modified in our study groups, before the OPs are altered.
Additionally, we observed that the retinal activity corresponds to the frequencies
below 2.1 Hz, according to spectral, correlation and coherence analysis. Using
pharmacological approaches combined with ex vivo ERG, we showed that this signal
comes from the inner part of the retina and depends on gap junctions. These results
show the importance of studying spontaneous retinal activity as a biomarker of early
alterations of retinal function associated with obesity, and to propose early
therapeutic strategies to reduce or avoid retinal complications that can lead to vision

loss in patients with risk factors for DM2.



Resumen

Debido al aumento en la prevalencia de la obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
se prevé que los gastos en salud para combatir sus consecuencias sean
insostenibles, en especial, por la ceguera ocasionada por la retinopatia diabética
(RD). Por lo anterior, métodos de diagndstico temprano de los factores de riesgo de
DM2 son necesarios. El electrorretinograma (ERG) es una de las principales
herramientas para medir las alteraciones funcionales de la retina en condiciones de
enfermedad, y unas de las alteraciones mas tempranas medidas por el ERG
evocado en pacientes con DM2, han sido la reduccion y ralentizacion en los
potenciales oscilatorios (PO’s), por lo que se han propuesto como marcador
temprano de la RD. Sin embargo, nunca se ha contemplado las fluctuaciones del
potencial de campo de la retina como marcador de las condiciones de riesgo de
DM2.

En el presente trabajo, se ha estudiado la actividad oscilatoria espontanea de la
retina en modelos animales de obesidad y en pacientes con sobrepeso, obesidad,
sindrome metabdlico y DM sin RD. Dicha actividad se encuentra en un rango de 0.1
a 10 Hz en ratones, y se altera en un modelo de obesidad inducida por dieta alta en
grasa y otro de obesidad espontanea en raton. Ademas, en humanos, observamos
gue también se modifica la actividad espontanea (0.3-40 Hz) medida por ERG en
nuestros grupos de estudio, antes de que se alteren los PO’s. Adicionalmente,
observamos que la actividad propia de la retina corresponde a las frecuencias
debajo de 2.1 Hz, de acuerdo con analisis espectrales, de correlacion y de
coherencia. Mediante aproximaciones farmacolégicas combinadas con ERG ex
vivo, mostramos que esta sefial proviene de la parte interna de la retina y que
depende de las uniones comunicantes. Estos resultados, muestran la importancia
del estudio de la actividad espontanea de la retina para su uso como biomarcador
de alteraciones tempranas de la funcion retiniana en asociacion con la obesidad, y
para plantear estrategias terapéuticas tempranas para disminuir o evitar las
complicaciones retinianas que pueden llevar a la perdida de la visién en pacientes

con factores de riesgo para DM2.



Abreviaturas

AMF Acido meclofenamico

BHR Barrera hematorretiniana

CGc Capa de células ganglionares
cGMP Fosfato del guanosin monofosfato ciclico
CNE Capa nuclear externa

CNI Capa nuclear interna

CPE Capa plexiforme externa

CPI Capa plexiforme interna

DAG Dieta alta en grasa

DM Diabetes Mellitus

EPR Epitelio pigmentario retiniano

ERG Electrorretinograma

GABA Acido gamma-aminobutirico

IMO Instituto mexicano de oftalmologia
INDEREB Instituto de la retina del bajio

PO Potenciales oscilatorios

RD Retinopatia diabética

SM Sindrome Metabdlico
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l. Introduccién

Las oscilaciones espontaneas del cerebro en estado de reposo, también conocidas
como «ruido» o actividad basal, son propiedades emergentes de la actividad de
distintos circuitos neuronales, entre ellos los de la corteza visual (1). Esta actividad
representa el balance entre las entradas sinapticas excitadoras e inhibidoras que
reciben las neuronas, que dependen de las propiedades intrinsecas y el tipo de
conexiones entre las neuronas que forman los circuitos (2). Cabe precisar que
células individuales pueden presentar actividad espontanea, y el registro de esta
actividad en el potencial de campo, se debe a la actividad sincronizada de grupo
neuronales (1). Uno de los intereses en estudiar dicha actividad, es que se modifica
en condiciones patologicas (2), y se ha propuesto como un biomarcador en la
epilepsia (3), y otros trastornos neurodegenerativos (4).

En la retina en desarrollo, se han descrito circuitos transitorios que generan
ondas espontaneas (5-7). En la etapa adulta, la retina parece no presentar actividad
espontanea, a menos que sea sujeta a procesos neurodegenerativos como es la
retinitis pigmentosa (8,9), o que las sinapsis quimicas excitatorias e inhibitorias de
la retina sean bloqueadas farmacolégicamente (10-12). Esto muestra que la retina
de adulto cuenta con los componentes necesarios para generar oscilaciones
espontaneas (13). Sin embargo, se han estudiado poco y siempre de forma invasiva.
Asimismo, si bien se cuenta con informacion sobre la disfuncion retiniana en
condiciones de diabetes (14-19), que incluye cambios morfoloégicos y funcionales
en los circuitos de la retina expuesta a altas concentraciones de glucosa (20), asi
como dafios en los microcircuitos que controlan la inhibicion en la retina (21), se
sabe muy poco sobre la contribucion de la actividad espontanea de la retina en
etapas tempranas de esta enfermedad.

La mayoria de los casos de retinopatia diabética derivan de la diabetes tipo
2, debido a que su prevalencia es mayor a la diabetes tipo 1 (22). El principal factor
de riesgo de la diabetes tipo 2, es la obesidad, la cual resulta del aumento de los
acidos grasos libres en la sangre a causa de un desequilibrio a favor de una ingesta

calorica excesiva, ocasionando una perdida en la homeostasis glucémica (23).
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Es en ese contexto que se ubica el presente trabajo, enfocado a estudiar la
actividad espontanea de la retina medida por una técnica no invasiva, a saber, el
electrorretinograma (ERG), tanto en condiciones control como en un modelo de
obesidad inducida por dieta alta en grasa en el ratdén, el cual recapitula las
alteraciones sufridas por los pacientes con prediabetes, que incluyen, resistencia a
la insulina, intolerancia a la glucosa y obesidad (24).

Como antecedentes del trabajo, se presentan la retina y sus funciones, con
un enfoque particular en la contribucion de los circuitos retinianos en ellas, asi como
lo reportado sobre las alteraciones en la actividad neuronal intrinseca de la retina u
otras partes del sistema nervioso central, asociadas a la obesidad, prediabetes y

diabetes.

I.1. Laretina, mas alla de un receptor sensorial

Para poner en contexto la importancia de la retina y sus componentes en la vision,
se debe mencionar algunas nociones generales sobre los sistemas sensoriales en
el &mbito fisicosensible. Los érganos sensoriales son drganos capaces de detectar
una gran variedad de estimulos fisicos que nos rodean, sonidos, olores, sabores y
luz, por mencionar algunos de ellos, y transducir estos estimulos a sefiales
neuronales, para que puedan ser interpretados por el cerebro con el fin de obtener
informacion del entorno y generar una respuesta adecuada (25). Son formados por
receptores sensoriales y partes del sistema nervioso responsables de procesar la
informacion sensorial (25).

En general, un estimulo genera un cambio electroquimico tras la activacion
de su receptor, iniciando con un cambio en el potencial de membrana de la célula
receptora (26). Esa informacién puede ser transmitida a la médula espinal y después
al cerebro, o directamente al cerebro como sucede en el sistema visual (26).
Posteriormente, la informacion es procesada en distintas areas del cerebro
dedicadas a estimulos especificos, como son la corteza auditiva primaria o la
corteza visual primaria, que a su vez envian esta informacion a areas asociativas

del cerebro, donde se integra la informacion sensorial para tener una percepcion
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precisa del estimulo sensorial, como lo son la identificacion y localizacion de objetos
en el campo visual (27).

La retina, ademas de ser el tejido donde se transducen las sefiales luminosas
en estimulos electroquimicos, proceso conocido como fototransduccion, cuenta con
arreglos neuronales en vias radiales y circuitos que contribuyen a separar las
sefiales luminosas en canales ON y OFF, a la percepcion de color, deteccion y
refuerzo de contraste, deteccion de rasgos, adaptacion a distintas intensidades
luminosas para poder ver de dia y de noche, regulacion de los ciclos circadianos,
sincronizacion de los movimientos oculares, control de la pupila y estabilizacién
espacial de la imagen, es decir, la posibilidad de discriminar posiciéon y movimiento
de objetos (28-31). Por lo que, en la retina ocurre un preprocesamiento de la

informacion luminica antes de ser enviada al cerebro (32).

I.1.A Morfofisiologia de la retina

La retina es una delgada lamina de tejido nervioso sensible a la luz, que recubre los
tres cuartos posteriores del globo ocular, en su parte interna (33) (Figura 1A). Su
estructura es estratificada y se describen clasicamente diez capas retinianas, desde
la méas externa (coroides) hasta la mas interna (vitreo):

1. Epitelio pigmentario retiniano (EPR)

. Segmentos externos de los fotorreceptores (SE)

. Membrana limitante externa (MLE)

. Capa nuclear externa (CNE)

. Capa plexiforme externa (CPE)

. Capa nuclear interna (CNI)

. Capa plexiforme interna (CPI)

. Capa de células ganglionares (CCG)

© 00 N o o b~ W N

. Capas de fibras del nervio 6ptico (CFNO)

10. Membrana limitante interna (MLI)

En estas capas se distribuyen los cinco tipos principales de neuronas

retinianas, los fotorreceptores, las células horizontales, bipolares, amacrinas y
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ganglionares (34,35). Estas células estan dispuestas en las tres capas nucleares y
las dos sindpticas conocidas como capas plexiformes (29,36). Los fotorreceptores
se encuentran en la capa nuclear mas externa y liberan glutamato a las dendritas
de las células bipolares y horizontales en la capa plexiforme externa (37). Las
células bipolares, a su vez, proyectan a la capa plexiforme interna, donde se
conectan a las dendritas de las células amacrinas y células ganglionares via
sinapsis excitatorias glutaminérgicas (38). Finalmente, las células ganglionares
integran la informacion que reciben y la envian a través de sus axones que forman
el nervio éptico, al nicleo geniculado lateral, que envia a su vez informacién a la
corteza visual en el I6bulo occipital, en las areas 17, 18 y 19 (32). Los conceptos
aqui referidos se ilustran en la Figura 1B.

Desde que los trabajos de Ramon y Cajal permitieron observar la
organizacion de las células de la retina (39), se ha propuesto que su funcion es
determinada por la disposicion de los distintos tipos celulares de forma laminar.
Cada tipo celular en la retina es indispensable para la funcion visual, pero no todas
son capaces de detectar la luz. Ademas de las neuronas ya mencionadas, otro tipo
celular de origen neuroectodérmico en la retina, son las células del epitelio
pigmentario retiniano (EPR), localizadas entre los segmentos externos de los
fotorreceptores y la membrana de Bruch’s, que separa la retina de los vasos
fenestrados de la coroides que irrigan a la retina por su parte externa (40) (Figura
1B). Cabe sefialar que las uniones estrechas que unen el EPR, de tipo monocubico,
forman parte de la barrera hematorretiniana externa (40). Asimismo las principales
funciones del EPR son, el reciclado de los fotopigmentos usados por los
fotorreceptores, la absorcion de la luz que no ha sido procesada en los
fotorreceptores, la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores, el
mantenimiento del balance iénico en el espacio sub-retiniano, la eliminacion de los
desechos de la retina al torrente sanguineo, asi como el suplir nutrientes a la retina
(40). La retina cuenta también con células gliales, de tres tipos : la microglia, los
astrocitos y las células de Muller, que ayudan a mantener la homeostasis en la retina
a nivel de la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores,
eliminacién de los desechos neuronales, y liberacion de neurotransmisores, entre

otros (41). Las células de Miiller, astrocitos y microglia difieren en su forma y

13



localizacion; los nucleos de las células de Miller se encuentran en la capa nuclear
interna y extienden sus procesos desde la capa nuclear externa hasta la capa de
las células ganglionares (41). Asi forman las membranas limitantes externa e
interna, respectivamente (41). Los nucleos y procesos de la microglia se encuentran
en las capas plexiformes; los cuerpos celulares y procesos de los astrocitos se
encuentran en la capa de fibras nerviosas de la retina (41,42). Los procesos de los
astrocitos y las células de Muller rodean los vasos sanguineos de tipo capilar (41,42)
en la CNI (42,43), los cuales, comparten una lamina basal con los pericitos (44) y
junto con las uniones estrechas entre las células endoteliales, forman la barrera
hematorretiniana interna (45). Cabe mencionar que las células endoteliales mismas
pueden regular el flujo sanguineo dentro de la retina, modulando la dilatacion y
constriccion de los capilares intraretinianos, a través de mediadores moleculares
como son el 6xido nitrico, los metabolitos del acido araquidonico y la proteina
endotelina-1 (46). Conjuntamente, las células gliales, las células endoteliales y los
pericitos, funcionan para responder ante las demandas de la retina, tanto en
condiciones fisiolégicas como patologicas (47). Histéricamente, estos tipos
celulares han sido considerados como accesorios a la funcion nerviosa, sin
embargo, esa vision debe ampliarse, tomando en cuenta que, con las neuronas, las
células gliales, endoteliales, los pericitos y el EPR, forman parte de la unidad
neurovascular retiniana y son imprescindibles a su funcion (47). Ademas, son
vectores esenciales de los cambios provocados por enfermedades metabdlicas
adquiridas, hacia los componentes de los circuitos de la retina (45,48).

Posterior al procesamiento de la luz por la parte Optica del ojo (49), la sefal
luminosa es transducida en una sefial bioeléctrica en los fotorreceptores. Se
detallan la fototransducion y otras funciones de la retina, una vez descritos los

principales circuitos de la retina.
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Figura 1
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Figura 1: Estructura de la retina y sus componentes.

A) se muestra la localizaciéon anatémica de la retina. B) Corte transversal de la
retina humana tefiida con hematoxilina /eosina donde se aprecia la distribucion
de las distintas capas que la conforman (epitelio pigmentario retiniano (EPR),
segmentos externos de los fotorreceptores (SE), membrana limitante externa
(MLE), capa nuclear externa (CNE), capa plexiforme externa (CPE), capa
nuclear interna (CNI), capa plexiforme interna (CPl), capa de células
ganglionares (CCG), capas de fibras del nervio optico (CFNO), membrana

limitante interna (MLI).

|.1.B Principales circuitos neuronales en laretina

Se ha mencionado que la actividad oscilatoria de un circuito neuronal estd mediada
por las propiedades intrinsecas de las células que lo conforman, la arquitectura de
sus conexiones Yy la dindmica de sus interacciones sinapticas (50). En estas redes
intervienen las neuronas excitatorias y juegan un papel fundamental las

interneuronas inhibitorias.

