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. RESUMEN

El término glaucoma se refiere a la ruta {inal que comparten un grupo de enfermedades
caracterizadas por una neuropatia optica progresiva en la que se observa disminucion en la
sensibilidad y muerte progresiva de las células ganglionares de la retina, 'excavacién de la
cabeza del nervio éptico, reduccién progresiva de los campos - vlsualcs by ﬁnulmcme-
cegucra. La mayoria de éstas enfermedades resultan o estan asociadas a un incremento en la
presion intraocular (P1O), s:cndo este uno dc los factores de riesgo involucrados cn la
atrofia del nervio optico. Las CGR pierden su capacidad para desarrollar conexiones
sindpticas corticales y mueren por apoptosis, debido al dafio primario en el nervio éptico. El
objetivo del presente trabajo fue investigar la apoptosis en la retina de perros con glaucoma
primario, por medio de técnicas de inmunohistoquimica. Se utilizaron ojos de perros con
glaucoma primario ¢l cual clinicamente sc determind por examen oftalmolégico, asi como
examen de fondo de ojo. Se utilizaron 10 perros de raza cocker spaniel, 5 con ojos sanos y
5 con ojos glaucomatosos, se enuclearon los ojos y se prefundieron durante 12 horas en una
solucién de paraformalehido al 4%. El tejido fue incluido en parafina y se hicieron cortes
de Spm y se realjzaron las técnicas de inmunochistoquimica. Las secciones fueron incubadas
con el anticuerpo primario caspasa-3 posteriormente un anticuerpo secundario biotilinado
fue adicionado y se revelé por el método del complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa
(ABC) y también se realizo la técnica de TUNEL. En el método ABC la marca fue
visualizada en. erl;cilopln‘sr’na de las células ganglionares en los 5 ojos con glaucoma
primario, a diferencia de lés 6jos normales y el examen de los cortes tefiidos con TUNEL,

mostré tincién” posmva parn roturas’ de ADN. cromosdmico. Lo anterior nos lleva a
confirmar que: la_muernte de lns CGR es mediante ruta de apoptosis, cste hallazgo es
compatible con lmbujos pubhcados con otros modelos animales. Estos resultados sugicren
que el perro podna scr contemplado como un modelo ‘para el estudio de glaucoma en

humanos.

PALABRAS CLAVE: -

OFI‘AI.MOLOGL\
GLAUCOMA
APOPTOSIS
CASPASA 3
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1. ABSTRACT

“The glaucoma term its about the finul way that a group of the deases, with characteristic
optic nerve damage and defect in retinal sensitivity leading to loss of visual and excavated
appearance of the optic nerve and by death of retinal ganglion cclls'(RGC). most of this is
arc associate increase |ntmocular prcssurc {aop) clcvatcd is known to be a prominent risk
factor for devecloping . optic . nerve damngc in g,laucomn. There are evidence that
demonstrated dccrczisc in’thc‘ axonal tfnnsport ncurotrophms jts result dead of RGC duc to
exitotoxity. and dcpnvntlon in . neurotrophins. Thc RGC . loss the capacity to develop

synaptic conncctions lhere by resu]t in apoplo!lc ccll dcalh for'a damage in optical nerve.
The objective’ for lhns work, |s ‘a rcsearch apoptouc ‘in the dogs retinal whit primary

glaucomﬂ, yve uscd mmunohlstoc cmlcal tcchmqu We work wnh dogs eyes whit primary

) eABC method display positive
v:gla_qcornu, the difference with the

KEY WORDS:

oruTH IAL\IOLOGY
GLAUCOMA
APOPTOSIS
CASPASE3
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111. INTRODUCCION

El incremento de la presidn intraocular (PIO) causa cambios en la retina y en el nervio
6ptico que resultan en cegucera permanente. Es comiin encontrar un daio progresivo en las
capas internas de la retina principalmente en la capa de células ganglionares (15). El
glaucoma se asocia con la reduccion del transporte axonal del nervio 6ptico, compromete la
circulaciéon de éste, igual que la muerte de las células ganglionares de la retina (CGR)
debido a excitotoxicidad y deprivaciéon de ncurotrofinas (17). El foco del dafio neural es en
la lamina cribosa de la esclera, la cual ésta constituida por una serie de aperturas en la parte
posterior del globo ocular a través de las cuales salen las fibras del nervio 6ptico hacia la

6rbita. Al aumentarse la PIO se produce compresion mecanica de los axones asi como

anormalidades . microcirculatorias que resultan en la interrupcién  del transporte

axopldasmico, isquemia de los axones, y atrofia. Las células ganglionares de la retina
pierden su capacidad para desarrollar conexiones sinapticas corticales y mueren por
apoptosis. La muerte celular apoptética causada por ausencia de ncurotrofinas quc a su vez
es inducida por un flujo axopliasmico retrégrado obstruido a nivel de la lamina cribosa de la
esclera, son f‘cnémcnos asociados al dafio en el nervio Sptico observado en el glaucoma
(15). La mayoria de léns teorias relacionadas a la patogénesis de glaucoma se pueden agrupar
en dos grandés categorias, las mecdnicas que sugieren un incremento dec la PIO, resultando
cn un fenémeno crucial a nivel de 1a lamina cribosa y las vasogénicas que sugieren también
una elevacién de la:PlO superior a la presiéon de la perfusién, resultando en isquemia,

evento que conduce al dafio axonal (28, 67).

TESIS CON
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1. Estructura Anatémica del Ojo. -

El ojo esti compuesto dc tres cupns ) lumcas que rodc,.m y encicrran los componcnxcs de

refracciéon y son: VTumca Flbrosa, Tumca Vnscular y Tumca Ncrvmsa (7). )

s¢ divide cn la Esclcréuca. la

1.1 Tunica Fibrosa. - Cons:stc dc tc_)ldo colageno dcnso
cual es la pane opacu de la lumcn fibros: y la Cémca quc rcpr&cnta la cuarta parte de

la tumcn, sobresalc hacna delantc. no contienc vasos sangumcos y constnuye la porcién

trnnsparcnte dc csta. (fgura 1),

1.2 La Tm’micn ‘,Vascul‘a‘lr. ‘estd en contacto con la

csclcréncn bY% constn de tres zon.

a Coroides que mp»yi'znhln esclerdtica desde el nervio
da por el Cuerps Ciliar que tiene forma triangular como

6puco casi husta ‘el limbo se;

globo ocula.r H Es una prolongamén dc ccrcbro al gque permanece conectada por cl

nervio 6pm:o Su cara interna esta en comacto con el humor vitreo y su cara externa con
la coroxdes; esta fnalmcnte adherida'a la ora ciliar retinae asi como alrededor del
margen del disco. éptico (papila dptica) (20,80). La retina se mantienc cn el lugar

mediante la presién del humor vitreo y liquido acuoso (82). (figura 1)

2. Histologia dc la Retina

Histolégicamente, la retina estd formada por 10 capas, nueve de las cuales forman parte de
la retina sensorial interna y la Gltima capa es el soporte (epitelio pigmentario). La retina

2
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optica se extiende del disco dptico a la ora ciliar retinae. en la cual se reduce a 2 capas

celulares epiteleales del cucrpo ciliar, al ser un érgano sensorial muy especializado consta
de una unidad scnsora de tres neuronas, que procesa ¢l estimulo y lo envia al cercbro para
la respucsta visual. Las 10 capas de adentro hacia fuera son: epitelio pigmt;ntnrio de'la
retina (EPR), capa de fotorreceptores, membrana limitante externa, capa nuclear externa,
capa plexiforme extemna, capa nuclear interma, capa plexiforme interna, capa de células
ganglionares, capa de fibras nerviosas y membrana limitante interna (31,76,79). (figura 1)

2.1 Epitelio Pipmentario de la Retina (EPR)
Es la capa mas alejada de la retina, csta pigmentada en la parte no-tapetal del fondo

dando un color café homogénco a csta drca (79). Sus células son ciibicas y ticnen
nicleos parabasales y granulos pigmentados dispuestos centralmente. Los procesos

celulares alargados se extiecnden entre los fotorreceptores; el contacto estrecho de las
io para la si is del pi >

células pigmentadas con los fotorreceptores es
visual. Las células cpiteliales pigmentadas constituyen un sitio de almacenamiento de

vitamina A (7).
Las células del EPR, se organizan como una sola capa de células que reposan sobre una
membrana basal. Se caracterizan por la presencia de granulos de meclanina en su

citoplasma.

2.2 Capa de Fotorreceptores
Consiste de segmentos intermos y externos de los conos y bastones (76). Son células

neurocpiteliales modificadas para recibir, transducir asi como transmitir el estimulo

visual (7).
2.2.1 Bastones
Los bastones son mas sensib]es_n_ld luz y al movimiento. Son de importancia
especial para la visién en la oscuridad (82). Estas células se forman de: un segmento

externo, un cilio de conexién, ‘un-segmento interno, fibra exterma del baston,

pericarion, fibra interna del béstén y"é'sférul_a del bastén. El segmento externo es un

’ TESIS CON
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proccso celular aluru:do que: contienc muchas laminas de doble membrana y el

pu,mcnlo vxsu.xl “radaps:nu" -

.2 Conos L
Son s:mxlar s a los b smnes

que contienen

n ldminas segmentarias externas

odapst na

como el cxtcm
tan dt.nsa como la dc un bastén, los cuerpos cclularcs se locahzan en ln capa nuclear

cxtcma (7) Los conos son usados para la dlscnmmacxén del color, la visién con la
,qu brillante yla wslén focal aguda (47). : ’
Junte con los conos y bastones cncontramos cuatro tipos de neuronas: Células

Bipolares, Células Ganglionares, Células Horizontales y Células Amacrinas.

2.3 Membrana Limitante Externa
Los segmentos intermos de la capa de células visuales son separados del nicleo de los

fotorreceptores por esta membrana. Compuesta de las densidades de la unién celular y
las adherencias zonulares que estin firmemente atadas al segmento intemo de conos y
bastones por las células de Miiller. Su funcién es ayudar a mantener la localizacién del
nticleo del fotorreceptor lgjos del alto metabolismo del segmento interno, reduciendo el

potencial del dafio oxidativo (31).

2.4 Capa Nuclear Externa
Contiene el soma dec los cuerpos celulares de los fotorreceptores. La capa nuclear

externa sc adelgaza gradualmente en la retina periférica y la densidad de los conos y
bastones disminuye. Las estructuras adicionales de esta capa son: fibras de conos y
bastones externas, axones de conos y bastones ademas de los proceso de las células de
Miiller. Los axoncs de los niicleos de conos y bastones se extienden dentro de la capa

plexiforme externa para hacer sinapsis con las células bipolares y horizontales (31).