Hay diferentes tipos de arreglos neuronales locales o microarreglos (Figura 2A,
modificado de John H. Byrne (51)):
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- la excitacion “feed-forward”, que permite que una neurona transmita informacién
excitatoria directamente a su vecina,

- la inhibicién “feed-forward”, se refiere a una célula presinaptica que excita una
interneurona (neurona interpuesta entre dos neuronas) inhibidora y esta inhibe la
siguiente célula seguidora;

- la excitacién divergente, que permite que una neurona se comunigue con muchas
neuronas seguidoras en una red;

- la excitacién convergente, que permite que una neurona reciba informacion de
muchas neuronas en una red;

- la inhibicion lateral, donde una célula presinaptica excita las interneuronas
inhibidoras que inhiben a su vez, a células inmediatamente adyacentes a la neurona
excitatoria de la red.

- la retro-inhibicion o retro-alimentacion inhibitoria, en la cual una célula presinaptica
se conecta a una célula postsinaptica y, a su vez, la célula postsinaptica se conecta
a una interneurona, que luego inhibe la célula presinaptica. Este circuito puede
limitar la excitacion en una via. Cierta excitacion inicial se apagaria después de que
la interneurona se active en respuesta a la excitacion inicial.

- la inhibicion recurrente, donde cada neurona de una cadena cerrada inhibe la
neurona a la que esta conectada.

- la retroalimentacion excitatoria, una neurona presinaptica excita una neurona
postsinaptica y esa neurona postsinaptica excita la neurona presinaptica.

- la excitacion recurrente, que son variantes de excitacion por retroalimentacion en
las que una neurona presinaptica excita una neurona postsinaptica, que puede
retroalimentar para excitarse a si misma u otras.

De los cuales, la mayoria existe en la retina (Figura 2B).
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componentes del circuito de la CPE son, las sinapsis quimicas que conectan las
terminales de los fotorreceptores a las dendritas de las células bipolares y
horizontales (37) y los axones inhibidores de las células horizontales que conectan
con el cuerpo celular de los fotorreceptores (52). De esta manera, la inhibicién las
células horizontales hacia los fotorreceptores, representan mecanismos de
retroalimentacion negativo (52). Ademas, se ha descrito un circuito formado por los
fotorreceptores de tipo cono, las células bipolares de bastones y las células
horizontales que puede dar origen a oscilaciones espontaneas (53). La frecuencia
de estas oscilaciones es dependiente de la edad posnatal, por lo que estas
oscilaciones podrian usarse como un biomarcador de neurodegeneracion (54).
Mientras que, el circuito de la CPI esta compuesto por los axones de las células
bipolares conectados a las células amacrinas y ganglionares (55). En la CPI, las
células amacrinas hacen sinapsis con otras células amacrinas, células bipolares y
células ganglionares (55). Aqui, las células amacrinas pueden hacer sinapsis
reciproca con los axones de las células bipolares, generando una retroalimentacion
negativa a los axones de las células bipolares (56). Este circuito es importante para
la formacion de los campos receptivos (38). También las células amacrinas
producen inhibicidn lateral, manteniendo apagadas vias paralelas y pueden generar
inhibicidn vertical, inhibiendo las respuestas de las células ganglionares.

Las células bipolares contribuyen tanto a los circuitos de la CPE como de la CPI, y
una subpoblacion de células amacrinas, las células interplexiformes, proporcionan
una via intrarretiniana desde la CPE a la CPI (57) ; en sus dendritas hacen sinapsis
con células amacrinas y prolongan sus procesos hasta hacer sinapsis con células
bipolares de bastones y conos, y directamente en las terminales sinpticas de los
conos (58). Las células interplexiformes son GABAérgicas, generando una
inhibicion en las células con las que hace sinapsis en la CPE (58). De esta forma,
las células interplexiformes mantienen una retroalimentacion negativa entre las dos

capas sinapticas de la retina.
Cabe afadir que también existen redes formadas por sinapsis eléctricas entre los

cinco tipos neuronales de la retina : entre fotorreceptores de tipo conos, bastones y

conos y bastones entre si, células horizontales entre si, células amacrinas de tipo
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All entre si, células All con células bipolares especificas para conos, y células
ganglionares entre si (59). Se ha descrito por ejemplo que las células amacrinas
tienen conexion eléctrica con células bipolares, a través de uniones comunicantes
o GAP, lo que les permite tener una comunicacion bidireccional (Figura 3)
(31,55,60).

Dichos circuitos son en realidad mas complejos, debido a que existen varios
subtipos de cada tipo neuronal. De forma resumida, se comenta que 9 a 17 tipos
morfoldgicos de células bipolares, 4 de células horizontales, 22 a 30 de células
amacrinas, y 20 de células ganglionares, se han descrito en la retina de vertebrados
(35).

Por lo general, los circuitos de la retina les permiten a las vias paralelas enviar
informacion entre ellas, ademas de modular la respuesta que generan las neuronas

al recibir un estimulo.

I.1.C Funciones de la retinay su modulacion

La vision es el sentido mas importante para desplazarnos en nuestro entorno, en el
gue estan presentes estimulos visuales de diversas naturalezas, como los colores,
texturas, objetos en movimiento y ambientes muy oscuros o brillantes. La retina
debe ser capaz de detectar todos estos estimulos, adaptando su respuesta en
funcién a los cambios en el ambiente, como, por ejemplo, cuando se cambia
drasticamente la luminiscencia ambiental al salir de un cuarto oscuro a la luz del
dia. Para eso, la retina cuenta con vias y circuitos que responden solo a un tipo de
estimulo como el aumento o disminucion de la luminiscencia, a colores especificos,
incluso es capaz de diferenciar entre un objeto que se esta acercando de uno que
se desplaza lateralmente.

La integridad de las vias y circuitos retinianos es imprescindible para que la
retina pueda realizar sus funciones. La formacidén de estas vias y estos circuitos
sucede durante el desarrollo, incluso antes de que la retina reciba estimulos
luminosos, y depende de actividad ritmica espontaneas generadas por la misma
retina (7). Ademas, estimulos fisicos y quimicos extrinsecos e intrinsecos de la

retina, como la luminiscencia ambiental, hormonas proteicas y esteroides y
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neurotransmisores, modulan la actividad metabdlica de la retina y su funcién en
cuanto al procesamiento de la luz (61-64). En conjunto, estos estimulos estan
relacionados con ritmos circadianos (64—-66).

El procesamiento de las sefiales luminosas en la retina inicia con la
fototransduccion que sucede en los fotorreceptores; convierten la energia luminosa
en cambios en el potencial de membrana que modulan la transmisién sinaptica a
las células bipolares, horizontales y amacrinas, que convergen en las células
ganglionares. Distintas células ganglionares reciben informacién de distintas vias y
circuitos, por lo que cada célula ganglionar responde distinto a un mismo estimulo
(67), y el arreglo especifico de los circuitos que permiten divergencia en la
respuesta, representa el preprocesamiento de los estimulos luminosos antes de

llegar al cerebro (27).

[.1.C.A Funcioén receptora de la retina o fototransduccion

La fototransduccion inicia cuando la opsina, una proteina transmembranal en los
discos de los segmentos de los fotorreceptores, es activada por un foton (68). La
opsina contiene un cromoforo, el 11-cis retinal, el cual cambia de conformacion
cuando esta en contacto con fotones (69). Este cambio conformacional activa a la
proteina G llamada transducina que, a su vez, activa a la proteina fosfodiesteraza
gue hidroliza el fosfato del guanosin monofosfato ciclico (cGMP por sus siglas en
inglés), generando una disminucién en la concentracion de cGMP de los segmentos
externos de los fotorreceptores y el cierre de canales cationicos activados por cGMP
(70). El cierre de estos canales limita la entrada de sodio a los fotorreceptores,
induciendo una hiperpolarizaciéon (70). Esta hiperpolarizacion induce una
disminucién en la liberacion del neurotransmisor glutamato en las terminales de los
fotorreceptores hacia las células horizontales y bipolares (55). De forma inversa, la
ausencia de luz o disminucion en la intensidad del estimulo provoca una
despolarizacion de las células horizontales y bipolares. La Figura 3 esquematiza el
estado de los canales catidnicos activados por cGMP en condiciones fotépicas (luz)
y escotdpicas (oscuridad) y la relacion corriente/potencial de membrana

correspondiente en los fotorreceptores.
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Figura 3
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Figura 3: Estado de los canales cationicos activados por cGMP en condiciones
fotépicas (luz) y escotdpicas (oscuridad) en los segmentos externos de los
fotorreceptores. A) La transducciéon de la luz en los fotorreceptores resulta en
una disminucion en la concentracion intracelular de cGMP que induce el cierre
de los canales activados por cGMP. B) Una corriente entrante de -50 pA es
suprimida por un estimulo de luz, hiperpolarizando la célula fotorreceptora a -70

mV (el potencial de equilibrio para K*). Modificado del Principles of Neuroscience,

5ta edicién, E. Kandel.
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Cabe precisar que los fotorreceptores se dividen en dos tipos principales, los
bastones y los conos (68). La mayoria de fotorreceptores son bastones y se
encuentran en la retina periférica (71). La opsina de los bastones es la rodopsina,
es muy sensible a la luz ya que puede responder a un solo fotén de luz, por lo que
los bastones detectan sefiales en condiciones de baja luminiscencia (68). Cerca del
4 % de los fotorreceptores son conos (72). Su distribuciéon es distinta entre las
especies. En algunos mamiferos como los roedores, los conos se encuentran
distribuidos a lo largo de la retina mientras que en el humano, estan al centro en la
macula, la parte de la retina encargada de la visién central o fina (73). Los conos,
por sus conopsinas, tienen un umbral de deteccién de luz mucho mas alto que el de
los bastones y son sensibles a diferentes longitudes de onda en el espectro de la
luz visible, o sea, permiten detectar sefales en condiciones de alta luminiscencia y

transmitir informacion sobre el color (68).

|.1.C.B Separacion de las sefiales luminosas en vias ON y OFF

Ademas de las diferencias antes sefaladas, la via de los bastones es muy
convergente; se estima que 75,000 bastones convergen sobre 5,000 células
bipolares especificas para bastones y 250 células amacrinas de tipo Il se conectan
con 1 célula ganglionar, cuando 1 cono se conecta a 1 célula bipolar que, a su vez,
se conecta a 1 célula ganglionar (74,75).

Una de las principales funciones de la retina es detectar una aumento o
disminucion en la luminicensia ambiental, esta diferenciacion inicia en la la CPE
donde los conos utilizan vias ON y OFF, paralelas, que proporcionan informacién
sobre los aumentos y disminuciones en los niveles de luz, respectivamente (38). La
diferenciacién de las vias ON y OFF inicia en las sinapsis de la CPE de la retina,
esto es debido al tipo de receptor a glutamato expresado en las dendritas de las
células bipolares (76). Recordemos que la luz genera una hiperpolarizacion en el
bot6n sindptico de los fotorreceptores, disminuyendo la liberacién de glutamato en
la hendidura sinaptica entre el fotorreceptor y las células bipolares, mientras que la

ausencia de luz provoca una liberacion del neurotransmisor glutamato a las
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dendritas de las células bipolares. Las células bipolares de la via ON expresan
receptores a glutamato metabotropico de tipo mGIuR6, estos canales despolarizan
a las células bipolares en respuesta a una disminucién en la liberacién de glutamato
por parte de los fotorreceptores (76) y las mantienen hiperpolarizadas en
condiciones de oscuridad(77). En cambio, las células bipolares pertenecientes a la
via OFF expresan receptores a glutamato ionotropicos de tipo NMDA, AMPA y
kainato (76), que responden con una hiperpolarizacion a un estimulo luminoso (76).
Siguiendo la I6gica, en presencia de luz, las células bipolares ON liberan glutamato
a las células ganglionares de centro ON, mientras que se reduce la estimulacién de
las células ganglionares de centro OFF por parte de las células bipolares OFF
(Figura 4). En resumen, las células ganglionares retinianas de centro ON y de
centro OFF forman dos vias principales que se proyectan a corteza visual desde la
retina (32). Esto le permite detectar a la retina contrastes, de lo que se hablara mas
adelante.

Figura 4
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Figura 4: Diagrama representativo de los principales circuitos que se encuentran
en la retina. CGOFF, células ganglionares de tipo OFF; CG ON, células
ganglionares de tipo ON; CB OFF, células bipolares de tipo OFF; CB ON, células
bipolares de tipo ON; All, células amacrinas tipo All
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A diferencia de los conos, los bastones hacen sinapsis quimicas con un tipo
de célula bipolar, especifico para bastones que puede considerarse de tipo ON ya
gue expresa receptores metabotopicos a glutamato (31). Destaca que las células
bipolares conectadas a los bastones no se comunican directamente con las células
ganglionares, sino que lo hacen a través de células amacrinas que son
GABAérgicas, de tipo All y Al7 principalmente (31). Dichas células reciben
glutamato en sus dendritas por parte de las células bipolares asociadas a bastones
(31) y al despolarizarse, liberan GABA (31) a las terminales sinapticas de las células
bipolares OFF de conos y a través de sinapsis eléctricas, mantienen despolarizadas
las terminales sinapticas de las células bipolares ON de conos (Figura 4).

|.1.C.C Deteccidn de color

La deteccion de los distintos patrones de color en el entorno permite a los
organismos guiarse, ademas de permitir el reconocimiento de posibles
depredadores, por lo que la deteccidon de colores es esencial para la supervivencia
(78). En la retina, la diferenciacion de los colores inicia en los fotorreceptores que
detectan distintas longitudes de onda (68). Estos se dividen en los fotorreceptores
de tipo “Corto” (S en inglés), que detectan la luz azul, tipo “Mediano”, que detectan
el verde y de tipo “Largo” que detectan el rojo y corresponden a las longitudes de
onda corta, mediana y larga respectivamente (79). Sin embargo, la retina no solo
puede detectar y discriminar tres longitudes de onda distintas, sino que puede
substraer las caracteristicas del espectro. Esto es posible por la oposicion del color
entre las vias L y M que permiten detectar los colores entre rojoy verde,y S, L, M
gue permiten detectar los colores entre azul y amarillo (80). Esta oposicidén de los
colores es mediada por los circuitos formados entre las células horizontales y los
fotorreceptores. Las células horizontales generan una retroalimentacion negativa en
las terminales sinapticas de los fotorreceptores (31). Las células horizontales
involucradas en la deteccion de color pueden clasificarse de acuerdo a su respuesta
electrofisiologica en tipo “L”, que responden con una hiperpolarizacion a cualquier

longitud de onda del espectro visible; las células horizontales de tipo “C” bifasicas
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qgue responden con una hiperpolarizacioén a longitudes de onda de 410y 490 nm y
con una despolarizacion a longitudes de onda de 570 y 690 nm; las de tipo “C”
trifasicas, que responden con una hiperpolarizacion a longitudes de onda de 410,
570 y 690 nm y con una despolarizacion a longitudes de 490 nm (81).

|.1.C.D Deteccién de contraste

El contraste se define como la capacidad de respuesta de las células ganglionares
en relacién al ruido en su sefial, es decir la capacidad de una célula ganglionar a
responder a cambios en la luminicencia de un objeto en comparacién con el entorno.
Esta relacion sefal/ruido de las células ganglionares depende de su balance
exitatorio e inhibitorio, controlado por las vias y circuitos que convergen en ellas y
gue inician desde la CPE (30).

La deteccion de contraste inicia en la CPE y la inhibicion lateral potencia la
deteccion del contraste, o que permite la deteccion de bordes (82). Esta inhibicion
lateral es mediada por las células horizontales que reciben entradas sinapticas
guimicas de los fotorreceptores, que a su vez reciben retroalimentacion de las
células horizontales, modulando negativamente la liberacion del neurotransmisor
glutamato de los fotorreceptores (60). Las sinapsis reciprocas de las células
horizontales con los fotorreceptores generan un antagonismo el rededor del campo
receptivo de las células bipolares, que se sobrelapa con los campos receptivos de
las células bipolares vecinas. Las células horizontales liberan GABA a las terminales
de los fotorreceptores, generando una inversion en la sefial. Por lo tanto, una
hiperpolarizacion de las células horizontales genera una despolarizacién en los
fotorreceptores y un aumento en la liberacion de glutamato hacia las células
bipolares (31,83)

Las células horizontales colectan informacion de los fotorreceptores del
rededor del campo receptivo y envian esa informacion de vuelta a los
fotorreceptores del centro del campo receptivo, asi cuando los fotorreceptores de la
periferia del campo receptivo se hiperpolarizan, los del centro se despolarizan,
potenciando el contraste entre dos puntos con diferente luminiscencia que se

encuentran dentro del mismo campo receptivo (84). Esta inhibicion lateral sucede
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tanto en campos receptivos formados por conos, importantes para la agudeza visual
a la luz del dia, como en los formados por bastones que funcionan condiciones de
luminicencia baja (83).

En la CPI, los campos receptivos son formados por todas las entradas
singpticas que reciben las células ganglionares. Estos campos receptivos ON y
OFF, se definen como la activacién de una célula ganglionar ON cuando hay un
aumento en la luminicensia en el centro de su campo receptivo, y las células
ganglionares con campos receptivos tipo OFF son activadas cuando hay una
disminucion de luminicensia en el centro de su campo receptivo.

Por otra parte, existen células ganglionares que presentan una respuesta
transitoria a ambos estimulos, las células ganglionares ON-OFF. Estas células
reciben informacién de las vias ON y OFF proveniente de las células amacrinas y
bipolares (30). Esto les permite integrar informacion del movimiento de una objecto,
ya que dentro de su campo receptivo, pueden responder al aumento o disminucion
de la luminicencia generada por el deslazamiento de un objeto.

Como conclusion, la via ON le permite a la retina detectar objetos brillantes
sobre fondos poco luminosos, y la via OFF le permite detectar objetos oscuros sobre
fondos mas luminoso. Ademas, debido a que éstas vias son antagonistas entre
ellas, es decir cuando se activa una, la contraria es inhibida, la diferencia de
luminosidad entre los objetos se contrasta, permitiéndonos por ejemplo, leer letras

oscuras en un fondo mas claro utilizando la via OFF (29,30,38).

[.1.C.E Adaptacién alaluz

La retina debe adaptarse a los aumentos y disminuciones en la luminiscencia
ambiental para evitar la saturacion de los fotorreceptores y, por ende, mantener la
agudeza visual. Para eso, la retina debe disminuir la sensibilidad a la luz, por una
parte, utilizando el sistema de los conos en vez de los bastones (85). La agudeza
visual también depende de los campos receptivos de las células ganglionares, que
inician en los fotorreceptores enviando informacién a las células bipolares y ellas a
las ganglionares. Cuando dos fotorreceptores estan conectados a una misma célula

bipolar, esta integra la informacion de las dos neuronas sensoriales y la envia a una
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célula ganglionar (33). Por tanto, si cada fotorreceptor detecta un punto de luz
distinto en su campo receptivo, activaran a la misma célula ganglionar, ya que
ambos forman parte de su campo receptivo. Por otro lado, los circuitos formados
por las neuronas de segundo orden se adaptan en el orden de segundos a los
cambios en la luminiscencia ambiental (33). Cuando los fotorreceptores envian
informacién a las células bipolares que hacen sinapsis con las células ganglionares
y células amacrinas, las células amacrinas mitigan la funcién de las células bipolares
y ganglionares, liberando GABA o glicina en sus terminaciones sinapticas (56). Las
células amacrinas de campo amplio GABAérgicas son las principales en modular la
inhibicién lateral del rededor al centro de los campos receptivos (86), mientras que
las células amacrinas glicinérgicas generan inhibicion principalmente en las vias
OFF (87). Las células amacrinas glicinérgicas All de la via de los bastones, estan
acopladas eléctricamente entre si, y la intensidad de su acople depende de la
luminiscencia ambiental (88). Este cambio en el acoplamiento eléctrico esta
asociado a la liberacion de dopamina en la retina (64). Lo que genera un aumento
o disminucién en sus campos receptivos, afectando el balance entre la excitabilidad
e inhibicién de los campos receptivos de las células ganglionares. Esto permite a
las células ganglionares afinar su resolucion espacial dependiendo de la
luminiscencia ambiental, ya que recibiran informacion de una mayor o menor
numero de neuronas. Es decir, en condiciones de oscuridad, dos puntos de luz
cercanos pueden ser detectados por los campos receptivos de dos células
ganglionares, ya que estos campos son grandes y se empalman, disminuyendo la
resolucién espacial, mientras que, en condiciones de luz, los campos receptivos son

mas pequefios, aumentando la resolucion espacial (62).

|.1.C.F Requlaciéon de los ciclos circadianos en la retina

Los sistemas circadianos son un conjunto de sefales fisiolégicas sincronizadas que
regulan los eventos ciclicos que se repiten cada 24 horas en los organismos Vivos.
Estos procesos comprenden procesos fisioldgicos y bioquimicos, como la sintesis y
expresion de proteinas que siguen un ciclo diario, y se modula principalmente por

la alternancia de la luz y oscuridad en el ambiente, por lo que la recepcion de
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sefales luminosas del ambiente y su procesamiento en la retina contribuye a los
ciclos circadianos (89). En el 0jo, la retina cuenta con su propio sistema circadiano
que regula el procesamiento de las sefales luminosas, la liberacién de
neurotransmisores y el reciclado de los segmentos externos de los fotorreceptores
(66). En el EPR, los ciclos circadianos regulan el reciclado de los segmentos
externos de los fotorreceptores (91), ademas de mantener un estado redox
adecuado para el metabolismo energético en los conos (65). La sensibilidad al
contraste y la dilatacibn de la pupila también son reguladas por los ritmos
circadianos, por lo que estos ritmos son importantes para la supervivencia y funcién
de la retina (66). Ademas, la retina utiliza a las células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles que expresan en su membrana celular el pigmento melanopsina, que,
al igual que las opsinas de los fotorreceptores, les confieren la propiedad de detectar
fotones (92). Esto les permite también detectar la luminiscencia ambiental
directamente, sin recibir informacion de los fotorreceptores (92). Estan implicadas
principalmente en regular el ciclo circadiano; al detectar los cambios de oscuridad a
luz cuando inicia el dia, inducen la liberacion del neuromodulador dopamina por
parte de las células amacrinas dopaminérgicas (28,64,92). A consecuencia, se
produce un aumento o disminucion, dependiendo del tipo de receptor a dopamina
gue presente en las neuronas, en la intensidad del acoplamiento de las sinapsis
eléctricas, y por tanto, de la actividad de los circuitos, ademas de que se controle la

contraccion de la pupila (64,93).

Antes de abordar la evidencia de que los circuitos neuronales de la retina se
alteran en condiciones patoldgicas, cabe dar nociones sobre uno de los registros
clasicos de la funcién retiniana, que es el electrorretinograma (ERG), y explicar lo

gue se sabe sobre la actividad intrinseca de la retina en condiciones fisioldgicas.

.2 El Electrorretinograma (ERG) v la actividad intrinseca de la retina

El ERG mide el cambio en el potencial eléctrico de todas las células retinianas en
respuesta a un flash de luz (Figura 5) (94) y esa respuesta representa el estado

funcional de la retina, ya sea en un estado normal o alterado, debido a una patologia
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0 envejecimiento, por nombrar algunos. El ERG se puede dividir en dos ondas
fundamentales que inician con una defleccion en el potencial hacia valores mas
negativos, formando la onda “a” que corresponde a la respuesta poblacional de los
fotorreceptores(95), seguido de un aumento del potencial que forma la onda “b”,
correspondiente a la funcion de las células bipolares, ganglionares y células de
Mdiller(95). Sobre la onda “b” se generan potenciales oscilatorios que son de menor
amplitud y mayor frecuencia (95), y se atribuyen principalmente a la funciéon de
células amacrinas (96).

Dependiendo de la informacion que se busque y el tipo de estimulo que se
aplique, existe una diversidad de registros electrorretinograficos que son usados
tanto por investigadores como clinicos. Estas modalidades incluyen, (i) el ERG de
campo completo, mide la respuesta eléctrica de las capas que se encuentran en la
retina a partir de un estimulo de luz aplicado directo al ojo, y se utiliza como
evaluacion diagnostica de la funcion global de estas capas. Se puede medir en
humanos o animales anestesiados, y se usa a modo de investigacion en muchos
laboratorios o0 entornos clinicos, que incluyen el estudio de enfermedades retinianas
como la retinitis pigmentosa, retinopatia diabetica, etc. (97) (ii) el ERG multifocal
(mfERG, por sus siglas en inglés) registra la actividad eléctrica de muchas regiones
de la retina simultaneamente. Con esta técnica se generan de 16 a 217 zonas que
son estimuladas por una secuencia de destellos independientes. Las respuestas
locales se estiman por el calculo de la correlacion inversa entre las respuestas del
ERG y la secuencia de estimulacion, lo que proporciona una medida topografica de
su actividad (98); (iii). EI ERG de patron (PERG) se obtiene mediante un patron
geométrico de estimulos luminosos que puede ser de tipo tablero de ajedrez o una
pantalla a rayas que se alternan en blanco y negro, que va dirigido a la retina central,
gue cuenta con caracteristicas de contraste e iluminacion, que son controladas, y
gue tiene un punto de fijacion central. La respuesta consta de un componente
positivo a 50 ms (P50), seguido de un componente negativo a 95 ms (N95), y
finalmente uno pequefio componente que precede al componente P50, que es
negativo a 35 ms (N35), y que refleja la funcién de las células ganlionares que
proyectan a la corteza. Las modalidades de ERG mencionadas previamente sirven

para medir la actividad eléctrica de la retina in vivo, ocupan un electrodo de registro
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en la cornea o cutédneo en el parpado inferior, pero también es posible medir esa
actividad ex vivo (99).

La actividad oscilatoria intrinseca en la retina precede a la apertura del 0jo,
cuando los fotorreceptores aun no han madurado (100). Las células ganglionares
disparan rafagas de potenciales de accién, que son transmitidas a las células
ganglionares vecinas y se propagan en forma de ondas; se presentan en tres
estadios durante el desarrollo de la retina (101). En el primer estadio, estas ondas
se propagan por el acoplamiento de uniones comunicantes entre células
ganglionares y amacrinas (102). En el segundo estadio, la propagacion de estas
ondas es mediada por la acetilcolina liberada por células amacrinas colinérgicas
(103). Finalmente, en el tercer estadio, las ondas son mediadas por receptores a
glutamato de tipo ionotropico (102,103). Esta actividad, ademas de ser necesaria
para la formacion de los circuitos en la retina, es importante para la correcta
formacion de las vias visuales en la corteza cerebral (104). Se sabe que, en etapas
adultas, persisten los circuitos responsables de generar esa actividad oscilatoria
intrinseca retiniana, pero son silenciados. En efecto, se han registrado oscilaciones
intrinsecas en explantes de retina de raton incubados con blogueadores de los
receptores a glicina y GABA, por lo que, estos receptores mantienen inhibidos a los
circuitos generadores de la actividad oscilatoria intrinseca retiniana en el adulto
(10,12). Ademas, se han medido ondas de calcio y oscilaciones de membrana en
las células bipolares conectadas a los conos de tipo ON en presencia de
bloqueadores de receptores a glicina y GABA (12,105). Asimismo, dichas
oscilaciones, ~16 Hz y 10 Hz (11,105), se observan cuando se bloquea la entrada
sinaptica proveniente de los fotorreceptores (10,105).

En ratones rd1, que son un modelo de retinitis pigmentosa (106), la actividad
espontanea de las células ganglionares de tipo OFF depende de la activacion de
los receptores a glicina (8). Ademas, en gatos se ha observado que las células
ganglionares de la retina presentan una actividad espontanea en forma de
potenciales de accioén con una frecuencia de 25-30 Hz y una actividad poblacional
sincronizada de 2-5 Hz (107). Por lo que estas oscilaciones estan presentes tanto

en condiciones saludables como de enfermedad en distintas especies.
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Esta actividad oscilatoria espontanea, no so6lo se restringe a las células
ganglionares en la retina, también se ha mostrado que esta presente en las células
amacrinas “starburst”’, que generan oscilaciones espontaneas de membrana en
frecuencias de 3-4 Hz (105). Diversos estudios se han hecho al respecto para
entender cOmo estas oscilaciones podrian propagarse a través de las distintas vias
de la retina, y modificarse durante la enfermedad. Esto con el fin de entender los
posibles mecanismos involucrados, como es el caso de los estudios de las
oscilaciones espontaneas en la retinitis pigmentosa. Con respecto a lo anterior, se
ha encontrado que las sinapsis eléctricas formadas por las uniones comunicantes,
permiten transmitir las oscilaciones dependientes de canales de Na* sensibles a
tetrodotoxina originadas en las células amacrinas a células vecinas (105). Las
células amacrinas de tipo “starburst” generan oscilaciones espontaneas en retina

de raton adulto, y éstas oscilaciones se deben a la liberacion periédica de glutamato

Figura 5
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Figura 5: Electrorretinograma (ERG). A) Localizacion del electrodo de referencia
y de medicién en el sujeto. B) Respuesta eléctrica bifasica (onda A negativa

seguida por la onda B positiva) de la retina a un estimulo luminoso.
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dependiente de calcio, proveniente de las terminales sinpticas de las células
bipolares, ademas de que esta actividad oscilatoria espontdnea también esta

presente en otros tipos de células amacrinas (105).