2.5 Capa Plexiforme Externa
Compuesta de las exu:nsnoncs axona]cs dc los fotorreceptores encerrados en el

citoplasma de las células de Mullcr para una expansion siniptica con las dendritas de

las células blpolurcs y honzonmlcs (79)

2.6 Capa Nuclear Interna

Compuesta por el soma de’las células bipolarcs, horizontales, amacrinas y células de

Miiller. Las neuronas enesta capa mantienen conexiones entre la capa de células

visuales y la capa de células ganglionares; estas células envuclven la modificacion e

integracién del estimulo (31).°

2.6.1

2.6.2

2.6.3

Células Bipolares
Conectan con las terminaciones sindpticas de los fotorreceptores y transmiten las

seflales hacia las células ganglionares. Presentan un cucrpo celular situado en la
capa nuclear interna desde donde parten una expansién externa, dendritica que se
dirige hacia la capa plexiforme interna o axén, mis larga que termina a nivel de la
capa plexiforme interna haciendo sinapsis con las células ganglionares (46).

Células Horizontales

Son las mediadoras de las interacciones laterales entre los fotorreceptores y las
células bipolares.

También responden a la luz con una hiperpolarizacién, pero a la vez existen sinapsis
reciprocas desde las células horizontales hacia los fotorreceptores. Estas sinapsis
hacen que la informacién de las redes de células horizontales, que se encuentran
extensamente acopladas a través de contactos eléctricos que realizan una sumacion
especial de los estimulos colaborando en la organizacidén centro-periférica de los
campos receptores de las ¢élulas ganglionares (46).

Células Amacrinas

Estas células presentan un cuerpo celular situado en la capa nuclear interma. No
reciben conexiones directas de los fotorreceptores, sino solo de células ganglionares
y retroalimentando también a las células bipolares. Por lo Tanto, forman la via de

asociacién lateral a nivel de la plexiforme intema (46).




2.6.4  C¢él s de Miiller
Las células de Miiller son células gliales especiales, cuyos nucleos se sitian en la

capa nuclear externa y cuy&s prolongncioncs se extienden a trziyés de todas las
capas, desde la limitante cxtema a lat llmnantc lntcmn. La membrana limitante
externa esta formada por umoncs adhcrentes entrc cstns célulns de Miiller y los

segmentos internos de los fotorreccptores (46)

2.7 Capa Plcexiforme Interna :
Compuesta de los axones de las celulas blpolarcs, horizontales 'y amacrinas y las

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

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

2.8 Capa dc Células Ganglionarcs
Contiene las células ganglionares y neurogliales y vasos sanguineos retinianos, y
consiste de una sencilla capa de células, excepto en el area central y visual (31).
2.8.1 Células Ganglionares
Poseen un cuerpo cclular voluminoso y ramificaciones dendriticas que forman
sinapsis a nivel dec la plexiforme interna con las terminaciones de las ceélulas
bipolares y amacrinas. Su axén se sitda a nivel de Ia capa de fibras nerviosas y sélo
se mieliniza a nivel del nervio éptico, por fuera ya del globo ocular. Este axén llega
hasta el cuerpo geniculado externo, donde ocurre la siguiente sinapsis visual (46).

P

2.8.2 Células correspondi a vasos g
Estos vasos se pueden encontrar a nivel de casi todo el espesor de la rctina, desde la

capa de fibras del nervio éptico hasta la capa plexiforme externa e incluso la capa

nuclear externa (46).

2.9 Capa dc Fibras Nerviosas
Los axones dc las células ganglionares se unen cn esta capa, €stos axones no estin
mielinizados y se dirigen al disco Optico. Los astrocitos se caracterizan por un cuerpo

celular aplanado y una scrie de procesos radiales llenos de filamentos intermedios; se
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encuentran casi exclusivamentc a nivel de la capa de’ fibras del nervio éptico. Su
morfologia cambia segin su localizacién, de manera que pasan de ser muy elongndus a

nivel de la retina central a una morfologia estrellada’ a mvcl de la rcuna pcnfcnca 31,

46, 76).

2.10 Mcembrana Limitante Interna
Formada por la fusiéon de las terminaciones dc las células de Miiller. En la sustancia

interma vitrea de estas expansiones, una parte de la membrana basal comprende la

membrana limitantc interna con la contribucién de remanentes de la inserciéon de

fibrillas vitreales (31).

3. Nervio Optico y Limina Cribosa

El nerwo 6ptlco no es un verdadero nervio craneal sino un tracto de materia blanca
proccdemc del diencéfalo compuesto principalmente de axones de las células ganglionares
de la retina (CGR) (16). Las CGR y los axones del nervio éptico proveen la Gnica conexién
entre los fotoreceptores (FR) de la retina y los componentes centrales del sistema nervioso
central (SNC). Para establccer esta unién, las fibras del nervio Optico atraviesan la lamina
cribosa (40). Los axones del nervio 6ptico consisten en una vaina externa de mielina, una
pared lipidica bilaminar y un axoplasma viscoeldstico que contiene moléculas de
transmisién, proteinas, microtabulos y organclos celulares. El axoplasma se mueve dentro
de los axones de acuerdo a un gradiente de presién en forma ortégrada, desde el cuerpo de
las CGR hacia su sinapsis en el cuerpo geniculado lateral ¥ ¢n ¢l cerebro, y en forma

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

La lamina cribosa de la esclera es una cstructura constituida por una serie de placas de
tejido conectivo delimitadas por astrocitos, y organizadas en forma perpendicular a los
axones nervio;os. La matriz extracelular (MEC) de la limina cribosa junto con los
astrocitos proveen un soporte mecédnico y biolégico a los axones de las células ganglionares




de la retina; sus caracteristicas de clasticidad asi como su composicién bioquimica les
hacen actuar como una estructura dinamica énpaz de alterar su morfologia de acucrdo a
variantes cn la PIO (40). Al aumentarse la PIO se produce la compresion mecanica de los
axones debido a la distorsion conformacional y pérdida de elasticidad dentro de 1a lamina
cribosa de la esclera, lo cual resulta en la rotacién, compresion, colapso de los poros y
canales laminares de tal forma que tanto ¢l flujo axoplasmico anterégrado como retrégrado
dcl nervio 6ptico se reduce para finalmente bloquearse, causando la mucrte por apoptosis
de las CGR (16, 17, 40, 66, 74).

Los astrocitos representan el tipo de células gliales mas importante en la ldmina cribosa y
en la regidn prelaminar del nervio &ptico, ya que son éstos los principales productores de
matriz extracelular capaces de expresar proteinas fibrilares dcidas y moléculas de adhesién
celular que moderan la interaccién de substratos celulares. Bajo condiciones de clevacién
en’la PIO se observan astrocitos reactivos los cuales pierden sus procesos celulares e inician
1a sintesis de diferentes moléculas en respuesta al estrés inducido por las fuerzas mecanicas
del glaucoma. Enujc éstas moléculas se incluyen factores de crecimiento, citocinas,
moléculas de adhesién celular y enzimas capaces de degradar o favorecer la sintesis de la
matriz extracelular 6 la activacién de canales idnicos. Cualquiera de éstos eventos puede
llevar directa o indirectamente a una pérdida axonal progresiva, asi como a un dafio en la
MEC el cual es acumulativo e irreversible lo cual incrementa la susceptibilidad a futuros
ataques de PIO elevada. Durante el desarrollo de la ncuropatia optica glaucomatosa no
existe invasién de células inflamatorias ni formacién de cicatrices gliales. Una vez que el
daiio inicial se presenta, se observa una cascada de eventos que conllevan a la reactivaciéon
de los astrocitos, a la presencia de cambios degenerativos en 1a MEC de la lamina cribosa y
finalmente al colapso de las placas cribiformes como la pérdida de soporte axonal (40). El
daiio a las células ganglionares de la retina y a los axones del nervio dptico puede ocurrir
ripidamente en glaucoma dec dngulo cerrado, 6 progresar lentamente en los glaucomas

cronicos de déngulo abicrto (15).
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4. - Glaucoma

El término glaucoma se refiere a la ruta final que comparten un grupo de enfermedades
caracterizadas por una ncuropatia éptica progresiva én la éue sc observa disminucién en Ia
sensibilidad y mucrte progresiva de las células gunghonarcs dc ]a retina, excavacion de la
cabeza del nervio éptico, reduccién progresiva de Ios campos v:sua]es y finalmente ceguera
(14, 61). La mayoria de éstas enfermedades rcsultan o eslén asocmdas con un incremento en
la presién intraocular (P10), siendo éste un factor de ncsgo 1mponnmc en ¢l desarrollo de

dafio rapido y progresivo en el nervio 6puoq’(17).

4.1 Humor Acuoso y PI1O

El segmento "anterior del o_|o se
élulas onocido’. como humor acuoso. El humor acuoso se

crecién activa y ultrafiltracién del plasma. La

ncuentra ocupado por un liquido transparcnte,

relativamente libre de’

produce cn el 'cixcrpd' cil
enzima anhldrnsa carbdnica pnnxclpa en la fase secretoria dependiente de energia de la
rproducclén acuosn. La mayoria del humor acuoso fluye de la cdmara posterior, a través
de la pupxla. a-la’ cémara antcnor y sale por el angulo iridocomeal hacia el plexo
venoso intraescleral. Tamblén existe un porcentaje pequeiio de flujo en perros y gatos a
través del iris,’ cuerpo c1llar. coroides y esclera (flujo uveoescleral o ruta no
convencional) (figura 2). B ‘Este actia como medio de transporte para los nutrientes
necesarios para las actividades metabdlicas de la cérnea y cristalino, ademais de ayudar
a mantener la forma normal del globo ocular. El transporte intraocular de los elementos

nutricionales y de los metabolitos celulares requierec de una circulacién constante de

humor acuoso, asi como el mantenimiento de una PIO constante, la cual resulta del
balance entre la formacidén y la eliminacién del humor acuoso. La PIO en ¢l perro es
variable, pero en términos generales se acepta un rango entre 15 y 25 mm Hg y en el

humano el rango es un poco mads bajo de 12 a 22 mm Hg (s, 13, 22, 72).