.3 Impacto de las alteraciones metabdlicas en los circuitos de la retina

Existe abundante evidencia de que los circuitos retinianos se alteran en condiciones
de neurodegeneracion, incluyendo la obesidad y diabetes, pero la informacion sigue
escasa en cuanto a la actividad intrinseca.

La principal condicion en la adultez en la que se ha reportado actividad ritmica
poblacional intrinseca andmala en la retina, es la retinitis pigmentosa (8,108,109).
Es una patologia hereditaria caracterizada por la pérdida de los fotorreceptores
(110). En modelos experimentales de retinitis pigmentosa, tanto las células
bipolares como las amacrinas presentan oscilaciones de membrana (~10-20 Hz)
(105,111) y la tasa de disparo espontaneo de las células ganglionares es mas alta
gue en condiciones control (108,112,113).

Dos circuitos han sido propuestos como origenes de la actividad oscilatoria
en la degeneracion retiniana:

( 1) los circuitos formados por los fotorreceptores de tipo cono remanentes, las
células bipolares de tipo baston y las células horizontales (114);

(2) el circuito formado por las conexiones eléctricas entre las células amacrinas All
y las células bipolares ON de conos (11).

La desinhibicion debida a una disminucion o hasta desaparicion de las
entradas sinapticas provenientes de los fotorreceptores hacia el circuito formado por
las células bipolares y células amacrinas, resulta en el aumento en su actividad
espontanea del circuito. Y, en efecto, se ha observado que cuando se bloquea el
acoplamiento eléctrico entre las células bipolares de tipo ON y células amacrinas
All, estas oscilaciones desaparecen en modelo de retinitis pigmentosa (115).
También se han podido encender oscilaciones en el circuito de la retina interna en

animales sanos, tras inducir una hiperpolarizacion leve de las células bipolares a

32



través de bloquear la entrada de los fotorreceptores hacia ellas con bloqueadores
de los receptores mGIluR6 y AMPA/kainato (10) y mediante blanqueamiento con luz
(116).

Cabe mencionar que, se ha propuesto que el entendimiento de la
remodelacion de los circuitos que generan esta actividad podria ser utilizado para
mejorar las estrategias terapéuticas basadas en el uso de implantes que recrean las
entradas de los fotorreceptores (115).

En cuanto a la actividad de la retina en presencia de alteraciones metabdlicas
adquiridas relacionadas principalmente a un descontrol en la ingesta calérica, a
saber, el sindrome metabdlico (SM), sobrepeso u obesidad y la DM, se han descrito
principalmente alteraciones en la actividad evocada de la retina.

Antes de detallarlas, cabe introducir que la DM es una enfermedad que se
diagnostica por una hiperglucemia cronica (117). Existen dos tipos principales de
DM, la de tipo 1 caracterizada por una ausencia de produccion de insulina y la DM
tipo 2 causada tanto por la deficiencia en la secrecién de insulina y/o el déficit en la
accion de esta(117). A nivel ocular, la DM provoca multiples afecciones, entre las
gue se encuentran los dafios en la microvasculatura de la retina que pueden dar
lugar a la retinopatia diabética (RD) (118).

La obesidad, principal factor de riesgo para desarrollar DM tipo 2, se define
como el exceso de tejido adiposo en el organismo (119). Durante la obesidad, se
presentan alteraciones como, la dislipidemia, la resistencia a la insulina, el aumento
de la glucemia en ayuno, la hipertension arterial y la obesidad visceral y cuando un
sujeto presenta al menos tres de estos, se considera con SM (120). EI SM es un
factor de riesgo para desarrollar DM tipo 2, que como se menciond, puede causar
RD (119).

La RD se define como una neuro/microangiopatia progresiva (119) y se
diagnostica de acuerdo con los dafios visibles en la vasculatura de la retina, pero
se sabe que su patofisiologia involucra cambios neuronales tempranos (121-123).
Se ha mostrado que los pacientes con DM sin RD clinicamente visible, muestran un
retraso en la respuesta a un flash de luz en el ERG en comparacion con sujetos
sanos (17,18,124) y que un retraso y decremento de la amplitud de los potenciales

oscilatorios del ERG puede predecir la aparicion de RD en pacientes con diabetes
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(19). Asimismo, muy recientemente, se han reportado modificaciones significativas
en personas con obesidad, a nivel del ERG evocado, y que son suficientes para
estimar el nivel de obesidad en que se encuentra cada paciente (125). En modelos
experimentales de obesidad, que presentan resistencia a la insulina e
hiperglucemia, se ha reportado que después de doce semanas con dieta alta en
grasa, los animales presentan una disminucion y un retraso en la respuesta eléctrica
a un flash de luz, y esta disfuncion esta relacionada con la perdida en la regulacién
de la homeostasis de calcio, después de 12 semanas con dieta alta en grasa (126).
Unos han encontrado que estas alteraciones en la funcion del retina preceden a las
alteraciones vasculares visibles en la retina (118), mientras que otros han
encontrado alteraciones en el ERG de ratones alimentados con dieta alta en grasa
hasta después de 6 meses con dieta alta en grasa (127).

Relativo a la actividad neuronal intrinseca, se han observado alteraciones en
el electroencefalograma (EEG) de pacientes con DM sin RD en comparacion con
sujetos sanos (128). En particular, los pacientes con microangiopatia diabética
muestran una disminucion de la actividad espontanea en el EEG asociada con una
disfuncion en el procesamiento visual y la memoria visual (128), y estas alteraciones
en el EEG se asocian a la presencia de RD en pacientes con DM (129). Asimismo,
pacientes con obesidad por adiccion a la comida, presentan un incremento en la
potencia de la onda delta en estado basal en las areas de Brodmann 8y 9, asi como
en la onda teta en los areas 13y 47 (130)

Por todo lo anterior, es importante estudiar los estados tanto evocados como
espontaneos de la funcion retiniana en condiciones de obesidad y prediabetes, para
entender los procesos funcionales que se alteran en etapas tempranas de la
enfermedad. Estos conocimientos pueden impactar positivamente el desarrollo de
estrategias de deteccion de la enfermedad y su tratamiento. Estos aspectos se

detallaran mas profundamente en la discusién de los resultados.

ll. Planteamiento del problema

Dado que 1) estudios preliminares nuestros han revelado que existe una actividad

espontanea en la retina de roedores que es independiente del estimulo luminoso y
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gue se puede medir por ERG y 2) la resistencia a la insulina relacionada a la
obesidad se asocia a la modificacion de circuitos de actividad espontanea en el
cerebro, es relevante caracterizar la actividad espontanea medida por ERG y
determinar si se altera en condiciones de obesidad.

[ll. Hipotesis

La retina genera una actividad intrinseca que se puede medir por el ERG y que se
altera en condiciones de obesidad.

V. Objetivo general

Caracterizar el componente oscilatorio intrinseco de la sefial medida por ERG no

evocado en condiciones fisiologicas y de obesidad.

IV.1. Objetivos especificos

1.- Aproximar la participacion de la retina en las oscilaciones intrinsecas medida por
ERG no evocado en el ratén.
2.- Determinar si las oscilaciones intrinsecas de la retina se modifican en modelos

de obesidad en ratdn y en pacientes con obesidad.

V. Materiales y métodos

V.1 Etica

Los lineamientos sobre el cuidado y la experimentacidén de los animales utilizados
en este proyecto fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia aceptado con el nUmero 74 de la Universidad Nacional Autbnoma de

México. Esto, bajo los criterios dictados en la Norma Oficial Mexicana de la
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Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) clave NOM-062-ZO0-1999. Asimismo, cumplen con lo establecido por
las politicas sobre el uso de animales y humanos en la experimentacién en
neurociencias de la “Society for Neuroscience”. Se obtuvo la aprobacion del Comité
de Etica de Participantes Humanos del Instituto Mexicano de Oftalmologia (IMO) y
del Instituto de la Retina del bajio (INDEREB, referencia: CEI/029-1/2015), del
Comité Nacional de Etica (referencia: CONBIOETICA-09-CEI-006-20170306) y del
Comité de Investigacion de la Asociacion Para Evitar la Ceguera (APEC, 17 CI 09
003 142), y del Comité de Etica en Investigacion de la ENES Leon (referencia:
CEl_22 06_S21). Todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los principios de la

Declaracion de Helsinki.

V.2 Reactivos

Solucién de perfusion Ames (A1420, Sigma Aldrich). Para su preparacion, se usaron
1.9 g de NaHCOs3 por cada litro de agua (desionizada tipo Il) y enseguida, se agrego
el medio pulverizado al NaHCO3s mezclado en agua desionizada. Este medio esta
disefiado para proporcionar un pH fisiologico (7.2-7.4) cuando se equilibra con 5 %
de CO2 a 37 °C. Para las distintas condiciones farmacolégicas en ERG ex vivo, se
aplicaron los siguientes farmacos: 10 uM de NBQX (2,3-dioxo-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[flquinoxaline; N183, Sigma Aldrich) que antagoniza los receptores a
glutamato de tipo AMPA, 50 uM L-AP4 (L-2-amino-4-phosphonobutyric acid, A7929,
Sigma Aldrich) que antagoniza los receptores a glutamato de tipo mGIuR6, 500 uM

de acido meclofenamico (M4531, Sigma Aldrich).

V.3 Animales

Los ratones C57BL/6 (proporcion macho: hembra = 1) entre 6 y 8 semanas de edad
fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de Neurobiologia; los ratones Neotomodon
alstoni delgados (n = 15) y obesos espontaneos (n = 12)(131) fueron regalados por

el Dr. Manuel Miranda Anaya de la UMDI Campus UNAM Juriquilla. Los animales
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fueron alimentados ad libitum y criados en condiciones normales de luz ciclica (ciclo
de luz/oscuridad de 12 h), con un nivel de luz ambiental de ~400 lux. Las
concentraciones de glucosa en plasma se midieron a partir de una muestra de

sangre de la cola usando un glucémetro (Accu-check active, modelo GC).

V.4 Implementacion de modelo de obesidad con dieta alta en grasa en raton

Se utilizaron dos grupos experimentales, un grupo con una dieta alta en grasa (60
% lipidos, D12492, RESEARCH DIETS) y otro con una dieta estandar (30 % lipidos,
LabDiet — Rodents, s.f.) para fungir como control, durante 12 semanas (132). El
tiempo de 12 semanas fue escogido en base a las alteraciones eléctricas en la retina
previamente reportadas a ese tiempo (126). Para corroborar que el modelo de
obesidad se desarrollé de forma adecuada, se realizaron pruebas de tolerancia a la
glucosa (PTG) y pruebas de resistencia a la insulina (PRI) después de un ayuno de
6 horas (133), para los cuales se administraron 1g de glucosa/kg y 1U de insulina/kg
de peso por via intraperitoneal (i.p.), respectivamente. Se midi6 la glucemia
tomando una muestra de sangre de la cola de los ratones a los minutos 0, 15, 30,
45, 60, 90 de la inyeccion i.p. de ambas pruebas. Las pruebas se realizaron cada
semana, incluyendo la semana 0, es decir justo antes del inicio de la dieta alta en

grasa. El peso de los animales fue registrado cada semana.

V.5 Descripcion de los datos en humanos.

Un total de 397 sujetos adultos en edades entre 30 y 80 afios (media: 45.27 + 0.82
afios, 265 mujeres), metabdlicamente sanos o con sobrepeso, obesidad, sindrome
metabdlico (SM) o diabetes pero sin RD, se inscribieron entre el 26 de febrero de
2015 y el 30 de enero del 2022, en el Instituto mexica de oftalmologia (IMO) de
Querétaro (edad promedio: 51.39 + 1.49 afios, 27 mujeres), entre el 20 de diciembre
de 2020 y el 6 de enero de 2022, en el Instituto de la retina del bajio (INDEREB)
en Querétaro (edad promedio: 32.98 + 2.07 afios, 24 mujeres), entre el 10 de agosto
de 2021 y el 20 de diciembre de 2021 en el APEC en la ciudad de México (edad
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promedio: 45.77 + 1.20 afos, 119 mujeres), y entre el 10 de agosto de 2021y el 20
de diciembre de 2021 en la Clinica de Salud Visual (CSV) de la ENES Le6n UNAM
en Leon (edad promedio: 44.96 + 0.84 afos, 96 mujeres). 375 (media de edad: 46,01
+ 0.98 afos, 157 mujeres) completaron todas las pruebas requeridas para el estudio
actual.

Los sujetos se sometieron a una anamnesis y un examen optométrico inicial para
asegurar que eran elegibles para participar. Los criterios de exclusién fueron edades
fuera del rango de 30 a 80 afios, opacidad del cristalino, miopia mayor de 6 dioptrias,
glaucoma u otros trastornos oftalmologicos concomitantes, anomalias oculares (p.
ej., cirugia, trauma), uso reciente de laser o administracion intravitrea de anti
angiogenicos y problemas de cornea que interfieren con las grabaciones de ERG.
Personal médico calificado recolectd los datos antropométricos en la mafana
(8a.m. a9 a.m.) después de un ayuno nocturno. La altura se midioé con una precision
de 0.5 cm con un estadidometro (Seca 213; Seca). El peso corporal se midié con
sujetos vestidos con ropa ligera y sin zapatos con una precision de 0.1 kg en una
bascula mecanica de columna (Seca 700; Seca). La circunferencia de la cintura se
midio en sujetos desnudos en el punto medio entre el margen inferior de la dltima
costilla palpable y la parte superior de la cresta iliaca mientras el sujeto estaba de
pie, después de una espiracion moderada, con una cinta no estirable. La presion
arterial se midié con un esfigmomandmetro de manguito de mercurio después de
gue el participante del estudio estuvo sentado en silencio durante =210 min. Se
tomaron muestras de sangre de un catéter intravenoso sin estasis después de un
ayuno nocturno de al menos 8 h. Estudios de laboratorio que incluyen glucosa en
sangre en ayunas, hemoglobina glucosilada (HbAlc), insulina, triglicéridos (TG),
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL), colesterol de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
colesterol total colesterol (CT) y creatinina se realizaron en INTERMEDIC
(Querétaro, México) para datos de IMO, IML Laboratorio Médico (Querétaro,
México) para datos de INDEREB, Laboratorio clinico Jenner (Ciudad de México,
México) para datos del Hospital de la ceguera (APEC) y Laboratorios Salud Digna (
Ledn, México) para datos CSV. El modelo de homeostasis del indice de evaluacion

(HOMA-I) se calcul6 utilizando los valores de glucosa e insulina en ayunas.
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V.6 Explantes de retina

Para la obtencién de los explantes de retina, los animales fueron sacrificados con
CO,, posteriormente, se hizo la diseccién de los o0jos. Los 0jos son colocados en
solucién de Ames (Sigma-Aldrich, A1420), burbujeada con carbdgeno, a 36 °C. Los
ojos son disectados a nivel del limbo esclerocorneal, la cornea y el lente son
separados de la parte posterior del o0jo, y cuidadosamente se desprende la retina

del EPR. Finalmente se corta el nervio optico.

V.7 Electrorretinograma (ERG)

V.7.1 In vivo

Para medir la respuesta masiva a la luz de los bastones y neuronas bipolares tipo
ON (94), los ratones fueron adaptados a la oscuridad durante toda la noche. Se
considera como ERG evocado mesdpico, y no escotopico, dado que hemos medido
la luminiscencia ambiental y no es de cero (-2.0 log c¢.m?). Posteriormente, los
animales fueron adaptados durante 15 minutos a la luz (30 cd/m?) para medir el
ERG fotépico que corresponde a la respuesta de los conos y células bipolares tipo
OFF (134). Tanto para el ERG mesopico como fotopico, los animales fueron
anestesiados con ketamina:xilacina 7:3. Se les aplicé fenilefrina-tropicamida en la
cérnea para dilatar las pupilas, con el fin de asegurar que cada animal reciba la
maxima luz posible. Para el registro, se les coloca un electrodo de plata clorado en
la cornea y uno de referencia en el parpado. Para el ERG mesopico, los
procedimientos fueron similares, pero bajo luz roja. La sefal electrofisiolégica
registrada fue amplificada x100 y filtrada con un amplificador (Differential AC
Amplifier 100, AM Systems, WA, E.U.A) para los ERG y digitalizada con un
Dispositivo USB de E/S Multifuncion (USB-6008, National Instruments Corporation).
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Se utilizé un filtro pasa bajas de 1000 Hz y un filtro pasa altas de 0.1 Hz con una
frecuencia de adquisicién de 2 kHz para asegurar el registro de todos los eventos
posibles. Para los registros utilizados para el analisis de coherencia, se utilizaron
dos amplificadores iguales (Pre-amplifier, 7P1G, Grass instruments), con los

mismos filtros y frecuencia de muestreo que he descrito previamente.

V.7.2 Ex vivo

Los registros se realizaron con un sistema inspirado de (99). Las retinas fueron
transferidas a una camara de registro con una perfusion constante de solucion de
Ames, con gaseo contante de carbogeno, mantenida a una temperatura aproximada
de 36 °C. Los registros electrofisiologicos se realizaron utilizando micropipetas de
borosilicato con una resistencia de 1 MQ y que fueron llenadas con solucion para
electrodos. El electrodo de registro fue colocado sobre la capa de células
ganglionares con ayuda de un micro manipulador y un microscopio estereoscopico.
La sefial obtenida del registro se amplificé (Grass Intruments) y filtré con los mismos

parametros que para el ERG in vivo.

V.8 Mediciéon de movimientos del raton

Para registrar los ritmos biolégicos no pertenecientes a la retina que generan
vibraciones y pueden ser captados por los electrodos corneales, se utilizdé un sensor
piezoeléctrico de 12 mm de diametro colocado bajo el abdomen del ratén
anestesiado durante la adquisicion del ERG, con una frecuencia de adquisicion de
2 kHz. La sefial no fue filtrada y fue digitalizada con Dispositivo USB de E/S

Multifuncion, (USB-6008, National Instruments Corporation).

V.9 Andlisis de ERG

Para el andlisis espectral del ERG humanos y animales, las sefales se filtraron
inicialmente con un filtro pasa bajas de 1 kHz y un filtro pasa altas de 0.1y 0.3 Hz

para animales y humanos, respectivamente. Se descartaron los registros con
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artefactos (que excedian £ 100 pV). Los registros de los dos 0jos se analizaron de
forma independiente. Las sefiales ERG sin procesar se normalizaron entre -1y +1.
Los ERG mostraron actividad discontinua, por lo que se utilizé la transformada
wavelet (Morlet) para analizarlos. El andlisis se llevd a cabo con la paqueteria
Fieldtrip en MATLAB que implementa el método wavelet(135). Los datos se
analizaron mediante scripts de MATLAB personalizados (MATLAB R2018;
MathWorks). Las sefiales espontaneas de ERG en humanos se dividieron en
segmentos de 60 s que se analizaron por ventanas aleatorias de 20 segundos. Las
resoluciones temporales y espectrales fueron de 0.01 sy 0.05 Hz, respectivamente.
Los datos de transformada de wavelet se representaron como escalogramas o
espectros de potencia normalizados obtenidos al promediar la transformada de
wavelet a lo largo del registro. Estos ultimos se promediaron posteriormente en
todas las muestras, animales y pacientes para cada condicion. El error estandar de
la media de los espectros de potencia se calculé entre animales/sujetos.

En el analisis exploratorio, las bandas de frecuencias se consideraron inicialmente
entre 0.1 0 0.3 Hzy 1 kHz (no se muestra) en animales y humanos, respectivamente,
y luego se refinaron en rangos donde se detect6 actividad (0.1-10 Hz y 0.3-40 Hz
para animales y humanos, respectivamente).

Los potenciales oscilatorios (PQO’s) se aislaron digitalmente de la onda B escotbpica
utilizando un filtro digital de 100-500 y 60-300 Hz para humanos y animales,

respectivamente(136)

V.10 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando Matlab (Statistics and Machine
Learning Toolbox). Los datos se informan como media + s.e.m. + 95 % intervalo de
confianza. Todos los datos mostraron distribucion normal e igualdad de varianza
segun las pruebas 6mnibus de D'Agostino-Pearson y Levene, respectivamente. Por
lo tanto, la significacion estadistica se determiné utilizando la prueba t no pareada
0, para comparaciones multiples, utilizando un ANOVA y post-hoc de Bonferroni.
Las métricas humanas se analizaron utilizando el ANOVA de Welch que da cuenta

de la heterogeneidad de la varianza.
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Para calcular la correlacion entre los componentes de frecuencia de oscilaciones
espontaneas de varianza mayor (la frecuencia maxima en las bandas de 20-40 Hz
y 10-20 Hz y la potencia normalizada de oscilaciones de 0.35, 0.4, 0.45, 0.65, 0.5
Hz), calculamos una puntuacibn o score para cada paciente combinando
linealmente cada coeficiente de variable (PC1) multiplicado por su valor real. El
analisis de correlacion se realizé mediante el calculo del coeficiente R de Pearson

(funcién cor en R).
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VI. Resultados

Consideramos conveniente explicar la légica que seguimos para ordenar los
resultados. Al considerar los criterios de bioética para la experimentacion animal,
gue contemplan la optimizacion de recursos con el fin de encontrar el punto medio
entre la obtencién de conocimiento para la salud y seguridad de las especies, y el
respeto a los animales, optamos por determinar primero si nuestro postulado de que
la actividad esponténea de la retina medida por ERG se modifica en condiciones de
riesgo para la diabetes tipo 2, a saber, la obesidad. Tras validar este punto en dos
modelos de obesidad en raton y en humanos, comparamos este nuevo parametro
con el parametro funcional de la retina que se sabe, se modifica mas
tempranamente en pacientes con diabetes, pero sin RD, a saber, los potenciales
oscilatorios (PQ’s)(137), realizamos una serie de experimentos para caracterizar
dicha actividad valiéndonos de analisis de correlacion y coherencia entre sefales

medidas simultdneamente in vivo y del ERG ex vivo en raton.

VI.1 s Laactividad espontanea de la retina medida por ERG se modifica en
condiciones de obesidad?

VI.1l.a. Implementacion del modelo de obesidad por dieta ata en grasa en el

raton

Al registrar los pesos de los ratones C57BL/6J cada semana, observamos que el
peso del grupo de ratones bajo dieta alta en grasa aumenté un 20 £ 7 % a partir de
la tercera semana, en comparacion con el grupo de ratones sometidos a dieta
estandar, y que esta diferencia se mantiene hasta la semana doce (Figura 6Al).
Cabe sefalar que la obesidad resulta de un desbalance entre el consumo de
alimento, el metabolismo basal y el gasto de energia. Se pueden utilizar modelos
animales con dieta alta en grasa(138), para estudiar las complicaciones de la
obesidad, por ejemplo, la resistencia a la insulina. Los ratones Neotomodon Alstoni
gue presentaron un aumento significativo en el peso se consideraron como un

modelo de obesidad espontanea (Figura 6Bl). La resistencia a la insulina describe
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la falta de sensibilidad a la insulina en un organismo, significando que las células
del musculo, del tejido adiposo y del higado no responden a la hormona
adecuadamente para captar la glucosa de la sangre, incluso cuando los niveles de
la insulina son altos. Esta falta de aprovechamiento de la glucosa en sangre da lugar
inicialmente a un nivel de glucosa en sangre aumentado que luego puede
evolucionar en hiperglucemia (>250 mg/dL). Se reportan estudios con periodos de
exposicion a la dieta alta en grasa muy variables (menor a 2 semanas hasta 12
semanas) (139). Se sabe que bajo esa dieta, los ratones de la cepa C57BL/6J
presentan sobrepeso desde la semana 1, hiperinsulinemia a partir de la semana 1
e hiperglucemia a partir de la semana 1 con dieta alta en grasa (140), aunque en mi
trabajo, los ratones obesos presentaron un aumento en la glucemia a partir de la
guinta semana (Figura 6All).

En ratones sanos de la cepa C57BL/6J con un ayuno de 6 horas, la glucemia
promedio reportada es de 148.35 = 5 mg/dL (126); nosotros encontramos valores
de 137.3 £ 5 mg/dL (Figura 6Al). Se realizo la medicidon de glucemia semanalmente
por un lapso de 12 semanas, los valores obtenidos (mg/dL) fueron los siguientes:
semana 0, delgados (d): 176 £ 15, DAG (0) : 174 + 10 (P > 0.05), semana 5 d: 156
+17,0: 187 £9 (P<0.05); semana 6, d: 137 +4, 0: 185+ 7 (P < 0.05) y semana 12,
d: 144.2 £ 10, 0: 173.28 = 14 (P < 0.05). A la quinta, sexta y doceava semana, la
glucemia en ayuno presenta un aumento de 19 £+ 3 %, 35+ 7 % y 20 + 10 %,
respectivamente, en el grupo de los ratones con DAG con respecto al grupo de
ratones delgados, mientras que en la semana 0 no hay diferencias significativas
(Figura 6AIll). Al afio de edad, los ratones Neotomodon Alstoni que presentaron
obesidad espontanea también presentan mayor nivel de glucosa en sangre que los
ratones de la misma cepa que se quedaron delgados (Figura BlI).

Existen varias pruebas para evaluar resistencia a la insulina, una de ellas es
la Prueba de Tolerancia a la Glucosa (PTG), para la cual los ratones deben de tener
un ayuno de entre 6 horas previo a la administracion i.p. de 2 g de glucosa/Kg de
peso. Se hacen mediciones de glucemia a los minutos 0, 15, 30, 45, 60y 90. En un
animal sano, la glucemia a los 90 minutos es menor a 192 + 18 mg/dL (141). Si los
valores son mayores, el animal se considera intolerante a la glucosa. Al calcular el

area bajo la curva de la respuesta a la glucosa de cada grupo del minuto 0 al 90, se
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puede apreciar que el &rea es mayor en el grupo de los animales obesos en
comparacién con el grupo de ratones delgados después de 12 semanas con DAG
(Figura 6Alll) y (Figura BIll) para el modelo de obesidad espontdnea. Esta
intolerancia a la glucosa se observa desde la 5 semana con DAG vy la glucemia en
ayuno es mayor en los ratones obesos.

Otra prueba es la (PRI) que consiste en administrar una inyeccion de 1U de
insulina/ kg de peso por via i.p. a los animales y medir la glucemia a los minutos 0,
15, 30, 45, 60 y 90. La respuesta en un animal sano consiste en una disminucién en
el porcentaje de la glucemia a los 15 minutos (menos 37 + 1.8 %) y una tendencia
a aumentar la glucemia a los 60 y 90 minutos. Si la glucemia al minuto 15 disminuye
menos de 37 = 1.8 %, eso indica resistencia a la insulina. Asimismo, se puede
observar que el area bajo la curva a la respuesta a insulina aumentoé un 20 + 1.0 %
en el grupo de ratones con DAG en comparacion con el grupo de los ratones
delgados, después de 12 semanas con dieta alta en grasa (Figura 6AIV) y (Figura
BIV) para el modelo de obesidad espontanea.

En conjunto, estos resultados muestran que los ratones alimentados durante
12 semanas con dieta alta en grasa desarrollan obesidad asociada a hiperglucemia
y resistencia a la insulina, alteraciones metabdlicas que también estan presentes en
los ratones que desarrollan obesidad espontanea, lo cual es conforme a lo descrito
previamente(131). Debido a que nos interesa determinar el impacto del desarrollo
de la resistencia a la insulina sobre la sefial de ERG, cabe precisar que, en nuestras
manos, los animales alimentados con DAG muestran, un aumento en la glucemia
en ayuno, una intolerancia a la glucosa y una resistencia a la insulina a partir de la

semana 5 con dieta alta en grasa y estos efectos se mantienen a las 12 semanas.
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Figura 6.
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Figura 6: Seguimiento metabdlico de los modelos de obesidad por dieta alta en
grasa (OB) y obesidad espontanea (OB esp.) en ratones. Al), peso corporal; All)
glucemia en ayuno; Alll) curva de tolerancia a la glucosa; AlV) curva de
respuesta a la insulina de ratones control (verde) versus ratones con dieta alta
en grasa (naranja) a lo largo de 12 semanas. ABC, area bajo la curva. Bl) peso
corporal; Bll) glucemia en ayuno; BIIl) curva de tolerancia a la glucosa; BIV)
curva de respuesta a la insulina de los ratones delgados (azul) versus ratones
con obesidad espontanea (rojo). Valores, media + s.e.m. * indica valores de P

<0.05 (determinado por la prueba t de Student para dos muestras).

VI.1.b Alteraciones de la actividad eléctrica espontanea reqgistrada por ERG en

modelos de obesidad en raton.

Iniciamos con medir ERG’s espontaneos en el modelo de obesidad inducida por
DAG después de 12 semanas, ya que un estudio previo reportd que este modelo
presenta una disminucion en los PO’s a las 12 semanas de recibir la DAG(126), y
en el modelo de obesidad espontanea en raton Neotomodon alstoni.
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Los ERG’s espontaneos de ratones alimentados por 12 semanas con dieta alta en
grasa, que presentan obesidad y resistencia a la insulina, presentan oscilaciones en
frecuencias pico de 0.1 - 0.8 Hz (L), 1.0 - 1.8 Hz (M1) y 2.0 — 4.0 Hz (M2) (Figura
7A). La banda de frecuencia entre 1.0 — 1.8 Hz muestra una disminucion en la
frecuencia pico en comparacién con el grupo de ratones control, mientras que las
bandas de frecuencia de 0.1 — 0.8 y 2.0 — 4.0 Hz no presentan diferencias (Figura
7B). En los ERG’s espontaneos de ratones Neotomodon Alstoni (Figura 7C), que
presentan obesidad espontanea y resistencia a la insulina, se observa una
disminucion en la frecuencia pico en la banda de frecuencias de 0.6 — 1.0 Hz, en
comparacion con los ratones control (Figura 7D).