La elevacién de la PIO ‘es solo uno de los signos de la enfernedad, pero se debe

evaluar la presencia de otros cambios tales como congestion ocular, midriasis
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mantenida encopamiento con “atrofia del; nervio éptico, con cl fin de determinar la

nccesidad de iniciar la lcru'pijn dniiéluu;ummosa (6, 23, 30).

4.2

4.2.1.

Clnsll‘cacién g

desarrollan en. los os. dias de vida en el individuo (59, 71). El glaucoma

primario mcluyc a todos juellos casos en los cuales no existe desorden ocular o

use una resistencia incrementada al drenaje de humor

sistémico asoc:ado que

acuoso.” Den o de las clas:ﬁcacmncs de glaucoma primario, la mas aceptada se
da al

refiere a la cxlstencm de un angulo cerrado en el cual la resi ia increr
drena_,e se produce a causa de una obstruccién de la porcién periférica del iris sobre
la rcd trabecular lo que produce un aumento de tensiéon brusco, en humanos se

dolor, disminucién de la visién con sensacién de nauseas y

ic por la lesién del nervio Optico que es inmediata (figura 3).

presenta con

vémito ‘es’ urg
Tarnblen cxxstc un éngulo abierto que se estrecha progresivamente, en el que se da
una mcapacxdad ‘de flujo a través dec las redes trabeculares y los plexos venosos, en
humanos sc presema de una forma lenta sin producir sintomas quc la persona que lo
sufre sea capaz de detectar (figura 4). También se ha descrito la existencia del
glaucoma goniodisgénico, en el cual la malformacién del angulo de drenaje es
congemm se nspc:n generalmente a la presencia de ligamentos pectincos displdsicos

y cierre del éngulo iridocorneal (13,14, 22, 30, 55, 81).

En Medicina Veterinaria la incidencia de glaucoma canino con alteraciones
primarias del :ingqlo iﬁdocémcal ocurre principalmente en perros de raza pura (se
han descrito en 43 razas diferentes). En la mayoria de las razas, la elevacién de la
PIO comienza entre uno y tres aifios de edad, cvoluciona riapidamente ocasionando
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pérdida total de la visién entre los 6 y 7 afios, aun cuando sc intenten diferentes

tipos de terapia tanto med}cn como quirﬁrgici: (13. 39, 53).

Las razas Cockcr Spamcl B sett Hound Bcable, Boston Terrier, Didlmata, Poodle
Shnrpex ucnen una alta predisposicién a presentar
En e cuso~de os’ perros de raza Beagle existe glaucoma

mmmtura, becnnn 3

glaucoma: pnmano.
primario de nngulo ableno con una presentacién crénica, insidiosa y bilateral que
aparece entre los 2 y ‘3 afios dc cdad en ambos sexos. Es transmitido por herencia
sido “estudiado ampliamente para definir los cambios

autosémica’ rcccs:va
bioquimicos y cstruct ralcs del zingulo iridocomeal por su similitud con el glaucoma

pnmzujo de éngulo z_ablerto de los humanos (6, 22, 32, 35, 45).

4.2.2  Glaucoma Secundario’

Los glaucomas ios general se asocian con alteraciones oculares o
sistémicas los cuales directamente son responsables de una baja eliminacién de
humor"acuoso (37). El glaucoma secundario puede ser unilateral o bilateral, genético
y/o adquirido y debe ser mancjado y tratado de acuerdo con la etiologia. Son
comunes en 'cutaratas, luxacién de cristalino, sinequias periféricas, iridociclitis, iris

bombé intraccular ¥y reclusién/oclusién de la pupila.

4.3 Diagnéstico
Varios proceaimientos son invaluables para el diagndstico y valoracion del tratamiento
del glnu;:orﬁ;a, sin  embargo la tonometria, la gonioscopia, la tonografia, la
oﬁalmoscbpia, la fluorangiografia y la electroretinografia resultan indispensables (6, 14,
32,70, 71). ‘
4.3.1 ‘Tonometria
La tonometria se define como la estimacion de la P10, la cual debe de realizarse a

través de la deformacién del globo ocular y obteniendo la medicién de la fuerza
responsable de esta deformacién con la presion dentro del globo ocular (69, 75). La
PIO se puede estimar por compresién digital por tonometria de Schiotz o por
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4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.3.5

4.3.6

tonometria- de aplanacién. La PIO cnnina y felinn normal es de 15 a 25 mm Hg,
mayor de 30 mm H;, sc conS|dc.ra pmolé;,lca

Gonloscopm '

La gonioscopia se basa en la uuhzacxén dc los myos luminosos que se refractan del

dangulo iridocomneal en dngulo obhcuo, dc tu] formu que son visualizados mediante
cl uso de un goniolente cspccml quc neutraliza cl poder de refraccion de la cérnea y
permite observar el angulo 1ndocomea] .(72,°79). La gonioscopia s¢ indica en ojos
glaucomatosos, quistes del iris, : nn omalias congénitas del dngulo, sinequias
anteriores periféricas, neoplasias y\lcsxoncs’ trauméucas del segmento anterior.

Tonografia E

La tonografia es un medio de dmgnésuco que permite estimar el rango de
eliminacién de humor acuoso a u-qvés de los canales de filtracién convencionales y
no convencionales al forzarse su ﬂuj6 mediante un peso constante ejercido sobre la
superficie ocular durante un tiempo que varia de 2 a 4 minutos (6,30, 32, 39, 72, 79).
Oftalmoscopia

Mediante la oftalmoscopia ya sea directa o indirecta,
observacién del fondo de ojo por medio de una lente de aumento y una fuente de luz

se puede realizar la

{6, 13, 32, 39).
Fluorangiografia

La fluorangiografia ha sido utilizada para estudiar la circulacién retiniana mediante
la inyeccién de colorantes intravenosos como la fluoresceina que ademas es
utilizada para investigar la potencia retiniana y coroidal, la permeabilidad y flujo
vascular y las anormalidades en la pigmentacion del fondo ocular (6, 30, 32).
Electrorctinografia

La electroretinografia (ERG) se basa en la evaluacién de los potenciales cléctricos
generados por 1a retina después de la estimulacion eléctrica. La ERG depende de la
reaccion de los diferentes tipos de células retinianas, que se extienden desde el
epitelio pigmentario hasta la capa nuclear interna de la retina. El limite de
resolucién de la visién se define como el punto de umbral o el menor tamasio de un
objetivo quev puedc ser detectado por un individuo bajo ciertas condiciones. Como
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alternativa la ERG representa una técnica-adecuada de cvaluacién para funcién
visual en animales. La ERG por medio de Iu7 dc “flash™ pcrmite evaluar las capas

externas de la retina, las cuales solo se nfectun ‘en empas tardias de glaucomu (35, 61,

84).

4.4. Tratamicnto

Los objetivos del tratamiento son mamcncr la visiéon

o éptu:o, sin cmbargo, todavm no se
11).

glaucoma debe prevenir las lesiones  al ‘ne
conoce otro método para lograr este ob_)ellvo mas que la reduccxén de la PIO (2,
Actualmentc la mayoria de los métodos utlllzados para disminuir la PIO estian

encaminados a inhibir la produccién. de humor acuoso o a reducir la resistencia al

drenaje de éste (2, 23, 31).
4.4.1 Tratamiento Médico .
Entre los medicamentos utilizados para ¢! control del glaucoma estan los agentes
do la eliminacién convencional del

colinérgicos los cuales - Gan incr
humor acuoso al cnusarz.c:oﬁﬁaécfén del cuerpo ciliar. La policarpina es un agente
parnsimpaticomiméﬁco dirécto‘ mientras que el bromuro de demacario y la
fosfolina iodada:son agentes anticolinesterasa de larga duraciéon. Estos agentes

causan la contra cxén dcl musculo ciliar al permitir la acumulacién de acetil colina o

al bloqucar la'c Ilncst asa en los receptores muscarinicos de éste (39.33).

Los ahtngd}:istas bcm‘a'drenérgicos como cl meleato de timolol (bloqueador beta no
selccllvo) 'y el levobunolol (bloqueador alfa y beta) son los medicamentos mas
comunmenlc ut!llzados en humanos con glaucoma y son altamente efectivos en
dlsmmuxr la PIO en. _perros y gatos. El efecto hipotensivo del timolol es aditivo al
efecto * de los . inhibidores de anhidrasa carbonica, agentes colinérgicos y
simpaticthpmétfcds.’ El timolol incrementa el flujo retiniano en humanos. Lo cual
tiene un efecto de proteccién en la funcién del nervio éptico y la retina (3, 32, 35, 89).

13

i CON
LA DE ORIGEN




4.4.2  Tratamiento Quirl’n‘g;',ico

s,

Cuando ixi utilizacién de agentes 1‘xxrmncoiégicos_ es incapaz de mantener la PIO en
un- rango 'ﬁsiolé’gico,v se ‘aconsgja ¢l recurrir a algunos de los procedimicntos
quinirgicos que_ permita ‘el encontrar uné via_ alterna de climinacién del humor
_acuoso, o bien sea capaz de inhibir su produccién. Los procedimientos quirtrgicos
pueden ser divididos en aquellos que reducen la resistencia del humor acuoso a su
drenaje externo (procedimiento de fistulizacién o de filtracién) y los que reducen su
produccién por el cuerpo ciliar (procedimientos ciclodestructivos). En la actualidad
se han presentado evidencias que sugieren que la cirugia de filtracién permite un
mejor control de la PIO que la terapia médica, ademas de permitir preservar los
campos visuales asi como la agudeza visual cuando se realiza en etapas tempranas

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

A is en Gl

pop

El fenémeno de muerte celular programada, o apoptosis, es actualmente uno de los
mas estudiados; su importancia radica en que varias enfermedades, que afectan tanto al

hombre como a los imales, son causadas por una alteracién en este mecanismo

fisiolégico tan rclevante, a tal grado que sin la existencia de este fenémeno fisioldgico,
la vida, como acmulmcngc se conoce no seria posible.