Al medir los ERG’s evocados en ratones alimentados con dieta alta en grasa
después de 12 semanas, encontramos que los PO’s, que se han mostrado, son los
primeros componentes en presentar alteraciones en condiciones de obesidad(137),

no presentan diferencias en comparacion con los ratones control (Figura 7F).

Para precisar en qué momento la actividad oscilatoria espontanea medida por ERG
se modifica en condiciones de obesidad, realizamos un seguimiento temporal de la
actividad de interés en el modelo de obesidad inducida por DAG, enfocandonos en
el periodo en el cual éste desarrolla resistencia a la insulina. Ademas, consideramos
gue debido a que existen dos circuiterias que se encargan del procesamiento de las
sefales en condiciones de luz y oscuridad y que, al respecto, se disminuye la
sensibilidad al contraste desde etapas muy tempranas de la diabetes(142),
debiamos medir la actividad oscilatoria espontanea medida por ERG tanto en

condiciones fotopicas como mesodpicas.
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Figura 7.
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Figura 7. Efecto de la obesidad sobre el ERG espontaneo y evocado en ratones.
A) Trazos representativos de ERG espontaneos de ratones control (verde) y
ratones con dieta alta en grasa (DAG, rojo) en condiciones fotopicas. Las sefales
ERG fueron normalizadas. Los graficos muestran la potencia media del
escalograma + s.e.m. correspondiente a registros de 1 minuto entre 0.1y 10 Hz
en el grupo control (n=12) y experimental (n=17). Los corchetes indican los picos
consistentes observados en cada condicion control. En el modelo de obesidad
inducida por una dieta alta en grasas, se consideraron las bandas de 0.1-0.8
(Baja, L), 1-1.8 (M1, media-baja) y 2-4 Hz (M2, media). B) Cuantificacion del area
bajo la curva (ABC) y frecuencia pico en el rango de frecuencias de 0.1 a 3.5 Hz
de los ERG espontaneos de ratones control y DAG. C) Trazos representativos
de ERG espontaneos de ratones control (negro) y ratones con obesidad
espontanea (OB esp., amarillo), y su potencia en el rango de frecuencias de 0.1
a 10 Hz (n=20en el grupo control y n=20 en el grupo experimental). El
procesamiento fue similar a lo descrito en A Las bandas de 0.1-0.6 (1), 06-1 (I) y

1-1.7 (lll) Hz fueron consideradas en el modelo espontaneo de obesidad.
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D) Cuantificacion del ABC y frecuencia pico, en el rango de frecuencias de 0.1 a
3.5 Hz de los ERG espontaneos de ratones control y OB esp. E) Trazos
representativos de los ERG’s de ratones control y DAG a la semana 12, en
respuesta a un flash de luz de 7.72 cd.s/m2. F) Seguimiento de los potenciales
oscilatorios (PO1-4) aislados del ERG evocado (filtro pasa pandas de 60 a 300
Hz) antes y después de recibir DAG por 4,5 ,6 y 12 semanas, a respuesta a flash
de luz de intensidad creciente.

VI.1.c Valoracion de los componentes espectrales del ERG no evocado a lo

largo del tiempo en el modelo de obesidad inducido por dieta alta en grasa

En ratones bajo dieta control, el analisis de los espectros de potencia de los ERG
entre condiciones mesopicas (Figura 8A) y fotdpicas (Figura 8B), muestra que la
frecuencia pico en condiciones fotopicas (1.30 + 0.16 Hz) es menor que en
condiciones mesopicas (1.52 + 0.33 Hz), mientras que el area bajo la curva no es
diferente (Figura 8C).Importantemente, cuando se registré el ERG espontaneo
mesopico (Figura 9A) y fotdpico (Figura 9B) durante 12 semanas, se observo que
el promedio de la frecuencia pico no es diferente a lo largo del tiempo en el grupo
de ratones con dieta control (Figura 9C). Los ratones control mantienen la
disminucién de la frecuencia pico en respuesta a la adaptacion a la luz hasta la
semana 12 (Figura 9C). Los ratones con DAG presentan una disminucién
significativa en la frecuencia pico en los ERG’s mesdpicos en comparacion con los
ratones control, esta disminucion es transitoria ya que a la semana 6 y 12 con DAG
esta diferencia se pierde (Figura 9C). Lo que sugiere que los componentes
espectrales de las oscilaciones intrinsecas de la retina son susceptibles a cambios
inducidos por una dieta alta en grasa después de 5 semanas, que es cuando se

desarrolla la resistencia a la insulina.
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Figura 8
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Figura 8: Analisis de la actividad oscilatoria medida por ERG no evocado en
condiciones fotopicas y mesopica en raton. A), Trazos representativos de ERG
espontaneo in vivo y sensor de torax en ratones C57BL / 6 de 3 meses de edad
(n =13) en condiciones mesobpico y B) fotdpicas. C) Comparacion del area bajo
la curva (AUC) y de la frecuencia pico en condiciones mesépico y fotdpicas en
el rango de frecuencias de 1-2 Hz (los valores de P se determinaron mediante
una prueba t de Student). El AUC se normaliz6 a los valores de condicion

mesopica.
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Figura 9
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Figura 9: Seguimiento temporal del efecto de la dieta alta en grasa en las
oscilaciones espontaneas lentas en el ERG de ratén. A) Espectros de potencia
de ERG no evocados (media + s.e.m) de ratones sometidos a dieta control (azul,
n=4) y alta en grasa (rojo, n=4) de 0 a 12 semanas en condiciones mesépicas y
B) fotdpicos. La gréfica principal muestra la actividad de 0.1 a 10 Hz y en inset,
una ampliacién entre 0.1-2 Hz. C) Comparacion de la frecuencia pico (Hz) en la
banda de 1-2 Hz entre ratones control y sometidos a DAG las semanas 0, 4, 5
,6 y 12. * indica P<0.05, ANOVA de medidas repetidas con Bonferroni. n.s., no

significativo.




VI.1.d Alteraciones de la actividad eléctrica espontanea reqistrada por ERG en

asociacion con factores de riesgo para la diabetes tipo 2 en el humano

Para evaluar la relevancia clinica de nuestro enfoque, creamos una base de datos
humana de ERG espontaneos a partir de 99 sujetos adultos metabdlicamente sanos
(45 ojos), 59 pacientes con sobrepeso (28 0jos), 24 pacientes con obesidad (10
0jos), 97 pacientes con sindrome metabdlico, pero sin diabetes (47 ojos) y 96
pacientes con diabetes, pero sin DR (43 ojos) (Tabla 1), que acudieron a las clinicas
de oftalmologia IMO e INDEREB para un chequeo ocular general. En nuestra

cohorte, los participantes con SM tienen mayor edad que los controles (mediana de

Tabla 1.
SINDROME

CONTROL SOBREPESO OBESIDAD METABOLICO  DIABETES SIN RD p
n 99 59 24 97 96
Edad (afios) 39.59 + 1.96¢ 41.63 % 2.03b¢ 39.75 + 2.80b¢c 47.45 + 1,940 55.10+1.58* <0.0001
DM1 - 7
DM2 - 56
Duracién de DM
(afios) - 7.98 + 1.00b 0.011
Peso corporal (Kg) 57.44 +1.29¢ 71.82 £ 1.30%kc 76.91+3.77%® 79.13 £ 2.032 75.70+1.98%  <0.0001
Circunferencia
cintura (cm) 82.44 £ 1.34¢ 95.21 + 1.493 103.06 £ 3.99° 102.50 £ 1.342 101.50+1.69* <0.0001
Circunferencia
cadera (cm) 80.68 + 1.22¢ 94.28 +1.26° 98.43 £3.52% 100.12 + 1,612 102.44 +1.270  <0.0001
IMC (kg/m2) 21.83 £0.28¢ 26.93 £ 0.252b 29.56 + 1.642 29.29 £ 0.582 29.68 + 0.68? <0.0001
Glucemia (mg/dl)  85.40 + 0.96¢ 88.03 £ 1.11¢ 92.25 * 2.68¢ 90.70 + 1.68¢ 143.94+6.57° <0.0001
HbAlc (%) 5.31+0.044 5.44 + 0.04¢ 5.35+0.09¢ 5.61 + 0.054 7.63 £0.23¢ <0.0001
Insulinemia
(pl/ml) 7.02 £ 0.44¢ 10.13 £ 1.00b¢ 11,23+ 1.52abe 13,91 + 1.073be 18.43 £2.433>  <0.0001
HOMA-I 1.57 £ 0.09¢ 2.19+£0.22¢ 2.66 +0.43bc 3.15+0.27b¢ 7.27 £1.012b <0.0001
TG 107.00 + 5.69¢ 105.19 £ 6.12¢ 120.63 + 13.51bc  207.96 + 15.04>  180.18 + 10.47> <0.0001
CT (mg/dl) 183.66 + 3.91# 182.78 £ 4.572 190.78 + 6.782 201.21 +4.877 182.67 £3.932 0.042
HDL (mg/dl) 57.81+2.12° 54,64 + 1.66%° 55.43 £3.143 45.23+1.21¢ 47.17 £1.50b¢  <0.0001
LDL (mg/dI) 106.82 £3.31*  114.50 # 3.98° 117.39+6.75°  122.47+4.10°  105.75%3.50°  0.048
VLDL (mg/dl) 17.02 +1.10b 18.43 + 1.94b 17.92 +2.14b 33.19+ 2472 31.70+2.452 <0.0001
Creatinina
(mg/dl) 0.73 £0.037 0.77 £0.032 0.76 £0.032 0.94 £ 0.09° 0.73 £ 0.05° 0.401
Presion arterial
sistélica (mmHg) 109.71 +2.29¢ 116.10 + 2.73¢<d 124.56 + 6.62bcd 131.15 + 2.40° 128.95 +3.41kc  <0.0001
Presién arterial
diastdlica (mmHg) 69.95 + 1.35¢ 74.02 + 1.63 75.00 + 2.82bcd 84.62 £1.022 81.98 + 2.103k¢  <0.0001
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47.45 anos versus 39.59 afios, P<0,001) y los pacientes con diabetes son méas
viejos que todos los deméas grupos (mediana de 55.1 afios versus 42.1 afios,
P<0,001), y son méas propensos a ser mujeres (77.7 % versus 22.2%, P < 0,0001)
(Tabla 1).

La presencia de salud metabdlica, sobrepeso, obesidad, SM, diabetes mellitus y sin
DR fue establecida por expertos utilizando criterios aceptados internacionalmente,
como se hace referencia en los Métodos. Es importante destacar que los
parametros de PO’s en los grupos de sobrepeso, obesidad y SM permanecen sin
cambios en comparacion con el grupo de control y, en general, tampoco mostraron
diferencias en el grupo de diabetes sin DR (Figura 10).

La Figura 11A muestra trazos representativos de los ERGs espontaneos en
condiciones de luz en nuestros grupos de estudio. La actividad espontanea se
observa entre 0.3y 40 Hz (Figura 11B), con picos principales en las bandas de 0.3-
2, 10-20 y 20-40 Hz (Figura 11B, recuadros).

La gran variabilidad en nuestro conjunto de datos que supusimos fue confirmada
por la ausencia de diferencias estadisticas en el area bajo la curva y la frecuencia
pico entre los grupos en las bandas mencionadas anteriormente (Figura 11B). Por
lo tanto, agrupamos los espectros de potencia provenientes de los ERG
espontaneos de participantes con alguna alteracion en su peso corporal o
parametros metabdlicos en un solo grupo “enfermo” y encontramos un aumento de

la frecuencia pico en la banda de 20-40 Hz en el grupo de enfermedad (Figura 11C).
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Figura 10.
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Figura 10. Andlisis de los potenciales oscilatorios (PO’s) en condiciones de
riesgo para la diabetes tipo 2 en humanos. A) Trazo representativo de PO’s de
un sujeto control que muestra los picos negativos (N1 y N2) y positivos (P1y P2)
caracteristicos de los PO’s en respuesta a un flash de luz en condiciones de
oscuridad (ver métodos). B) Comparacion de la amplitud y C) tiempo implicito de
N1-P1 y P1-N2 entre sujetos control (negro), con sobrepeso (SP, verde),
obesidad (OB, amarillo), sindrome metabdlico (SM, naranja) y Diabetes Mellitus
sin retinopatia diabética (DM sin RD, rojo). Los valores de P se determinaron
mediante ANOVA (control, n=8; SP, n=5; OB, n=2; SM, n=6; DM sin RD, n=18.

No se observaron diferencias significativas en el area bajo la curva y la frecuencia
pico en las bandas de 0.3-2 y 10-20 Hz (Figura 11C).