La apoptosis es un mecaniéfnb qﬁe forma parte de la homeostasis celular y que esta
involucrado en eventos tules corno la diferenciacién celular vy el desarrollo de diversos

organismos pencnecxcntcs a dlstmtas especies, por lo cual se considera evolutivamente

conservado (10,12).
Las células mucren por apoptosis en algunos procesos como el desarrollo embrionario
mpas adultas en cl recambio de tcjidos ¥y en la respuesta

durante la morfogéncsis y.
inmune (12,43). o :
El término apoptosxs (apa-separar y ptosis-caer) fue propuesto y empleado en 1972 por
Kerr, Wyllie y Curr en Escocxa, se le conocia como necrobiosis o zeiosis, en oposicién
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a la neccrosis, es un proceso de’ autodestruccién (0 muerte) - celular  programada
gendticamente. Escribieron que existen -al menos . dos formas distintas de muerte
celular; la necrética y la que ellos llamaron apoptosis. La nccrética es ripida y
ocasionada por factores traumaticos, que se'camctcriz“': por no estar regulada por genes,
producto de lesiones celulares por causas biolégieas, fisicas o quimicas. En este tipo de
muerte se afecta  regularmente - a un- conjunto - de células mediante un proceso
inflamatorio, A diferencia durante la muerte por necrosis, los organelos celulares se
hinchan, lo que provoca un aumento en el ,v‘olumeﬁ celular, que no sucede en la
apoptosis, ya que en ésta existe una condensacién citoplasmiitica, acompafiada de una
disminucién en el volumen celular (85). Luyfase final de la muerte por necrosis consiste
en que las membranas de los organclos se fusionan y se pierde la integridad de la
membrana celular; ademas se libera el contenido citoplasmatico al espacio intersticial y
se induce asi una respuesta inflamatoria (43.85).

La apoptosis es muy prolongada y morfolégicamente distinta, se caracteriza por no
liberar mg!gﬁal‘oélular al espacio intersticial, lo que evita el proceso inflamatorio; en
este tipd “de migerte celular programada los organelos permaneccen pricticamente
iniegros, o bien pueden tener alteraciones (43,85).

En la aps'ptosfs: e fomiéh chalginaciones en la membrana celular, para auseniar la
inﬂamaqiéri; est’a‘sb evaginaciones forman estructuras vesiculares, las cuales contienen
en su - ihiéﬁo_r: material citoplasmatico y organelos, se les denomina cuerpos
‘queson - fagocitados por células vecinas © macréfagos (43.85). En la

apoptéticos,
necrosis las enzimas contenidas cn los lisosomas presentes en la célula que esta
muriendo afectan a las estructuras cclulares, en la apoptosis esto no sucede asi, ya que
primordialmente los componentes cclulares son afectados por una familia de proteasa
denominadas caspasas (84,86). La apoptosis es un proceso importante en el sistema
biolégico; es responsable de procesos de desarrollo en algunos seres vivos, como la
perdida de membranas interdigitales en vertebrados superiores, fusiéon palatal,
desarrollo de mucosa intestinal y retinal (58,90). La apoptosis en la embriogénesis
origina la plasticidad necesaria para crear estructuras que poseen una funcionalidad
limitada y transitoria, que posteriormente desaparccerin o se transformaran en
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estructuras diferenciadas. En tejidos adultos se sabe que en ciertos tipos celulares como
cl cpitelio, hepatocitos, epitelio intestinal, cspermatozoides, glz’mduld mamaria en
lactancia y la involucién del timo son regulados por apoptosis, lo que mantiecne un
cquilibrio que determina cuantas células debe tener un tejido. En plantas el proceso de
apoptosis es responsable de la diferenciacion propia del dimorfismo sexual (43, 58). La
apoptosis es un proceso activo, genéticamente determinado y biolégicamente
significativo, el cual desempeiia un papel cn oposicién a la mitosis, en la regulacién del
tamaiio tisular, en moldear los 6rganos durante la morfogéncsis en mamiferos, en la
eliminacién de células que son inmunoldgicamente reactivas contra el propio
organismo y en la eliminacién de células infectadas o genéticamente daiiadas. La
anulacién de esta ruta alternativa puede conceder a ciertas células, como las
canccrosas, la oportunidad de vivir y posiblemente de proliferar en un cntorno

anémalo, con complxcamones relevantes en la carcinogénesis y en la biologia de Ia

metésmsls.

La apoptosivs se divide en tres fases: .

pre e endh- 1 (enzxmas cuya ﬁ-mcxén es dcgradar el ADN)y proteasas
{caspasas) ademds de cnmblos en la cstructura del cltoesquclcto celular, sin llegar a su
desorganizacion, produciendo camblos cn el tanmno y forma celular (3,12,85).

En estructuras como la membrana ;clular, que se ve modificada en apoptosis, se

produce una pérdida ‘de la simetria, Lo que provoca que la fosfatidilserina, que
normalmente estd en la capa interior de la membrana, se exteriorice, se debe dc tomar
en cuenta ya que existen métodos de deteccién basados en este fendmeno (43).

Las caspasas inactivan proteinas que protegen a las células de la apoptosis como Bcl-2 y
cortan moléculas como la actina, proteina cinasa C y las polimerasas. El incremento de
Ca libre intracelular y de proteina Bax, permcabiliza a la membrana mitocondrial
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‘1

perdiéndose cl potencial de transmembrana mitocondrial. Esto lleva a mis liberacién de
Ca mitocondrial ¥ a un desarreglo en la sintesis de ADN, ya que hay un incremento en
la sintesis de ATP‘ y de esta manera s¢ generan radicales libres que oxidan al ADN
(1,29,84,86,91). )

Debido a los cambios de la permeabilidad mitocondrial, se produce entrada de agua a
su interior para la liberacién de citocromo ¢ y de proteinas como el factor inductor de
apoptosis (AlF), loa cuales activan a las caspasas. La salida de citocromo c se producec a
consecuencia de la activacién de un canal de la membrana mitocondrial, conocido como
poro mitocondrial PT. Este canal no s;l@ctivo constituido por proteinas de la membrana
mitocondrial interna y externa, permite cl paso de moléculas con un peso molecular
inferior a 1.5 kilodaltons (kDa). Ln apcrtura del mismo, al modificar ¢l potencial de la

membrana interna  de la’ mnocondn ocasnona el desacoplamicnto de la cadena

respiratoria y la mtcrrupclon dclb ransporte de electronces, junto con un incremento en el
ﬁdrial. 'entonocs ocurre la ruptura de la membrana

volumen de la matnz ntmrm!o
ltocromo € (36 48, 78)

externa y la l|bcrac16n de
Segun el estlmulo quc active la mucrte por apoptosns, podrin activarse diferentes genes:

e mdxacxones'gamma, p-2' y ‘p-8 cuando los estimulos scan
a’protein: ) ng (CD95 o APO-1), en la eliminacién de células T
espuesta inmune (4,5,88).

Fase Degrudatlva‘ Es'la dcgadacxén de acidos lei , las endc 1 degradan al
ADN, cambios’ en la membrana celular. Se reorganiza el citoesqueleto perdiendo las

p53, ‘en el caso

corticosteroides,

estructuras’ mlcrotubulares ¥ se condensa la cromatina (3).

Fase de Limpieza. En la cual los macrofagos o células vecinas eliminan todas las
células con apoptosis, atraidas por ligandos especificos para ellos y que estdn presentes
en la superficie de las células apoptosicas.

Asi, se puede resumir que la muerte celular apoptdsica ocurre en dos fases: primero hay
una fase de activacién durante la cual la célula queda comprometida a morir, seguida
por una fase de ejecucién, en la cual s¢ pueden observar los cambios de la muerte

celular (24, 34).
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5.1

Cambi Morfolog

y Bi

La apoptosis es un proceso de autodcslruccxén cclular programado benulcamcmc‘ cn

¢l praceso apoptésico se aprecian cambxos morfolog,lcos y bquulmlCOS caracteristicos.

5.1.1

5.1.2

Cambios Dlorfologlcos g I
Los cambios morfolégicos se rcconoccn por la- condcnsnclon de 'la cromatina
nuclear, que es el rasgo mds caracter!suco de 1a apoptosis, la cromatina se agrega
periféricamente debajo de la membrana nuclear, en masas densas bien delimitadas
dec diversas formas y tamaifios; apariciéon de fragmentos intracelulares envueltos por
membranas y compuestos por citoplasma y organelos ‘“empacados™ (cuerpos
apoptSsicos) y fragmentacién internucleosomal de ADN. Fagocitosis de células o
cucrpos apoptdsicos por células adyacentes sanas, ya sea por células del parenquima
© por macréfagos.

Cambios Bioquimi

Los eventos de la apoptosis en la mitocondria son: liberacién de citocromo ¢,

cambios en el transporte de clectrones, pérdida del potencial mitocondrial de
transmembrana y participaciéon de la familia de las proteinas pro y antiapoptéticas.
La presencia de citocromo ¢ en ¢l citoplasma activa a una familia de proteasas
denominadas caspasas. Estas enzimas actuaran como ejecutoras iniciales de la
apoptosis, su accién produce una ruptura de substratos celulares criticos,
precipitando asi los cambios morfolégicos originados por el programa predisefiado

de muertc (65, 87).

Reconocimiento fagocitico: Las células apoptéticas expresan jfosfatidilserina (un
fosfolipido) en las capas mads externas de su membrana plasmatica y en la superficie
de los cuerpos apoptdsicas asimismo se expresa la rrombospondina (una
glucoproteina adhesiva). Estas alteraciones permiten el reconocimiento temprano de
las células apoptdsicas por los macréfagos y las células adyacentes sanas para su
realizindose este proceso sin la liberacién de componentes

La fagocitosis de las células que han sufrido de

aclaramiento,
proinflamatorios cclulares.




npoptosis s realizada® por las: cc]uln: quc: lns rodcan. éste proceso es activo y

rcqu:crc dc nucvo ARN y dc mcsls protcmlca (69). "

5.2 Cnspnsns

denommadas

stns permnnccen en

tcs cn forma de procnzlmas o zimégenos (pro
Y dél;en ser activadas mediante la degradacion de

caspasas) ¢n .:Vc
: partato” propios de la proteina, liberando asi dos

determinado:

ﬁ’agrnentas :
postenormente serdn’ensablados’en el tetrﬂmero, que formara ¢l complejo enzimatico

ole ular‘ébroximadhmen!e entre 10 y 20 kDa, los cuales

ya acuvo (84 86)
Las caspasas se agrupan en caspasas ejecutoras (3, 6 y 7) y caspasas iniciadoras (2, 8, 9

y 10), en su estru tum las caspasas ejecutoras tienen un propéptido (P) en su extremo

amino (NHZ), este extrcmo ‘es cor!o, cuya funcién es degradar proteinas vitales para la
célula, también tienen una suburudad grande y una pequeiia (SG y SP). Las caspasas
iniciadoras ademas poseen un dominio asociado al receptor Fas, denominado FADD y
sus extremos amino (NH2). Tanto los receptores Fas como TNF tienen dominio de
muerte (DED) de interaccion px;otcina-proteina, los cuales se acoplan a las procaspasas
via moléculas adaptadoras (25,84,86,87.92).

.2.1 Estimulos y Activacién
Existen estimulos internos:y externos en la célula que se encargan dec activar el
programa de muerte ceclular, pueden ser hormonas, proteinas endégenas, radiacion

gamma, hipoxia, radicales libres, baja en nutrimentos y microorganismos patdgenos,
das de prc son si de amplificacién en los

entre otros (3,12,43). Las
que un estimulo inicial activa a un zimégeno favoreciendo su maduracién a una
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enzima activa. El primer grupo de enzimas activa a un segundo grupo de zimdgenos
y asi sucesivamente amplificando cl cstlmulo 87); .

El mccanismo dec activacién de caspnsas pucdc dnrsc por dos formas: La
autoactivacién que se denomina, nutocatuhs:s. o la ncuvncwn indirecta por otras

caspasas ya activas (84, 86). :
En una primera fase (autocatahsus) se ncuvan las caspasas denominadas iniciadoras

que ticnen en su cstructura como Zlmégenos extremos NH2 (amino) largos, donde
se encuentran sitios o dominios. especificos: El dominio de reclutamicnto de
caspasas (CARD) y el dominio efector de muerte (DED), que actuaran en conjunto
con otras moléculas que funcionarin como adaptadores: Apaf-1 o DED, los cuales
favorecerd, una proximidad, que’'ecn combinacién con su actividad proteolitica
intrinseca, promoverdn una activaciéon autocatalitica dec las caspasas iniciadoras;
posteriormente éstas se encargaran de acnvar a las caspasas efectoras (activacion

indirecta) (25,84,86,92).
Las caspasas que sean activadas como iniciadoras puedcen variar segun el estimulo

que induzca apoptosis. .
Se han descrito 2 vias de activacibn.
via receptor, como TNF y Fas, estos reccptorcs contienen dominios de interaccién

La pnmcra es a través de apoptosis inducida

proteina-proteina denominados dominios de muerte en su region intracelular, los
las adaptadoras. El sistema que mejor

cuales se acoplan con pro-casp ; via mol
se ha caracterizado es el del receptor Fas, donde la activacién de los dominios de
muerte causa el reclutamiento de la pro-caspasa 8. Cuando esta pro-caspasa se une
al dominio de muerte de la proteina FADD que a su vez se encuentra acoplada al
rcceptor, la caspasa 8 es activada probablemente por autoprocesamiento (s52). La
segunda via por la cual las caspasas pueden ser activadas requicre de la
translocacion del citocromo c de la mitocondria hacia el citoplasma y puede ocurrir
en respuesta a un aumento en la produccidn de radicales libres (estrés oxidativo), un
aumento en la concentracion de calcio en el citoplasma o la expresién de proteinas
proapoptosicas como Bax. Una vez en el citosol, el citocromo ¢ interactia con

factores activadores de apoptosis (Apaf) y forma un complejo que incluye a la pro-
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caspasa 9, la-cual cs entonces procesada a la f'orrna activa por autocatalisis. La

funcidn especifica de la caspasa 9 parece scr.la nctlvncxon de la caspasa 3 que se
considera como la caspasa central en la fase de e_]ccu ion (87). (figura 5). El TNF es
stroqitoﬁ ¥ CGR, el TNF se incrementa
rebro, este puede ser un activador de

producndo por reactivacion de mncrofngos,

despucs de la isquemia y cxnotox:cndnd enel

sustancias ncurotoxicas tales como ox:do trico’ y. exitotoxinas. Este TNF es un

inductor de apoptosis ya que acuva la caspnsa 8. Se ha demostrado recientemente
mcrcmcnmda en la cabeza del nervio 6ptico

que la expresion de TNF ‘es

glaucomatoso.

producen una caida del potencial

libera citocromo ¢ y AIF, aumentan la

: /1o’ tanto
pcnﬁééGilidh de 1a membrana mitocondrial al citocromo c, son activadores de

vias pfbapopl(';ﬁicéxs Fas, TNF y algunas caspasas.

Los genes que controlan éste proceso de vida o muerte celular son el &¢/-2 el cual actia
bloqueando la activacién del programa de apoptosis y el gen bax el cual tienc los

efectos totalmente opuestos al  estimular la muerte celular. Tipicamente la

concentracién de bel-2 y bax son iguales lo que les permite unirse uno con ¢l otro y
con las células vivas. Si la célula recibe algan estimulo para morir, se altera el patrén
de expresion lo que resulta en un incremento en bax © una disminucién en bel-2,
precipitando asi la formacién de homodimeros bax y la activacién de apoptosis. El
equilibrio entre Bcl/-2 y bax se puede alterar por falta de neurotrofinas, que son factores
de crecimiento esenciales para la supervivencia de las neuronas. La mas estudiada es el
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Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (FNDC) que es producidé pof’las células
) _i't;tinn. En cl

cerebrales y transportado por flujo axoplasmico rclrégr'a'do_;_hhcliu 1
glaucoma si aumenta la PIO interrumpe el flujo axopln’s_mivco.. rctrégmdoAl i:nréccr/las
neurotrofinas estimulan la expresiéon de genes Be/-2, por Io qué su ausencia estimularia
la apoptosis (61). Actualmente se sabe que éstos" genes también Jjuegan un papel
importante en la regulacion del ciclo celular.”Una de las moléculas clave en la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis es el gen de supresién tumoral p53, el cual
se expresa tardiamente en la fase G1 del ciclo celular actuando como un punto de
monitoreo de las células para evaluar su capacidad para continuar con su divisién.
Aquellas células que no aprueban ésta cvaluacién de competencia son llevadas a través
de una via alterna que termina en apoptosis. Al demostrarse la expresién incrementada
de p353 en células apoptdsicas se piensa que ésta pueda actuar influenciando
directamente el equilibrio entre bc/-2 y bax. La deprivacién de neurotrofinas cs
considerada como una causa importante de apoptosis en las células ganglionares de la
retina (61). Numerosos estudios han demostrado la habilidad del FNDC y e! FCN para

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

5.4 Importancia de Neurotrofinas, Oxido Nitrico y Endotelinas en la Apoptosis

5.3.1 Neurotrofinas
Las neurotrofinas que son factores necesarios para el crecimiento y desarrollo de la
mayoria de las neuronas son péptidos pequefios que también se conocen como
factores neurotréficos, citocinas o factores de crecimiento. Las ncurotrofina actian
uniéndose a receptores celulares especificos, los cuales a su vez estimulan una
cascada de eventos moleculares que afectan la funcién esencial del metabolismo
celular. Aunque existen multiples factores que han sido identificados, solo algunos
son necesarios para la vida de las CGR. Uno de éstos es el Factor Neurotréfico
derivado del Cerebro (FNDC) el cual es liberado por las células del cerecbro al
momento del desarrqllo de los axones de las células ganglionares. La primera CGR
que establece contacto con estas células cerebrales toma el FNDC y lo transporta

hacia la retina mediante un transporte axopliasmico retrégrado. Hasta éste momento
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5.4.2

las CGR que se desarrollan” sin ncccsndad del: FNDC ticnen camblo: moleculares

quc hace dc las ncurotrofnns algo cscncnal rmru su sobrcvxvcncla ~Las CGR quc

micmbro de la fam:lm de factores de necrosis tumora_ cuya’ fun 6n ‘principal ‘es
modular la: scﬁahzacnén de los receptores 7rK, asi como la-de mediar la muerte
celular, Se sabe que la co-expresion de p-75NTR y ¢rkA en 1a ' misma célula lleva a la
forma&:lén dc reccptores de alta afinidad asf como determma la sobrevivencia o la
muerte celular (9) :

()xldo N(trico y Endotclinas

El cndotello vascular es un actlvo participante en el mantenimiento del tono
vascular Y en la rcgulacnén del ﬂu_,o sanguineo, a través de diferentes rutas
mlogé Alcas Al cxxstxr allcracnoncs en el microambiente endotelial existe una
rcspu&sta en la sintcs:s dc d:fcrentcs agcnles vasoactivos con el fin de mantener un
balanc entre la vasocon tnccnén y la vasod:latuctén. Entre los factores vasoactivos
a los prostanoides, al 6xido nitrico (ON) y a

denva os del endoteho
fuctor vasoconslnc(or derivado’del endotclio llamado endotelina.

La prostaciclin causa un incremento en Ia generacién de AMPece en las células

as’'paredes de vasos sanguineos, reduciendo el calcio

intracelulary, o tanto, induciendo miorelajacion.

El ONves ur cal‘libre en forma dec gas que actiia como neurotransmisor y llega
tcner efectos reguladorcs (vasodilatacién) o neurotdxicos dependiendo de su estado,
rcducldo u omdado, asi como por su concentracién. El ON es generado por la
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sobreexitacién | de’ rcceptorcs NMDA y ecsta involucrado en  la  formaciéon de

ox:radlcalcs, cstrc.s oxxdauvo, ‘procesos dc apoptosis y cs capaz de polcncmluur el

dafio ox:dauvo mcd do po cl uc:do qumollmco (18). El ON ¢s sintetizado por las

fosf‘onlacnén v, por 1o tanto ‘l S rclajaclon vascular,  El ON también afecta los

pcncxtos e |nduce 3 asodllatucnén a nivel capilar, lo cual ¢s capaz de mantener un

estado constante de vasodllatacxén en la circulacién ocular e, 63)

‘Molccularmcnt se han 1dennﬁcado 3 distintas expresxones genéticas de ONs : ONs
), O s endotelml (eONs o Ns 3) y ONs inducible (iONs
ortado la’ presencm dc ONs l v s'3 en el nervio Sptico de

ncuronal (nO

celulas endotclmles, eosméﬁlo fo]iculoé ovéncos, cxertas

la activacién de las caspasas mcluyc do perd|da de la transmembrana

mitocondrial y la liberacién de citocromo
Las endotelinas (ET) son pcqueﬁés béﬁiid
la P1O y en la modulacién de la circulacién circular. La ET-1 se distribuye en cl

cﬁtﬁn envueltos en la regulacién de

tejido ocular y sc localiza en humor acuoso, iris, cuerpo ciliar, retina, comea y
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coroides (57, 68). !:Jcrccn una potente accnén vnsoconstnctorn de Iargn dumcnén al
inducir la liberacidn del calcio intracelular, La ET-I dlsmmuyc cl ﬂu_]o sangumeo de
la cabeza del nervio éptico; mientras que los ngcntes bloqucadores dc los canales de

calcio han demostrado inhibir la contraccion de las nnenus de lu retina ‘bovina

inducida por ET-1 (17,63).