Dado que encontramos indicios de que la actividad oscilatoria espontdnea se
modifica en asociacion con factores de riesgo para la diabetes tipo 2 en el humano,

quisimos averiguar si estos cambios se correlacionan con los cambios en los PO’s
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gue se consideran como los marcadores tempranos de la RD, antes que esta sea
clinicamente detectable. Para ello, calculamos una puntuacion o “score” que refleje
los componentes espectrales del ERG espontaneo. A grandes rasgos, se genero
una base de datos con los valores de las potencias del espectro para cada
participante, con una resolucion de 0.05 Hz, y los valores de su frecuencia pico en
los tres rangos con mayor actividad (0.3-2, 10-20 y 20-40 Hz). Se calculd la varianza
de cada variable y se realizé un analisis de componentes principales con las
variables de mayor varianza (potencias entre 0.35 y 0.7 Hz y frecuencia pico en los
tres rangos) (no mostrado). En el componente 1, se obtuvieron los pesos
especificos para cada variable seleccionada y el score se calculdé por combinacion
lineal de los pesos antes citados con el valor de potencia o frecuencia pico real para
cada variable. Encontramos que el score de los componentes espectrales del ERG
no evocado no correlaciona con ninguno de los parametros de los PO’s, en ninguno

de nuestros grupos de interés (Figura 12).
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Figura 11.
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Figura 11. Andlisis de las oscilaciones medidas por ERG’s espontaneos en
humano con un enfoque en condiciones de riesgo para la diabetes tipo 2. A)
Trazos representativos de ERG’s espontaneos en sujetos control (negro), con
sobrepeso (SP, verde), obesidad (OB, amarillo), sindrome metabdlico (SM,
naranja) y Diabetes Mellitus sin retinopatia diabética (DM sin RD, rojo). Anéalisis
de Wavelet para B) cada grupo por separado y C) combinando todas las
condiciones de enfermedad en un solo grupo. Los grupos se definen en los
Métodos y sus caracteristicas se indican en la Tabla 1. Los graficos muestran
la potencia media del escalograma + s.e.m. en registros de 20 segundos de
duracion entre 0.3-40 Hz (gréfica principal) y 0.3-2 (1), 10-20 (ll) y 20-40 (1ll) Hz
(graficos insertados), donde se observaron picos consistentes en el grupo de
control. D) Andlisis del area bajo la curva (AUC) y frecuencia pico en las bandas
[, 11'y 11l de espectros de potencia en los grupos control (negro) y enfermos (rojo).
Los valores de P se determinaron mediante la prueba t de Student no apareada
(control, n=62; SP, n=41; OB, n=16; SM, n=55; DM sin RD, n=63). Los graficos

muestran la media * el intervalo de confianza
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Figura 12.
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Figura 12. Andlisis de la relacion entre los potenciales oscilatorios del ERG
evocado con las oscilaciones medidas por ERG no evocado. regresion lineal
entre los PO’s y PCA score de las oscilaciones espontaneas en humanos (Score
PCA Osc.). Analisis de correlacion entre el score resultante del analisis de
componentes principales (PCA) de las caracteristicas relativas a las oscilaciones
espontaneas medidas por ERG que presentan mayor varianza (score PCA Osc.)
y la amplitud de A) N1-P1, B) P1-N2 y el tiempo implicito de C) N1-P1 y D) P1-
N2 de los PO’s sujetos control (negro), con sobrepeso (SP, verde), obesidad
(OB, amarillo), sindrome metabdlico (SM, naranja) y Diabetes Mellitus sin
retinopatia diabética (DM sin RD, rojo). R?, coeficiente de correlacién de Pearson
(control, n=8; SP, n=5; OB, n=2; SM, n=6; DM sin RD, n=18).
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VI.2 Aproximacién de las caracteristicas de la actividad espontanea de la
retina medida por ERG

A raiz de los hallazgos antes descritos, otras personas en el grupo de trabajo
desarrollaron un método diagndstico predictivo para los principales factores de
riesgo de la DM2, a saber, sobrepeso y obesidad, basado en el registro no invasivo
de oscilaciones espontaneas por ERG. Si bien se encontré en el humano, que las
ondas entre 0.3 y 40 Hz poseen alto valor predictivo (métricas AUC, exactitud,
precision, sensibilidad y especificidad > 0.8) y que, en animales, las ondas entre
0.1-10Hz permiten discriminar entre casos control y enfermos, se desconoce
bastante sobre la naturaleza de esta sefial. Por lo que, a continuacién, realizamos
analisis de correlacion y coherencia entre sefales medidas simultdneamente in vivo
y ERG ex vivo en raton, para entender mas sobre esta sefial.

Dado que el ERG se registra in vivo, las bandas de frecuencia pueden
pertenecer a actividad que no provenga de la retina, por lo que es necesario
desarrollar controles que permitan explorar la fuente de dicha actividad.

Las sefiales del ERG es posible que provengan del cerebro, de la respiracion
y/lo de la actividad cardiaca. Dentro de la banda 0.1-10 Hz, los componentes
espectrales mayores a 5 Hz podrian ser generados por los latidos del corazén, dado
gue, cuando los ratones son anestesiados con ketamina : xilacina, presentan una
frecuencia cardiaca superior a 5 Hz (143). Hemos medido los movimientos de la
caja toracica del raton simultaneamente con el ERG espontaneo (Figura 13A). La
actividad registrada por el sensor piezoeléctrico permite observar dos bandas de
frecuencia, una de mayor potencia con frecuencia pico de 2.5 Hz y otra que puede
ser de resonancia, ya que oscila a 5 Hz (Figura 13B), las cuales corresponden a la
actividad respiratoria. Debajo de 2 Hz, el sensor piezoeléctrico no mide ninguna
actividad (Figura 13B). La sobreposicién de los componentes espectrales derivados
del ERG y de la sefal del sensor de térax muestra que sélo las oscilaciones de baja
(0.1 - 0.8 Hz) y media-baja (1.0 — 1.8 Hz) frecuencia del ERG, no se superpusieron
con los componentes relacionados con la respiracion (Figura 13C, P < 0.05).
Ademas, observamos que los picos de frecuencia baja y media-baja del ERG
espontaneo no correlacionaron con la frecuencia respiratoria, mientras que los picos

de frecuencia media y media-alta si lo hicieron (Figura 13D). Asimismo,
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Figura 13.
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Figura 13. Evaluacion de la participacion de la actividad cardiorrespiratoria en la
actividad oscilatoria espontanea de ERG en ratén. Al) Trazo crudo ilustrativo de
ERG espontaneo y registro simultaneo del sensor de térax en ratdon. All)
Ampliacion en el tiempo de las dos sefales correspondientes a Al. B)
Escalogramas ilustrativos del ERG espontaneo y registro del térax en un ratén.
C) Analisis wavelet de ERG espontaneo in vivo y sensor de térax registrados
simultdneamente en ratones C57BL6 en condiciones fotopicas. Los graficos
muestran la potencia media del escalograma * s.e.m. a lo largo del minuto de
registro (n = 13 0jos). Se detectaron consistentemente tres picos (L, M1y M2) en
los componentes espectrales de los ERG espontaneos de raton. D) Analisis de
correlacién entre la frecuencia pico de los diferentes componentes entre ERG no
evocado y térax. Los componentes de frecuencia media (M2) y media alta (M3)
estan altamente correlacionados con la actividad del sensor de térax (R? = 0.996
y R? = 0.942, respectivamente), mientras que los componentes de frecuencia
media baja (L) y primera frecuencia media (M1) no lo son (R>=0.45y R?=0.798,
respectivamente).




curva ni en la frecuencia pico de la actividad oscilatoria espontanea medida en
condiciones de luz y oscuridad (Figura 14A-C). Por lo que, concluimos que el sexo
no interviene en la actividad de interés y que, arriba de 1.8 Hz, es muy probable que
el ERG mida actividad respiratoria. Por lo que posteriormente, nos enfocamos a la
sefal debajo de este valor.

Figura 14.
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Figura 14. Efecto del sexo en la actividad espontanea de la retina en raton. A)
Espectros de potencia de ERG espontaneo en condiciones mesopicas y B)
fotdpicas de machos y hembras. La linea continua representa el promedio macho
(n=11) y hembra (n=12) £ s.e.m. C) El boxplot de la comparacién del area bajo
la curva (AUC) y la frecuencia pico en la banda de 1-2 Hz entre machos y
hembras. Los valores de P se determinaron mediante la prueba t de Student no

apareada.

Para determinar si las oscilaciones debajo de 1.8 Hz (Figura 13C), son
generadas localmente en la retina o por campos conducidos por volumen generados
fuera de la retina, se procedid6 a un analisis de coherencia entre registros
simultdneos de ambos 0jos o doble registro en un mismo ojo de ratones. Se calculd

la coherencia real y la imaginaria entre las sefiales medidas por dos sensores
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ubicados (i) en corneas diferentes o (ii) en la misma cornea de un animal (Figura
15A). En ambas condiciones aparecen oscilaciones entre 0.1y 2 Hz (Figura 15B),
cuyos valores de coherencia real muestran alta coherencia en amplitud arriba de
0.9 Hz (Figura 15C). Estas oscilaciones se encuentran fuera de fase (coherencia
imaginaria diferente a 0 arriba de 1 Hz) cuando se registran los dos ojos
simultaneamente (Figura 15C), lo que sugiere que las oscilaciones en 0.9/1y 2 Hz
se generan localmente en cada retina, y cuando se colocan los dos electrodos en
un mismo ojo, hay un desfase en las oscilaciones entre 0.1 a 1.5 Hz (coherencia
imaginaria diferente a 0 de 0.1-1.5 Hz), lo que sugiere que hay distintos generadores

en cada una de las retinas (Figura 15C).

Por dltimo, averiguamos si las retinas aisladas producen oscilaciones
espontaneas en el rango de frecuencia de interés. El analisis espectral de ERG
espontaneos en explantes retinianos de raton control (Figura 16A) confirmo la
presencia de oscilaciones ritmicas (Figura 16B) de 0.1-5 Hz (Figura 16C), cuando
las entradas de fotorreceptores a las células bipolares estan bloqueadas
farmacolégicamente con NBQX y L-AP4. La frecuencia pico es de 2.0 = 0.1 Hz
(Figura 16C). Pruebas farmacoldgicas mostraron que, ademas de ser inhibidas por
la lidocaina, las oscilaciones espontaneas del potencial de campo retiniano son
sensibles a la nifedipina (ho mostrado) y al acido meclofenamico (Figura 16D), lo
gue indica que esta actividad se basa en la permeabilidad a Na*, los canales de
Ca?* dependientes de voltaje y la actividad mediada por la unién comunicantes.
Estos experimentos que muestran que las oscilaciones espontaneas son generadas
por la actividad de las células retinianas que estan cascada abajo de la sinapsis de
células fotorreceptoras-bipolares y son inhibidas por GABA y la sefalizacion
glicinérgica, son consistentes con los déficits retinianos internos detectados al inicio
de la diabetes(144).
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Figura 15.
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Figura 15. Andlisis de coherencia de las oscilaciones espontaneas medidas por
ERG en ratdon. A) Representacion esquematica de las posiciones de los
electrodos corneales durante el registro simultaneo del mismo ojo (electrodos
#la y #1b) o ambos ojos (electrodos #1 y #2) con el electrodo referencia. B)
Trazos representativos de ERG fotopico de los electrodos #1a, #1b, #1y #2, y
sus respectivos espectros de potencia. C) Valores de coherencia real y
coherencia imaginaria de los conjuntos de electrodos #la / #1b y #1 | #2,
promediados entre 0.1-4 Hz, para tres ratones. Valores, media + d.s. Las areas
sombreadas en rojo indican el rango en el que la coherencia y la coherencia
imaginaria son significativamente diferentes de 1 y 0, respectivamente. Los
valores de P se determinaron mediante la prueba t de Student no apareada.
Ademas, se precisa que la coherencia real e imaginaria son significativamente
diferentes para la sefial registrada por el conjunto de electrodos #1a / #1b en
comparaciéon con la medida por el conjunto de electrodos #1 / #2 entre 0.1y 2
Hz.
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Figura 16.
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Figura 16. Andlisis de la actividad oscilatoria espontanea en explantes de retina
de raton. A) Trazos representativos del registro del ERG evocado y espontaneo
en un explante de retina de raton, incubado en solucion de Ames (control)
adicionado con 10 uM de NBQX y 50 uM de L-AP4 (NBQX + L-AP4), combinado
0 no con acido meclofenamico (MFA) a 500 uM. La flecha indica el flash de luz
(7.72 cd.s/m?). B) Espectro de potencia relativa (media + s.e.m.), C)
autocorrelograma y D) escalogramas correspondientes a los componentes
espectrales entre 0.1-10 Hz del ERG espontaneo en 3 explantes de retina de

raton en condiciones fotopicas.

VII. Discusién

La comunidad clinica esta experimentando un cambio drastico en el

(tele)diagnéstico guiado por aprendizaje automatico, particularmente en el contexto
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de la deteccion de RD que requiere tratamiento, y el impacto positivo en la atencion
médica se estda haciendo evidente(145,146). Existen también algoritmos de
prediccion para la diabetes (147), pero no existe tal enfoque para los principales
factores de riesgo de la diabetes tipo 2, es decir, el sobrepeso, la obesidad y el SM
sin DM, que se pueden considerarse como factores de riesgo muy tempranos de la
RD. El propésito de la deteccion de tales condiciones consiste en prevenir la DM,
con la adopcién de habitos saludables (148). Es importante precisar que las
personas de peso normal, no siempre son metabdlicamente sanas (149) y el
fenotipo de obesidad puede no asociarse con ninguna o poca evidencia de
disfuncién metabdlica. Por lo anterior, queda clara la necesidad de un método
diagnaostico temprano que identifique a los pacientes con riesgo de desarrollar DM2
y, por ende, enfermedades retinianas, aun sin presentar signos y sintomas. Es en
este sentido que los hallazgos aqui presentados son importantes, ya que, si bien no
he trabajado directamente con modelos de prediccidn, mis experimentos han
evidenciado un impacto muy temprano de los cambios metabdlicos sistémicos en
las sefales espontaneas medibles por ERG, que, en parte son generados por la
retina, y que estos han mostrado tener poder predictivo para identificar la obesidad.
Ademas, estos resultados se suman a la creciente lista de evidencia que muestran
a la neurodegeneracion de la retina como un evento temprano en la patogénesis de
la RD(150).

Las alteraciones en las oscilaciones espontaneas medidas por ERG no se
acompafiaron de cambios en los PO’s en ratones alimentados con dieta alta en
grasa y en personas con sobrepeso, obesidad y SM. Estas observaciones son
consistentes con estudios previos en modelos animales(127), pero contrastan con
datos que muestran una amplitud de los PO’s reducida en ratones alimentados con
dieta alta en grasa (151) o en ratones ob / ob(152). Estas discrepancias pueden
deberse a los diferentes mecanismos que causan la obesidad, conocidos por dar
lugar a modelos con caracteristicas propias(153). Particularmente, nuestra dieta alta
en grasa esta mas enriquecida en lipidos que en hidratos de carbono, lo que difiere
del estudio de Rajagopal y col. donde su dieta estd mas enriquecida en hidratos de
carbono (152).
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Mientras que la onda B del ERG evocado se ve afectada en pacientes con
obesidad (154) no existe un informe previo del efecto de la obesidad en los PO’s en
humanos. En nuestro grupo de pacientes con diabetes, pero sin RD, la amplitud y
el tiempo implicito de los PO’s tienden a disminuir y aumentar, respectivamente,
como se ha reportado anteriormente (96). En general, estos datos concuerdan con
la idea de que la actividad espontanea de la retina podria llegar a sustituir los PO’s
(137), como el pardmetro funcional que mas tempranamente se altera en estadios
prediabéticos. De acuerdo con ello, est4 nuestro hallazgo de que el score obtenido
por PCA del componente espontaneo del ERG, no se correlaciona con los
parametros de los PO’s.