6. Exi icidad en Gl

La isquemia retiniana y de la cabeza del nérﬁo éptico junto con la deprivaciéon de
neurotrofinas generada por un bloqueo en el ’flu_‘j.o axopldasmico retrégrada hacia la células
de la retina, alteran la permeabilidad de las CGR'y posiblemente inducen una disfuncién en
las células de Miiller. A partir de estas célula# se liberan niveles potencialmente téxicos de
glutamato retiniano hacia el medib afnliicnte celular, mismo que es capaz de inducir un
dafio secundario en:las néﬁrdn y axones celulares que logran escapar al dafio primario
causado por una prcsxén de’ pcrfusnén ocular reducida en forma sostenida o intermitente
asociada a. la cl vac én cn PIO Como consecuencia de éste medio ambiente téxico se
i6n extracelular de iones como el K* y Ca?*, cambios en

os en la co !
1a hldréhs:S dc fosfol(pxdbs. liberacién de radicales oxigeno, un incremento en los niveles
de opxoxde. una r&puesta inflamatoria, edema y alteraciones metabdlicas y de flujo
sanguineco, acuvaclén de proteasas intracelulares, incremento cn sintasa de 6xido nitrico en
la cabeza dcl nervxo épnco, acumulacién de la proteina p53, apoptosis en fotorcceptores asi

como en celulas gangllonnrcs, generacion de radicales libres de oxigeno con la subsecuente
incrementados de

atrofia y degcnemclon progresiva del necrvio optico. Los niveles
glutamato mtrnvnrco encontrados ¢n perros glaucomatosos proveen evidencia al

mecanismo exnotox:co ¢ isquémico inductor de la muerte de las CGR y de la atrofia del

nervio optico ,obscrvndo cn glaucoma canino (15,74).

Algunos de estos aminodcidos exitatorios como el glutdmico, el aspartico y el dcido

quinolilfiico contribuyen al dafio neuronal secundario (18,50,73). El dcido glutamico actua
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sobre receptores N- Metil- D-Aspnnmo (NMDA) provocando laentradade NayCay sahdn
de K, lo que dcscncadcna la dcspolanzac:on de ‘membranas | celulares  con acuvncxon
sucundunn dc los canalcs dc Cn Yy acuvnndo sc;,Undos mcnsa_]cros que liberan mis Ca de
; cxccso de” Ca actiia transformando la enzima Xantina

ulmaccncs mlracelularc
dcsludrobcnnsu n«Xuntmn oxxdnsn, lo quc ‘favorece la produccién de oxiradicales y activa
o smtcmzn dcpcndxcntcs de Ca. El &cido quinelinico es una

vnda del. tnptéfnno, su ncurotoxicidad provoca aumento en Ia
el cnoplnsmn, dlsmmuyc el ATP, el GABA, aumentando la

Algunas ev:dencms recu:ntes sugicren que la disminucion en la PIO no es un paso

suﬁcnenlemcn(c vnhoso para detener la progresién del dafio en las células ganglionares de

la retina. Esta pérdxda progresiva llega ha continuar después de la disminucién en la PI1O
debido al medxo nmbxcnlc hostil a la retina y el nervio 6ptico que es creado por las neuronas
‘como por los cuerpos celulares que fucron danados al

retinianas degenemdas asi.
producirse - 1a pnmera clcvaclén de la P1O. El dafio primario al nervio optico induce la
’CGR mlsmn ‘que se asocia a excitotoxicidad por acido glutdmico,

apoptosis ‘de’
depnvacxén de neurotroﬁnas, acumulncnén de calcio intrancuronal y formacion de radicales

de oxigeno hbre ‘Los mvcles de glutamato intravitrco (6.6+5.6 uM, niveles normales) se¢

encuentran’” elevados ccrca dc 6 veces por cncima de lo normal en los ojos de perros

afectados con laucoma crénico. Las células ganglionares apoptdsicas dafiadas, liberan mas

edlspone a una degeneracién secundaria posterior en las células

ganglionares dyacentes que se encuentran sanos (15).

7. Autorregulaci del Ojo durante ¢t Glaucoma

El mecanlsmo dc control vascular local encargado de mantener un medio ambiente
metabolico en el te_]ldo, 'sin importar las condiciones que tiendan a bloquear la homeostasis,

es llamado autoncgulaclén (63).
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En ojos normales cs posible observar que una elevacién moderada de PIO tiene cfectos
minimos sobre ¢l flujo sanguineo de la retina y el nervio éptico debido a la presencia de un
proceso que controla el flujo vascular llamado autorregulacion. Esto significa que dentro de
‘un rango normal de presién de perfusion ocular (PPO), una disminucién dc ésta perfusidén
generada por un aumento en la PIO induciri una dilatacién de los vasos sanguineos
ocublarcs y hor lo tanto mantendra constantes los niveles dc¢ flujo sanguinco (17). El
mecanismo de autorregulacién ‘es completado a través de la habilidad del sistema
cardiovascular para ajustar la'resisten‘x::ia de cicrtos vasos para controlar el diametro de su
lumen (63). El mecanismo de uutorfegixlacién es iniciado por fuerzas de traccién ejercidas
sobre el musculo liso de la pnred yn'sg:ulnr, por el efecto del intercambio de viscosidad
sanguinea del flujo snnguingd ‘sbbre las células endoteliales, asi como por ¢l estado

metabdlico de las célqlas an:

La patogenia del glaucoma cs todavia desconocida en muchos aspectos, sin embargo
que el glaucoma estd asociado con cambios vasculares

existen evidencias que hacen p Y

sistémicos y oculares asi como una nsmmuclén en la macro y microcirculacion ocular (56).

Las arterias ciliares postcnore cortas "‘actian como arterias terminales en el ojo, siendo
regiones retinianas y coroideas

éstas arterias las encargadas’ de supllr vascularmenlc
independientes (16). Las areas de retma y corondes quc recxben nutricién de arterias ciliares
las cuales -bajo condxcxones de PIO

adyacentes forman zonas dc “mantos vasculares
clevada u oclusidén vascular resultun en éreas de hxpoperﬁwlén (17) Lo auloregulaclén no -
rte de numemcs

do

na pre5|6n

lograndosc asi mantener un flujo sanguineo efectivo con. mmxmos efectos secundanos al

elevarse la P1O en ojos normales. :
Aunque algunos. factores como son la presién de perfusion, »la;resisicncis vascular y la
viscosidad sanguinea son determinantes en el control del ﬂujo vascular, existen otros
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factores quc ;,obxernnn cl tono vascular como son los ncrvlos ¥y las hormonns vasoacuvas,

asi’ como las rcspucslns cndo(clmlcs, mlogg_mcns y: mcmbéhcas. Cuando el mccamsmo de

El flu_jo snngumeo de la retina y dc la'porcién prclamma d
autorrcgulablc. altamcntc sensible ‘a ‘la hipoxia -y por o mn

adaptacnén a cambios en la presién de perfusién ocular (PPO) inducidos por. Ia elevacnén de
incrementando

on :gran; capacldad de

la PIO. Las prostaglandinas actuan como medmdorcs de’ ] ‘vasodilatacién
" re na nlos’ casés en que se

cl flujo sanguineo en el nervio Sptico anterior y.en. la T
incrementa la pCO:. Los flujos sanguincos de la cormdcs ha.n mostrado ser relativamente
insensibles a los cambios en la concentracién de oxfgeno, mucslran poca adaptacién, lo
cual. los hace altamente sensibles a los cambios de la P[O. Adcmns del efecto de la
acetllcolmﬂ ¥y la noradrenalina, el control neurogemco de la cxrculacxon ocular estd mediado
por una vanednd de neurotransmisores entre-los’ que ‘se -incluye a la sustancia P, la

colccxstoqulmna, gl neuropéptldo Y ademss del pohpeptxdo intestinal vasoactivo.

La prcscncla de altcracnones cn la capacndad de autorrcgulaclén y de flujo sanguineo ¢n ¢l

retinianos acompaﬁando al increme; to en la pérdi del xe_udo neuronal. Estos resultados

son cxphcados por‘un cierre: funcuonal o un cstrecham:cmo de los capilares bajo las

condiciones fsmléglcas cx:slcnlcs cn los pac ntes con’ glaucoma. La hipertensiéon arterial
atrora glaucomatosa del

asociada con una h|polcns:én noctuma tambxcn panxcxpa

nervio éptico (56).
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8. . Métodos de D ién de Apoy

La deteccidn de la apoptosis se realiza por métodos directos e indirectos. Se menciona a la
mlcroscopm épucu ¥y clectronica, mlcroscopla de fluorescencia, visualizacion histoquimica

medxanlc TU‘NEL y citometria de flujo entre otros.. En ¢l presente trabajo sc realizo la

técnica  de xnmunohlstoqulmlca por ‘el método del complc_jo Estrcptavndmu-Blonna-

pcroxldasu (ABC) para detectar la caspasa 3y la técnica de TUNEL para dclcc!ar apoptosls

en Ias CGR.

8.1 Microscopia Elcctrénicn SR
En este méxodo se hncen cvxdenles las - sxgulcnlcs caracteristicas condcnsacxén dc
form cnén dc :

cromnlma cn patrén de media luna, reduccu‘m del Zvolumen celu]u

cuerpos apoptésmos y fagoc:tosts de éstos por 'élulas

comunmcnlc cn cultivos celulares que han ‘sido som t|dos élgﬁn"ésgi’huio que

mduzcu apoptosns 43).

8.2 Tinciéx; con Hematoxilina y Eosina
La observacién de células tefiidas por hematoxilina y eosina (HE) es una técnica que
presenta ‘venmjas por ser econdmica en relacién con otras; solo requicre de un
microscopio de luz y un microtomo. En ella se usan muestras fijadas en formalina al
10% y procesadas. En esta técnica se observa la cromatina con su patrén de media
luna. Asimismo, permite valorar un niimero mayor de células que con la microscopia

electrénica; la desventaja es que confunde la condensacién de la cromatina existente en

células no 5poptésicas de las que estin en apoptosis (43).

3

8.3 Tinci con Fluor
Se emplean: los colorantes Hoechst 33258 o el colorante denominado DAPI, y sc

identifica ficilmente caracteristicas como son la condensacién de la cromatina y Ia

fragmentacidn nuclear, asimismo, se evaltan y cuantifican un nimero considerable de
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8.3

células. -Su desventaja'es que ¢s de un costo mayor y que para llevarla a cabo sc

nccesita un sistema de fluorescencia (43).

blcc(roforcsis dc ADN

La fragrncntacxén de ADN por geles de agarosa es una de las técnicas mas
ﬁccucntem nte uu zadas para detectar el fendmeno de apoptosis. Las células o tejidos
S mcn a cstc cnsayo deben ser tratadas tanto fisica (temperatura) como

Que’ se

. qu!mxcnm nte,(cnzxmas, por cjemplo, proteinasa K) para liberar ¢l ADN, utilizando

. fori’nél Yy clqrofdﬁng para remover las proteinas. Al obtener el ADN de las mucstras,,

- sc somcten estas a una clectroforesis con geles de agarosa, de csta manera, al ser tefiido

‘el ‘ADN prcséntc en el gel con bromuro dc'elidio. se visualiza el patrén de
ﬁ'agmcntac:én. Esta técnica se caracteriza por ser poco scensible, ya que no detecta

cantidades pequefias de material genético que presenten el fenémeno (43).

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

electrénico y mecénico denominado citdmetro. En este aparato es posible analizar
grandes cantidades de células en pocos minutos, adicionalmente existen técnicas que se
basan en la medicién del ADN, evaluacién de la morfologia, deteccion de
fragmentacién e incluso expresién de proteinas propias de apoptosis, que son
evidenciadas, medidas y cuantificadas en una poblacién celular, es extremadamente

costosa y solo sc aplica en suspensiones cclulares, 1o que es una limitante (64).

Tincién con anexina
Se basa cn alteraciones propias de la membrana celular en las cuales la fosfatidilserina

presente en la membrana de manera normal se exterioriza cuando las células estan en
un proceso de apéptosis, dc esta manera la fosfatidilserina se acopla con la anexina.
Las desvcma_:as son_que se. introduce el colorante en cualquier célula que tenga una
pérdida de la’ m!emdad de la membrana y que no debe ser usado en células que han
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sido permecabilizadas o:cn’ tejidos incluidos en’ parafina, y tiene la ventaja de que

permite examinar grandes cantidades de eélulas (43)..

8.7.1

Inmunchistoquin

Av:dxna-onn na (ABC)

Mélodo dcl Complcjo Avidina-Biotina (ABC)
Esta técnica usa tres reactivos: un anticuerpo primario.
que esta quimicamente ligado a la vitamina blotinh'
glicoproteina avidina que esta ligado a la biotina y pcrox:d
habilidad de ligarse con cuatro moléculas de blohna,Ac
Esta fuerte afinidad lc da al método excelente scnsiﬁilidad

La peroxidasa (HRP) usada en nnmunohls(oquumxca reuccmna con pcroxxdo de -
para’ formnr una molécula

hidrégeno, en la presencia de un elcctron donunt
coloreada. Algunos ejemplos de los donantes de elcctrones son. 3 3 tetracloruro de
diaminobencidina (DAB) y 3-ammo-9- nlcarbazol (AEC) La DAB produce un

producto (crmlnal mnn‘én en cl le_)xdo y se’ cubre con' el cubreobjetos montado en

resina.
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8.7.2

Ensayo de Terminal deoxit sfe ase medi d X-dUTP Nick End Labecling

CrUNEL)
Al existir una dcgradnc:én dcl ADN por accién dc las endonucleasas se generan
: consuluycn cl sustrato para una enzima denominada

fragmentos 37, cstos’
dcoxlmbonuclcoudxl tmnsfcmsn quc camhzu la adiciéon de nucleétidos marcados

con ﬂuorcscemn, lo quc crmxte obscrvar a Ins células con un ADN fragmentado y

su morfologm de’ formn snrnultnnca en'el microscopio. Esta técnica s¢ observa ¢n un

.microscopio éptico comun sin sistema de fluorescencia, es muy costosa (43).
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VIiI. MATERIAL Y METODOS

Sc utilizaron 10 perros dc r:uu cocker spamel S perros con o0jos sanos y 5 con glaucoma

bilatcral.. A los 10 pcrros se lcs rcuhzé un examen fisico general y exdimenes para el

diagnéstico_de glaucomn. El glnucomu pnmano se diagnosticé por examen oftalmologico,
en’ con’ tonometnn digital en la cual los dedos indices se

cl _cual se consmuyo po ex:

u periores y se’ presnonu gcntllmentc el globo ocular (figura 6),
se rcnllzé una después de la otra percibiendo un
'os globos oculnres, en la tonomctna por aplanacién se

colocnn sobrc los pa adn

la prcsxén dlgnn

cn ambo OJO el perro debc pcrmancccr sentado o en

lentras se sosuenc al pcrro no debe tocarse el area de la

restriccién fisi
El angulo

a y el’ lcnte se llena ‘con metilcelulosal-2.5%.
y- algo de magnificacién. Se usan el

el. espacio
amlna ‘con unn luz focal

iridocornea
mdxrecto, el gomoscopxo de mano o las lamparas de hendidura

1irecto o

oftalmoscopio
éébscryn el ‘dngulo en !odosilos ‘cuadrantes y los ligamentos pectineos.

(figuras 7 y 8).

En los perros con glaucoma bilateral sc observé el angulo iridocomeal cerrado. Finalmente
se les realizd c'xam‘cn de fondo de ojo con oftalmoscopio indirecto en la cual se interpone
un lente condensador entre la fuente de luz y el OJO. La luz incidente se condensa para
iluminar el fondo. La luz reflejada entonces también es condensada por ¢l mismo lente para
formar una lmagen virtual, invertida y rcversa entre el lente y la fuente de luz. La
oftalmoscopia indirccta se ajusta para’ quc la luz se cncucntrc hgemmentc abajo del centro

del campo visual del cxammndor (para reducir et rcsplandor) Se sostiene gentilmente el
hocico del paciente y se posiciona el lentede 3 a § cm'de la cémea y el parpado superior sc¢
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V. JUSTIFICACION

Sec han realizado estudios donde se determina la apoptosis o hallazgos compatibles con la
apoptosis en CGR y: nervio  éptica en - ojos . con glaucoma humano y en z,laucoma
experimental, en snmms, conejos y rams, asi como examen de caspasa 3 en retinas de rata
cxpucstns a xsquemm Y presién hxdrosténca, pero no s¢ hn determinado en el perro, el cual
podria ser un modclo de mvesugnclén ndcal por su ocurrencia espontédnea de glaucoma, ya

que los mecanismos patolégicos son comparab]cs a los que ocurren el glaucoma humano.

V. 'HIPOTESIS
La caspasa 3 pnnxcxpa como caspasa ¢jecutora de apoptosis en las retinopatias

glaucomatosas en Ios perros.

V1. OBJETIVOS |

Determinar la apoptosis en retina en perros con glaucoma primario.
Identificar la presencia de caspasa 3 en CGR en ojos glaucomatosos en perros.
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retrac. En cstos perros sc observo excavacién del nervio 6ptico y atrofia retiniana, signos

tipicos del glaucoma (figura 9 y 10).

Posteriormente, a todos los pcnos sc lcs reahzé la lccmcn ‘de pcrfu:xén (apéndice 1) y se

enuclcaron los ojos. A los ojos enuclcado sc.les. rcahzé unn lnC|516n ‘a nivel comeal y se
ucidi dc paraformalehfdo frio al 4% para

mantuvieron duramc 12 horas sumergld s
posteriormente Iuvarlos con cacodxluto de bodlo, 4 veces con un intervalo de 15 minutos, y
se - conscrvaron o fijaron en formalina amortiguada al 4%, ‘se deshidrataron en el
histoquinete (apaﬁado 2) para incluirlos en parafina y realizar los cortes sagitales de Sum
(apéndice 3) y colocar estos cortes en laminillas tratadas con silano (apéndice 4)

previamente identificadas.

idasa por el método de cl

Deteccidn de caspasa 3 mediante Ia técnica de i P

Complcjo Streptavidina-Biotina (ABC).

Con esta técnica se trabajaron las laminillas con los ojos sanos como testigos (+ ¥ -) ¥ con
los aojos glaucomatosos (+ y -), utilizando las soluciones de xileno, acetona, alcohol
absoluto, alcohol al 96% y 70% y agua destilada, solucién amortiguadora, peréxido de

hidrégeno, metanol, hematoxilina de Mayers, resina sintética, suero normal de conejo

(SNCo), sucro normal de camecro (SNCa), anticucrpo primario (caspasa 3, 1gG policlonal

dec congjo) a una dilucién 1:200, anticuerpo sccundario (IgG anticonejo), compiejo

Avidina-Biotina y revelador (DAB). El procedimicnto sc especifica en ¢l apéndice S.
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Técnica del TUNEL

Se practico esta técnica sobre secciones de parafina para verificar apoptosis en CGR, capa

de folorrccepiores y capa 'pl‘éxifom‘lé interna; cn ojos sanos, testigos y glaucomatosos.
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Vil RESULTADOS

Los 10 ojos con glaucoma resultaron positivos a la inmunohistoquimica por el método
ABC, tificndo en ¢l citoplasma de una o mas CGR indicando cnspaéa 3 positiva, que es la
12 y 13). También rcsul!o 'caspusu 3 poéitivn

caspasa cjecutora ¢n la apoptosis(figuras 11,
ulas TU'NEL X

cn el nervio 6ptico excavado (figuras 14). Asi tamblén se encontmron
positivas en la capa de CGR (fgum 15), capa de fo!orrcccptorcs (fgura 16) y ‘capa

plexiforme interna (figura 17).