Se considera que los PO’s reflejan la funcion de la retina interna y son sensibles a
los cambios en la circulacion retiniana (96). En este sentido, uno puede preguntarse
acerca de la naturaleza de las oscilaciones espontaneas medidas por ERG no
evocado. Si el ERG se entiende, clasicamente, como la suma de las actividades
sinapticas e intrinsecas locales de las células de la retina, las oscilaciones de baja
amplitud y frecuencia lenta registradas en el modo no evocado, pueden estar
contaminadas por fuentes distintas de la retina. El potencial de campo oscilatorio de
bajo rango que describimos se observa en retinas aisladas e in vivo, pero ignoramos
si corresponden al mismo fendmeno. La oscilacion espontanea del ERG in vivo
ocurre en un rango de frecuencia similar en ratones (0.1-2.1 Hz) y humanos, para
el componente mas lento (0.3-2.5 Hz), pero se pueden registrar otros ritmos
fisiologicos en estos anchos de banda. En humanos, la respiracion reportada es
demasiado lenta (~ 0.2-0.3 Hz) (155) para ser detectada por el ERG en nuestras
condiciones de registro, al igual que el movimiento ocular (0.26 Hz) (155), pero la
actividad cardiaca (0.9-1.4 Hz) (155) y las actividades cerebrales, si podrian estar
siendo registradas por el ERG. Ademas, en ratones anestesiados de manera
estable, la respiracién se encuentra en el rango de 0.9-1.08 Hz, mientras que el
ritmo cardiaco se encuentra entre 5 y 7.5 Hz. De manera llamativa, en ratas
anestesiadas con ketamina-xilasina, el movimiento ocular muestra dos
componentes de frecuencia, 1 y 12.2 Hz, el primero correlacionandose con la

frecuencia respiratoria (155). Quedaria por medir los movimientos oculares del raton
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y valorar la correlacion de su(s) frecuencia(s) con las del ERG no evocado. Con
nuestras aproximaciones, no podemos asegurar que el rango completo de
oscilaciones espontaneas medidas por ERG no evocado se origine en laretina, pero
es plausible que al menos parte de estas sefiales provengan de la retina, ya que,
en retinas adultas sanas, se ha reportado que varios tipos de neuronas oscilan
espontaneamente, y esto, dentro de un rango de frecuencias de 0.7 a mas de 10
Hz. En particular, se han registrado oscilaciones espontdneas de membrana
dependientes de Ca?* en terminales axonales de células bipolares (111,156,157),
que produce una liberacion de neurotransmisores a nheuronas postsinapticas,
incluidas, las células amacrinas y ganglionares (158,159). Ademas, células
amacrinas también son capaces de producir actividad oscilatoria intrinseca, entre
ellas, las células amacrinas de tipo starburst (158,160,161).

En conjunto, el hecho de que células individuales pueden generar actividad
intrinseca y, (157-159,161), el hecho de que las neuronas retinianas pueden
acoplarse eléctricamente, (162) generando interacciones de red a gran escala, es
I6gico pensar en la generacion de fluctuaciones espontaneas del potencial de
campo (163) en la retina. De manera notable, hemos encontrado que se pueden
medir fluctuaciones del potencial de campo en explantes de retina de raton cuando
se bloquea la entrada sinaptica de los fotorreceptores, tanto de la via ON como OFF.
Esto concuerda con estudios previos que muestran que, al aplicar los farmacos
NBQX y L-AP4, en el bafio de perfusion de retina de ratones silvestres, se induce
una actividad espontanea en las células ganglionares, amacrinas y bipolares similar
a la de retina de ratones de ratones con retinitis pigmentosa (enfermedad donde hay
una neurodegeneracion en los fotorreceptores (164)). Asimismo, encontramos que
dicha actividad es inhibida por el acido meclofenamico que bloguea las uniones
comunicantes que forman las sinapsis eléctricas entre las neuronas. Nuestra
interpretacion de este resultado, es, que las oscilaciones intrinsecas en la retina
involucran a uniones comunicantes, que pueden ser las uniones entre neuronas,
células gliales o hasta endoteliales (162). Al respecto, un estudio del 2012 reportd
gue arteriolas grandes de la retina oscilan espontaneamente en frecuencias lentas
a altas, con un espectro de potencia muy similar al registrado por ERG no evocado

en nuestro estudio. (165). Por todo lo anterior, concluimos que, si bien nuestros
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diferentes analisis de datos in vivo no pueden probar que el ERG no evocado
provenga de la retina del raton, los explantes de retina muestran oscilaciones
espontaneas de bajo frecuencia, lo que indica que la actividad retiniana local esta
embebida en la oscilacion espontdnea medida por ERG no evocado in vivo.

A continuacion, quisiera discutir mas a fondo por qué consideramos que no
se ha reportado potencial de campo oscilatorio en retinas de ratones silvestres.
Antes que todo, hay el argumento que, por ser parte del sistema visual, se ha
prestado mucha méas atencién a la funcion retiniana en respuesta a estimulos
luminosos. El interés por la actividad espontanea ha sido méas enfocado en la retina
en desarrollo.

En general, se han detectado oscilaciones retinianas espontaneas bajo
condiciones donde estéa reducida la entrada sinaptica asociada a la luz, pero no asi
en condiciones fisiologicas (166—170). La razon principal por la cual no se ha
observado fluctuaciones en el potencial de campo en retinas de ratones silvestres,
es porque la mayoria de los estudios es porque la mayoria de los estudios se
centran en la actividad evocada de la retina. El inico estudio que midié potencial de
campo retiniana sin estimulo (9), registro retinas distréficas. Por lo tanto, discutimos
nuestros resultados en el contexto de resultados con registros individuales de
neuronas retinianas o de las células ganglionares con multi arreglo en condiciones
espontaneas.

Nuestros datos muestran claramente que oscilaciones espontaneas en el
potencial de campo retiniano son discontinuas, de baja frecuencia y baja potencia.
En este contexto, las condiciones de registro y analisis de estudios previos no son
adaptados para detectar esta actividad. Por ejemplo, Yee y col (167). consideraron
gue las células ganglionares de la retina con una tasa de disparo superior a 2
desviaciones estandar por encima de la media de disparo oscilan, y aquellas con
picos mas bajos no. Sin embargo, algunas células ganglionares de tipo silvestre
muestran oscilaciones discontinuas lentas (0.2-2 Hz) (ver Figura 6A-C de Yee 2012
(167)) y se puede interpretar que las oscilaciones grandes y lentas a 0.7 + 0.5 Hz
gque aparecen cuando se bloquea las interneuronas inhibitorias con estricnina,
TPMPA, y gabazina, pueden ser la actividad discontinua que gana en sincronicidad

cuando se suprimen las entradas inhibitorias (171). Este escenario potencial se ve
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respaldado por la falta de relacion entre las oscilaciones rdpidas y lentas en las
retinas distréficas (172). Ademas, en el andlisis de regresion entre células
ganglionares retinianas silvestres y distroficas (ver Fig. 6C de Yee 2012 (172) ), se
puede apreciar que dos de cada veintiuna células ganglionares retinianas de
ratones silvestres (i.e., 9.5 %) oscilan a aproximadamente 2 Hz y ocho de veintiuna
(i.e., 38 %) oscilan méas lentamente. Lo que sugiere que estas células, que
generalmente no se consideran, pueden contribuir a una oscilacién lenta del
potencial de campo retiniano.

Del mismo modo, Margolis y col. (53) consideraron que las oscilaciones en el
potencial de membrana de las células ganglionares subyacentes a sus disparos en
reposo en condiciones de distrofia, no estaban presentes en retinas de ratones
silvestres (53). Sin embargo, una inspeccién visual minuciosa de la Fig. 2B (53),
muestra la presencia de fluctuaciones ritmicas de baja amplitud, de frecuencias
distintas, que no coinciden con los disparos de las ganglionares en retinas de
ratones silvestres. Los autores de este trabajo reportaron que los disparos de las
ganglionares, fueron acompafados por corrientes de membrana que fueron
calificadas como ruido sinaptico basal de baja amplitud con pocos eventos
resolubles (ver Fig. 3B Margolis 2008 (53) ). En otros trabajos, oscilaciones
sinusoidales (53) o sefales de baja frecuencia (53,172) se eliminaron del andlisis.
Ademas, nunca se encontraron fluctuaciones ritmicas del potencial local de campo
en retinas de ratones silvestres, utilizando filtros de paso bajo (1-60 Hz) (datos no
mostrados de Menzler y Zeck (53) ). Es posible que no se observaran sefales lentas
y de baja amplitud, ya que el estudio se centré en el potencial local de campo
oscilatorio rapido (frecuencia media de 7 a 10 Hz), tipica de las retinas distroficas.

Ademas, la naturaleza discontinua del potencial de campo oscilatorio de la
retina apunta a una pobre sincronicidad entre los conjuntos de células retinianas
responsables de esta actividad. De hecho, la sincronizacion y la actividad oscilatoria
en la retina son procesos mutuamente dependientes (173). Por lo tanto, si los
osciladores retinianos intrinsecos oscilan a diferentes frecuencias (células bipolares
a 3-4 Hz (105), las células ganglionares de la retina <10 Hz (172,174); y no estan
sincronizados, la probabilidad de detectar oscilaciones de campo es baja. En este

sentido, varias evidencias apuntan diferencias de fase individuales relativamente
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grandes e irregulares entre la actividad de las neuronas de la retina. En nuestra
banda de frecuencia de interés, el correlograma de la actividad oscilatoria lenta (1-
5 Hz) medida en las células ganglionares de la retina, muestra picos amplios que a
menudo se desvian del retraso de fase cero, lo que indica grandes rotaciones de
fase y mala sincronizacion (173). Que la liberacion espontanea de glutamato por las
células bipolares de la retina no siempre es suficiente para activar la entrada
inhibitoria de las células amacrinas (105), es una prueba mas de la pobre
sincronicidad en retinas en reposo.

A la luz de estas consideraciones, nuestros datos sugieren que la obesidad
produce cambios que han de influir sobre los patrones oscilatorios espontaneos de
ERG, quiza a través de modificar las propias subunidades oscilatorias, su
acoplamiento, y/o la conectividad de la red. En este contexto, durante la obesidad
hay un aumento en los niveles séricos de, triglicéridos, colesterol, lipoproteinas de
baja densidad, insulina en ratones como en humanos (175,176), ademas de una
inflamacion sistémica (177), lo que promueve el debilitamiento de la BHR que en
condiciones de salud, regula el paso de las moléculas mencionadas previamente.
Estudios muestran que el dafio en la BHR ocasionado por la obesidad, facilita el

paso de estas moléculas al interior de la retina (178,179).

Hemos mostrado que la actividad espontanea esta alterada en los modelos de
obesidad inducida por dieta alta en grasa y obesidad espontanea, lo que concuerda
con el hecho que en etapas tempranas de la diabetes, las oscilaciones intrinsecas
de células bipolares y amacrinas se alteran en etapas tempranas de la diabetes. En
general, encontramos frecuencias pico reducidas el rango de 0.2-2.5 Hz, que se
relaciona con una disminucion de la inhibicion en la retina en etapas tempranas de
la diabetes (180-183). Apoyando la idea de que, las oscilaciones espontaneas
detectadas por el ERG no evocado que se producen en la retina, esta el reciente
hallazgo de que la RD puede ser detectada por aprendizaje automatico de la sefial
del electrooculograma (EOG), que mide el potencial eléctrico entre la cérnea y retina
(184).
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Aunque los estudios de la actividad retiniana espontanea son pocos en el adulto y
su papel funcional aun no se ha entendido completamente (185), nuestros
resultados apoyan la idea de que, la actividad de 0.3-40 Hz es relevante para el
proceso de la enfermedad. Respecto a esto, cabe mencionar que, en paralelo a mi
trabajo, se desarroll6 un modelo basado en algoritmo de aprendizaje supervisado
de tipo Random Forest que es capaz de distinguir los casos de enfermedad de los
casos de control en los dos modelos de obesidad y en nuestro grupo de pacientes.
Esto sugiere que el contenido predictivo de las sefiales espontaneas de ERG se

conserva en mamiferos y es robusto.

Por todo lo anterior, queda claro que los hallazgos de este trabajo tienen
implicaciones clinicas. La informacién clinicamente relevante a la que contribuye el
sistema de diagnéstico predictivo, es detectar personas con factores de riesgo
prevenibles para la RD. El Programa de Prevencion de la Diabetes por parte de la
asociacion americana de diabetes, informo recientemente que las intervenciones
gue retrasan el desarrollo de la DM2 en las personas en riesgo (sobrepeso /
obesidad con alteraciones en la glucemia) no reducen la prevalencia posterior de
RD (186), pero esto se refiere a las personas que han progresado a diabetes. En
los casos en que la intervencidn intensiva en el estilo de vida y la metformina
lograron prevenir la progresion a la DM2, la RD no ocurre(186). En este sentido, es
importante reconocer que las intervenciones en el estilo de vida se logran a traves
de una implicacion considerable de los médicos y que lograr concientizar los
pacientes y sus familiares es un desafio, pero no deja de ser el mejor camino para

evitar la DM2 y sus complicaciones, notablemente en la vision.

70



VIIl. Conclusiones

- El ERG espontaneo en ratones muestra oscilaciones entre 0.1-10 Hz con picos en
las bandas de 0.1 — 0.8, 1.0 — 1.8 y 2.0 — 4.0 Hz, mientras que, en humanos, son
entre 0.3 y 40 Hz, con picos principales en las bandas de 0.3-2, 10-20 y 20-40 Hz.
- En los ratones, las frecuencias menores 1.8 Hz son propias de la retina y las
mayores a esta, pueden ser generadas por la actividad cardio respiratoria.

- En los ratones, la frecuencia pico de las oscilaciones < 1.8 Hz es mas lentas en
condiciones fotdpicas que mesodpicas.

- La retina genera oscilaciones espontaneas lentas que dependen de las uniones
comunicantes y se producen en la retina interna.

- Evidencias sugieren que, en el raton, las oscilaciones <1.8 Hz estan constituidas
por dos componentes, uno lento (0.1 — 1.5 Hz) y uno mas rapido (1.5 — 2.1 Hz), el
lento siendo generado por distintos circuitos en una misma retina.

- Las oscilaciones lentas medidas por ERG no evocado, no se modifican de acuerdo
con el sexo, en raton.

- La actividad oscilatoria espontanea medida por ERG se modifica en condiciones
de obesidad:

 Las oscilaciones del ERG espontaneo presentan una ralentizacion en la
banda de 1.0 — 1.8 y 0.6 — 1.0 Hz en el modelo de obesidad por dieta alta en grasa
y de obesidad espontanea, respectivamente, en comparacion con sus respectivos
grupos control, mientras que los PO’s no se modifican.

* En los ratones alimentados con DAG por 5 semanas, la disminucion en la
frecuencia pico asociada a las condiciones fotopicas se pierde, debido a que la
frecuencia pico aumenta en la banda de 0.9 — 2.5y 0.9 — 2.1 Hz en condiciones
mesobpicas y fotopicas, respectivamente. Este efecto es transitorio, ya que
desaparece a la semana 12.

« En humano, hay un aumento de la frecuencia pico en la banda de 20-40 Hz
en el grupo enfermo (sobrepeso, obesidad, SM y DM sin RD) en comparacion con

el grupo de sujetos sanos.
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 Los parametros de los PQO’s en los grupos de sobrepeso, obesidad y SM

permanecen sin cambios en comparacion con el grupo de sujetos control.
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