Utilizando el método ABC se obtuvo un porcenmjc de CGR exlstcntes l_an-iiriilla, ya.
que diferia ‘el numcro de CGR en cada corte en Ios OJOS con >

promedlo habla un 55% de célulns ;" s exi

laminillas con ojos glnucoma;bso servd’ un’menor porcentaje’de CGR

una estructura anormal con tincién
En Jas CGR de las lamini tigos no ‘'se visualizé una

positividad a caspasa-3 el mente la poﬁitivid:id a caspasa 3 fue

visualizada en el citoplasma en’los 10 ojos son glaucoma

primario.
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El examcen dc los cortes tefiidos con TUNEL quc |dcnllfca las células apopténcas mostré
CGR con_recaceidén ‘color marrdén, que representa la” tmcnén posmva para roluras dc ADN

cromosémlco cn los o_|os ;,Inucomnlosos. (Fgum 15)

% de las célulus ganz,honnrcs

Mcdmntc csln lécnlca se delcclé npoptos:s cn el 12“
csludmdns cn o_|os con gIaucoma versus cl 1 2 % cn pcrros normules.
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IX. DISCUSION

Experimentalmente se han realizado estudios para detectar caspasa 3 y apoptosis en monos,
congjos y ratas con glaucoma experimental. Tizel y Martin detectaron apoptosis en retinas
de ratas ;;or cl inélodo TUNEL, visualizando fragmentacion nuclear de ADN y examinaron
caspasa '3 con rodamma fluorescente en CGR de ratas. El glaucoma experimental lo
obtuvxeron por |squemm y elevacién de la presién hldrostﬁuca (83). Asi también Marcuello
Es!udlaron los cambxos apoptéucos observados en la retina dc conejos tras una

y col
t l|gando vasos cpisclerales para inducir la

hlpenensu‘m ocular p- >d cida experimental
hxpcncns:én ocular, ya quc la ‘cauterizacion de dichos vasos produce una disminucién del

drcna_lc de] humor ‘acuoso que conduce ala’ hlpcncnmén, isquemia retiniana y muerte
) tecmcns de 'mxcroscopla Sptica con tincién de

monos y 14 co CJOS. La PIO la elevaron por ablacién con ldser de argén e inyectiandoles

glébulos I‘OJOS en’ la cémara anterior.” En los monos la seccién del nervio éptico fue
aprox:madamente 6rnm postenor al globo ocular y en los conejos 4mm. Observaron
mediante la técnica de TUNEL y electroforesis cambios morfoldgicos de apoptosis como es
la condcnsacidn de cromatina y formacién de cuerpos apoptéticos (69). Asi mismo, Pease y
col. concluyeron ciuc la interrupcién del transporte retrograda y la acumulacién de TrkB en
la cabeza del nervio éptico en modelos de glaucoma experimental, juegan un papel
importante cn la muerte por apoptosis de las CGR en glaucoma por ausencia de
neurotrofinas. Ellos somcticron a 31 ratas a una PlO elevada por 4 horas, concctando una
cdnula en la arteria femoral y una aguja sin punta a una altura variable en la cimara
anterior, a 6 monos los trataron con liser dec a;gén sobre la maya trabecular elevando la PIO
y causando dafio experimental al nervio éptico, lesion similar a Ia del glaucormna humano,

glaucoma

finalmente a 2 monos les seccionaron el nervio &ptico provocando asi

experimental a cada uno de los modclos animales (66). Selles-Navarro y col. comprobaron
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en ratas, que las CGR mueren por apoptosis, ya que provocaron isquemia en la retina
incrementando “la PIO,- colocaron sutura. 6-0 abajo y arriba del limbo comeoescleral,
fijandolo cn'dircccién opucsia h':ista'quc cl flujo sanguinco de la retina se interrumpio
complcm.mcntc. Rcahzaron un comco de CGR en ojos testigos y ojos con. glaucoma

expcnmcntal en dlfcrentcs uempos, comprobando que entre los 90 y 120 minutos después
de la xsquemm. mduce Ia p' dida dc aproxlmndamentc 75% a 95% de la poblacién original

de CGR 5.

chkis: y ol evaluaron la apoptosis en diferentes 6rganos por el
-Ey elect!'OfO!'cSlS, observando por el método TUNEL condensacién

método TUNEL,
nuclear.y cuerpos apoptéticos, asf como también positividad a caspasa 3 por ¢l método

ABC en bazo, 'que> fue el érgano con mayor positividad a TUNEL, comprobando que la

caspasa 3 esta involucrada en la muerte celular programada (41).

En el presente estudio en las CGR que suponiamos estaban en proceso de apoptosis se
visualizo una positividad a caspasa 3 y fragmentacién de ADN, lo cual puede indicar que
en perros con.glaucoma primario hay muerte ceclular por apoptosis al igual que en cl
humano con' glaucoma primario de angulo abierto y en monos, conejos y ratas con
glaucoma experimental. Se realizo la técnica de TUNEL para observar los cambios
morfolégicos que ocurren en la apoptosis, como fragmentacion de ADN cromosémico y se
observo positividad a caspasa 3 por el método ABC en perros con glaucoma primario, que

es un glaucoma que se da de forma natural , ya que al igual que en humanos es hereditario.
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El perro pude ser.un modclo n.nural parn reahzar cstudlos para prevenir el g,laucoma cn

humanos o 1nvcsugur un mc_]or tratamlcmo y cstudmr su proccdxmlento detalladamente cn

cste modclo ammal

El prese te

t: 1 a [+ apoptosxs.

muerte cclular pro
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NI. APENDICES

AI'ENDICE 1.

Se nncslcslaron Ios pcrros y la mducclén ancstéslca s:: llcva a cabo con uopc al sédlco a una dosis _

con un pH de 7. 4 se observo hasta que cl globo ocular estuvo rigxdo pnra proccdcr a Ia cnuclcacxén.

APENDICE 2

Se deshxdratan los o_|os en cl hls!oqumctc pasando por formol, alcohol al 70"‘ alco‘ol al 96% 3

pases, alcohol nbsoluto 2 pascs xilo! 3 pases, parafina 2 pases. Se progmma el hlsloqume(c en la

noche, ya que sc Ilcva ‘aproximadamente 1 hora por cada liquido.

APENDICE 3

Sc realizaron los cortes a 5 micras, colocéndolcs en ‘una la in: illa no tramda. nplu::indolcs unas

gotas dec alcohol

(para extender los’ cort

scecar, todas las laminillas sc L mal

desparafinarse y se realizo la mmunohlstoqulmxc
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AI‘I‘ZNDICP

La laminillas tienen’ que scr lmtadns con, snlano para lcncr una bucna Fjuclén.

Técnica:

1. - Lavar las laminillas con agua corrient ‘dcjarlas secar:

Poner Ids lnm nillas

5. . Colocar el cortec para realizar la inmunohistoquimica

APENDICE S

Procedimiento del méto]:io ABC

Primer dia. : :

1. Desparafinar los ccﬂés a 60°C toda la noche,

2 Dcspamﬁﬁar en3 cémbios de xilol de 5 min c/u.

3. Pasar por acctona 3 min. (para fijar bien el tejido).

4. Pasar por alcohot absoluto por 3 min. (hidratar)

5. Inhibir peroxidasa cndégcn5 con hcganol ¥y agua oxigenada por730 min. (50ml de

metanol+0.5ml de agua oxigenada al 3%).

6. Pasar a alcohol de 96% por 3 min.

7. Lavar con agua corriente.
8. Lavar con agua destilada.:
9. Poner las Iamnmlla. blos dc 3 min clu.

10. Secar las lamnmllas alrcdcdor dcl u:_udo Yy poncrlas en camara himeda para agregar SNCa e

incubar a lcmpcmturﬂ nmblcnlc por 30 min.
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11. Drenar el suero y limpiar alrededor del tejido para aplicar el anticuerpo primario

correspondiente (caspasa 3). Incubar en la camara humeda a 4°C por toda la noche.

Sc;,undo dia.

12. Enjuagar las lnmmxllas con BFS, en 3 cambios de 3 min c/u.

13.

Secar alrededor del tejido y aplicar anticuerpo seccundario bnonmlndo (nnuconc;o) por 30 min a

lcmpcralura nmbxcmc. en la cdmara humeda.

14, Enjuagar las lammx]las con BFS,en 3 camblos de 3 min ¢/t

15.: Sccar alrcdedor dcl te_tldo y aplicar comp]cjo avxdm min'a témpératuru ambiente

en la cimara humcdq.

17. Rcvclar con DAB cn an !as dc etri 1 mlcroscoplo (es

Lavar con agua comcnlc.

23. Diferenciar la hcmaloxl ina con solu xén dc scon 1 min,

Deshidratar, aclarar y mon!nr con resina smléuca.
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XIn. CUADROS

Cuadro 1

PORCENTAJE DE CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA (CGR) TOTALES Y POSITIVAS
POR EL METODO DEL COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA.

# Laminilla # de CGR CGR positivas

1 106 17
2 24 8
3 26 6
4 64 9
5 54 . 8
6 50 10
7 72 12
8 97 3
9 35 . -
10 20 e B

Total 548

Total de CGR positi % de CGR positi

.95/10=9.5%
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XI1. FIGURAS
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FIGURA 1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA RETINA
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FIGURA 2. FLUJO NORMAL DEL HUMOR ACUOSO
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FIGURA 3. AUMENTO DEL LA PRESION INTRAOCULAR (ANGULO CERRADO)

FIGURA 4. AUMENTO DE LA PRESION INTRAOCULAR (ANGULO ABIERTO)
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FIGURA S. MECANISMOS DE APOPTOSIS
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FIGURA 6. EVALUACION DE LA P10 MEDIANTE TONOMETRIA DIGITAL

FIGURAS 7, GONIOLENTE
PUESTO EN OJO CANINO.
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FIGURA 8. GONIOSCOPIA
SE OBSERVA EL. ANGULO
IRIDOCORNEAL.
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FIGURA 9. EXCAVACION DEL NERVIO OPTICO EN GLAUCOMA
VISTA CON EL OFTALMOSCOPIO INDIRECTO.

FIGURA 18, EXCAVACION DEL NERVIO OPTICO EN GLAUCOMA
VISTA HISTOLOGICAMENTE
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FIGURA 11. CASPASA 3 POSITIVA EN LA CAPA DE CELULAS GANGLIONARES DE LAS
RETINAS (COLOR MARRON), METODO DEL COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA
(ABC).

FIGURA 12. CASPASA 3 POSITIVA EN CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA METODO
ABC.
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FIGURA 13. CASPASA 3 POSITIVA EN CITOPLASMA DE CELULAS GANGLIONARES DE LA
RETINA, METODO ABC.

FIGURA 14. CASPASA 3 POSITIVA(COLOR MARRON) EN EL NERVIO OPTICO EXCAVADO DE
PERRO CON GLAUCOMA PRIMARIO, METODO ABC.
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FIGURA 15. APOPTOSIS EN CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA POR EL METODO
TUNEL.

FIGURA 16. APOPTOSIS EN CAPA DE FOTORRECEPTORES POR EL METODO TUNEL.
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FIGURA 17. APOPTOSIS EN CAPA PLEXIFORME INTERNA POR EL METODO TUNEL.
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FIGURA 18. RETINA DE PERRO CON OJOS SANOS, CASPASA 3 NEGATIVA.
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FIGURA 19.

NERVIO OPTICO CASPASA 3 NEGATIVA.
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